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RESUMEN

Las especies del género Caesalpinia resultan de gran interés cientifico ya
gue son una fuente importante de cassanos, compuestos que presentan amplio

potencial farmacologico.

En el presente trabajo se evalué el posible efecto analgésico del 66-
acetoxivouacapano (18), diterpenfurano aislado del extracto de diclorometano de
Caesalpinia platyloba, en un modelo térmico de dolor agudo (prueba de retirada de
cola). Los sujetos experimentales fueron ratas hembra de la cepa Wistar con un
peso promedio de 200 g que fueron administradas con dosis de 150 y 200 mg/kg,
por via intraperitoneal. En la comparacion de los distintos grupos analizados se
observo una respuesta analgésica por parte del 68-acetoxivouacapano (18), tal

efecto se evidencia en la dosis de 200 mg/kg.

Para descartar la influencia que pueda tener el ciclo estral sobre los procesos
nociceptivos, se realizé una citologia vaginal en 2 tiempos distintos (60 minutos y 4
horas) durante la realizacion de la prueba.
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-
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ABSTRACT

Caesalpinia species of the genus are important source of cassane;

compounds wich have broad pharmacological potential.

In this work was evaluated the possible analgesic effect of 66-
acetoxyvouacapane (18), furanoditerpene isolated from the dichloromethane
extract of Caesalpinia platyloba in a thermal model of acute pain (Tail flick). The
experimental subjects were female Wistar rats with an average weight of 200 g,

which were administered at doses of 150 and 200 mg/kg, intraperitoneally.

In the comparison of different groups analyzed it was observed an analgesic
response from 68-acetoxyvouacapane (18), this effect is evident in the dose 200

mg/Kg.

To rule out the influence of the estrous cycle on nociceptive processes, we

perform a vaginal cytology in two times (60 minutes and 1 hour) during the test.

Keywords: Caesalpinia, nociception, furanoditerpene, rats, pain.



1. INTRODUCCION

Una de las principales preocupaciones del hombre ha sido la conservacion
de la salud y el restablecimiento de ella cuando se ha quebrantado por alguna
causa (Alvarez, 1922). El dolor es uno de los procesos mas importantes
implicados en la defensa de un organismo; en circunstancias fisiolégicas tiene una
funcion protectora pero existen patologias en que el dolor se convierte en un

sintoma de importancia capital que llega a ser el centro de la enfermedad.

La utilizacion de plantas se ha llevado a cabo en las diferentes culturas tanto
las ya extintas como las existentes en la actualidad, sin excepcion alguna. Las
arcillas de Babilonia, los papiros de Egipto y los grabados americanos dan prueba

de la utilizacidn de éstas en el remedio de diversos padecimientos (Monge, 2003).

El conocimiento de la accién terapéutica de los remedios naturales usados
en la medicina tradicional ha permitido realizar investigaciones encaminadas a
descubrir el principio activo de ellos. Los productos naturales constituyen una de
las fuentes mas ricas en compuestos organicos y favorecen de manera

significativa al desarrollo de nuevos medicamentos.

En la actualidad ha sido posible validar experimentalmente los beneficios
curativos de muchas plantas mediante protocolos de investigacion; estos estudios
se realizan no sélo en busca de nuevos principios activos procedentes del reino
vegetal, sino con la intencion de obtener a partir de los ya conocidos, productos
qgue representen un principio activo perfeccionado con una eficacia mayor a los

presentes en el mercado (Villarreal y cols., 2014).

La investigacion basica y clinica ha avanzado mucho en los Ultimos afios en
su intencion de conocer a fondo los mecanismos de la nocicepcion. Esto ha sido
posible gracias a modelos animales de dolor. Los modelos de dolor agudo y
cronico son utiles para el estudio y desarrollo de nuevos tratamientos
farmacoldgicos (Ortega y cols., 2002). Estos modelos miden el tiempo de latencia
y/o el umbral de las respuestas de escape para evaluar el efecto de farmacos con

probable actividad analgésica (Danneman, 1997).




1.1 Dolor

El dolor es una percepcion sensorial desagradable proveniente de la
activacion del sistema nociceptivo por medio de un estimulo. La |.A.S.P.
(international Association for the Study of Pain) define al dolor como una
“experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a una lesion tisular real

o potencial, o bien descrita en términos de dicha lesion”.

El dolor puede clasificarse como agudo o cronico. La diferencia entre ambos

no es unicamente una cuestion de temporalidad:

1.1.1 El dolor agudo es la consecuencia inmediata de la activaciéon de los
sistemas nociceptivos por un estimulo. Tiene la funcion de proteccion y los
sintomas psicolégicos son escasos Yy limitados a una ansiedad leve. Es un dolor
de naturaleza nociceptiva y aparece por la estimulacion quimica, mecanica o
térmica de nociceptores especificos. La principal misién del dolor agudo es, por

tanto, informar al organismo de tales ataques.

1.1.2 El dolor crénico no posee una funcién protectora, y mas que un sintoma se
considera una enfermedad. Es un dolor persistente que puede reproducirse por un
tiempo prolongado después de una lesion, e incluso, en ausencia de ella. Suele
ser resistente a los tratamientos y se asocia a importantes sintomas psicoldgicos
(Ferrandiz, 2008).

1.2 La Nocicepcion

Son muy variadas las estructuras nerviosas que participan en la percepcion
de la experiencia dolorosa. Entre el sitio activo del tejido dafiado y la percepcion
de dicho dafio se produce una serie de eventos neurofisioldgicos, que

colectivamente reciben el nombre de nocicepcion.

En este proceso se lleva a cabo la transduccion, conduccion y procesamiento
nervioso central de las sefiales generadas a partir de un estimulo; éste estimulo

puede ser térmico, quimico o mecanico de alta intensidad el cual es detectado por




fibras nerviosas sensoriales llamadas nociceptores. El sistema nociceptivo es uno

de los responsables de la homeostasis en el organismo.

El proceso de nocicepcion comprende cuatro fases fisiolégicas (Figura 1),

gue van desde el origen de la lesidén hasta la percepcion del dolor:

Transduccién: Es el proceso por el cual un estimulo nocivo periférico se
transforma en un estimulo eléctrico, generando de esta manera un potencial de

accion a nivel de los receptores.

Transmision: Consiste en la propagacion del potencial de accion de manera
ascendente desde los nociceptores hasta la médula espinal por medio de vias de

conduccion.

Modulacién: Es la modificacion de la transmisién del impulso nervioso que

permite continuar, disminuir o amplificar la respuesta nociceptiva.

Percepcion: Proceso final en el que la transduccion, la transmision y la
modulacién interactian con la psicologia del paciente para crear la experiencia

subjetiva y emocional que se percibe comodolor (Arbaiza, 2005).

Corteza
d)

Percepcion

Transmision

L \( — Transduccion
. /’ Estimulo
o) Modulacion Nociceptor Mocivio

Talamo

a)

Figura 1. Esquema del proceso de nocicepcién a) un estimulo nocivo externo (térmico,
guimico o mecanico) activa al nociceptor generando un potencial de acciéon b) que se
transmite desde el nociceptor hasta la médula espinal ¢) esta informacion transmitida se
modula para finalmente d) crear la percepcion de dolor (Modificado de Torregrosa, 1994).




1.2.1 Los nociceptores

Son terminaciones neuronales libres que se activan por estimulos que
causan dafio al tejido. La funcion del nociceptor es convertir un estimulo
potencialmente dafino en sefiales eléctricas por un proceso denominado
transduccion. Los nociceptores se distribuyen por todo el cuerpo (piel, masculos,
articulaciones y visceras). Se clasifican dependiendo del espesor de su vaina de
mielina, pardmetro crucial que determina la velocidad de conduccion de las

sefales eléctricas. Se dividen en:
1.2.1.1 Fibras Ad

Son fibras rdpidas (1.5-26 m/s) que conducen la sensacién de dolor que
provoca un estimulo agudo. Estas a su vez se dividen en tipo | y Il (Wang y cols.,
2009, Koga y cols., 2005). El 20% de los impulsos son transmitidos por estas
fibras mielinicas, estas producen un dolor agudo, concreto e inmediato (Perena,
2000).

1.2.1.2 Fibras C

Tienen una velocidad de conduccién lenta (menos de 2 m/s). El 80% de los
impulsos es vehiculizado por fibras C amielinicas, que son las responsables del

dolor difuso y desagradable.
1.3 Los receptores TRPV en la generacion de respuestas nociceptivas

A nivel molecular, los nociceptores poseen en sus terminales un conjunto de
receptores proteicos preparados para reconocer y transducir los estimulos nocivos
de tipo fisicos y quimicos (Ferrer, 2009), estos receptores TRP (receptores de
potencial transitorio) juegan un papel fundamental en la transduccion de las
distintas modalidades somato sensoriales en mamiferos incluyendo la nocicepcion
y el dolor y constituyen una extensa familia subdividida en receptores TRPC,
TRPM, TRPV, TRPA, TRPP y TRPML (Salazar y cols., 2009).




1.3.1 El receptor TRPV1

El receptor TRPV1 a su vez se dividen en 6 miembros (TRPV1-TRPV6) estos
receptores se han constituido como una diana crucial en la transduccién de
sefales dolorosas. Su extensa distribucion tisular y celular, junto a la potenciacion
de su canal i6nico por mediadores pro-inflamatorios liberados durante un dafio
tisular, han situado a este receptor como un mediador critico de la sensibilizacion
inflamatoria de los nociceptores que resulta en la manifestacion de
hipersensibilidad de la zona dafiada (Venkatachalan, 2007). Este canal es
activado por altas temperaturas nocivas (~42°C), el voltaje, la acidificacion
extracelular, el pH intracelular alcalino, la anandamida y por la capsaicina
(compuesto nitrogenado presente en los chiles picantes).

El canal funcional es un homotetramero (Figura 2), cuyas subunidades
tienen seis segmentos transmembranales y regiones amino (N-) y carboxilo (C-)
terminales intracelulares. Los segmentos transmembranales cinco (5S) y seis (6S)
de cada subunidad, junto con el asa que los conecta, dan lugar al poro o via de

conducciodn iénica (Salazar y cols., 2009).

Poro del canal

Figura 2. a) El canal funcional forma un homotetramero. b) Esquema de una subunidad
del canal TRPV1, cada subunidad se compone de seis segmentos transmembranales (S1-
S6) (Modificado de Salazar y cols., 2009).




1.4 Mecanismo molecular del dolor

Los estimulos sensoriales ya sean térmicos, quimicos o mecanicos activan
un receptor periférico especifico que permite el flujo de iones al interior del
nociceptor y produce su despolarizaciéon. Los estimulos térmicos activan los
receptores de potencial transitorio vanilloides (TRPV1). Si el estimulo es lo
suficientemente potente se genera un potencial de receptor para activar canales
de sodio sensibles a voltaje, esto inducird un potencial de accién que propagara el
estimulo nervioso desde el nociceptor hasta el asta dorsal de la médula donde se

promueve la liberacién de glutamato (Figura 3).

El glutamato, un aminoacido excitador que se unira a receptores AMPA
localizados en la neurona postsindptica que transmitird la informacion hacia los
centros superiores del SNC, llegando al talamo y a la corteza cerebral, desde
estos nucleos superiores se activan vias descendentes que llegaran de nuevo al
asta dorsal de la médula espinal y liberaran sustancias endogenas inhibidoras
(fundamentalmente opioides y GABA) (Goicoechea y Martin, 2006). Estas
sustancias inhibidoras actian modulando la transmision del estimulo, por un lado
disminuyendo la liberacién de glutamato y por otra hiperpolarizando la membrana

de la neurona postsinaptica (Griffin y Woolf, 2008).

Figura 3. 1: liberacion de glutamato; 2: transmision a los centros superiores; 3: liberacion de
sustancias inhibidoras desde las vias ascendentes; 4: liberacidén de sustancias inhibidoras
desde las interneuronas; 5: transmisiéon de la seflal modulada al sistema nervioso
central(Modificado de Griffin y Woolf, 2008).




1.5 Ciclo estral y dolor

El sexo es un factor importante en la modulacion de la experiencia dolorosa.
Existen muchas evidencias de que la experiencia dolorosa es diferente en los
machos y en las hembras, como también la respuesta a algunas clases de
analgésicos. Innumerables experimentos de laboratorio nos sugieren que las
mujeres poseen un umbral doloroso menor que el de los hombres, en cuanto al
dolor provocado por estimulos nociceptivos como el calor, el frio, la presion y el
estimulo eléctrico. Sin embargo, existe controversia respecto a que si el ciclo
estral influye en la percepcion de los estimulos dolorosos (Carneiro de Araujo y
cols., 2011).

1.6 Analgesia

La analgesia se define como la ausencia de dolor, sin embargo, en la
terapéutica esaceptada como la disminucion de la intensidad del dolor percibidoy
puede inducirse mediante la interrupcion u obstruccién de la nocicepcién. La
analgesia tiene como objetivo eliminar la sensacion de dolor mediante el bloqueo

artificial de las vias de transmisioén del mismo.
1.7 Analgésicos

Son farmacos capaces de aliviar el dolor sin alterar significativamente el
estado de conciencia. Los Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y
los analgésicos opioides constituyen los planes béasicos del tratamiento
farmacoldégico del dolor.

1.7.1 Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Los AINES son farmacos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos, que
constituyen uno de los grupos de medicamentos mas prescritos. Tienen como
efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas, a través de la inhibicion de
lasdos isoformas de laenzima ciclooxigenasa: COX-1 y COX-2. Las estructuras de
los miembros de este grupo son diferentes, sin embargo, comparten acciones

farmacoldgicas y efectos indeseables semejantes. La potencia antiinflamatoria,




analgésica y antipirética de cada uno es variable. Los no selectivos son eficaces
como analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios, pero provocan reacciones
adversas gastrointestinales, renales y sobre la coagulacion al bloquear la isoforma
COX-1. Los selectivos a la COX-2, no afectan la COX-1 y provocan menos

reacciones adversas (Leza y Lizasoain, 2005).
1.7.1.1 Meloxicam

El Meloxicam es un farmaco que pertenece al grupo de los AINES, derivado
del acido endlico y considerado preferentemente selectivo de la isoforma COX-2.
Es utilizado para tratar el dolor y la inflamacion, al evitar que la enzima
ciclooxigenasa induzca la sintesis de prostaglandinas evitando asi, el proceso de

la inflamacién y dolor.
1.7.2 Analgésicos opioides

Grupo de sustancias narcoOticas que producen analgesia al unirse a
receptores de membrana especificos llamados receptores opioides (U, kappa y
gamma); estos receptores se ubican de manera principal en regiones del cerebro y
médula espinal, implicadas en la transmisién y modulacion del dolor. El dolor
contiene tanto componentes sensoriales como afectivos (emocionales). Los
opioides pueden modificar ambos aspectos de la experiencia de dolor. En la
mayor parte de los casos tienen un efecto mas marcado sobre el componente

afectivo por lo que puede llegar a generar dependencia (Bonilla, 2009).
1.8 Modelos animales

Las estructuras anatomicas y los mecanismos neurofisiolégicos que
conducen a la percepcién del dolor son muy similares en animales y humanos, es
por esto que resulta razonable admitir que cualquier estimulo que resulte doloroso
para los humanos, perjudicial para los tejidos, y que provogue la huida o una

respuesta conductual en el animal, debe considerarse doloroso para éste.

Los modelos de dolor agudo y crénico son utiles para el estudio y desarrollo

de nuevos tratamientos farmacolégicos; estos modelos utilizan un estimulo fisico o




quimico que tiene como objetivo determinar una latencia de respuesta por parte
del animal ante dicho estimulo. Los modelos animales para estudios de analgesia
miden el tiempo de latencia y/o el umbral de las respuestas de escape para
evaluar el posible efecto de un farmaco en el proceso nociceptivo. Entre los
modelos de dolor mas utilizados se encuentra la prueba de retirada de cola, el cual
usa como base un estimulo térmico (Ortega y Mico, 2002).

1.8.1 Prueba de retirada de cola

Esta prueba es la mas utilizada y consiste en la aplicacion de radiacion
térmica sobre la cola del animal, hasta alcanzar un nivel que le produzca dolor,
para evitar el estimulo el animal retira la cola haciendo un movimiento riguroso. El
tiempo de reaccion de este movimiento se registra y un retardo en el tiempo de

reaccion se interpreta como accion analgeésica.
1.9 Uso de plantas para combatir enfermedades

Las especies vegetales han constituido, ademas de alimento, el remedio
primero a los problemas de salud inherentes a la condicion humana. EI hombre
antiguo, utilizando su propio instinto, observando a los animales y a través del
conocimiento empirico que se sustenta en el registro de aciertos y errores,
aprendié a distinguir las especies vegetales dafiinas de las que podian serle de
utilidad. La utilizacién de los productos de origen vegetal, con finalidad terapéutica,
ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado patoldgico, es tan

antigua como el hombre.

De acuerdo con estadisticas de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud),
las plantas son utilizadas por 80% de la poblacibn mundial para satisfacer o
complementar sus necesidades médicas (Ocegueda y cols., 2005). Se calcula que
de las 260,000 especies de plantas que se conocen en la actualidad el 10% se
pueden considerar medicinales, es decir, se encuentran agrupadas dentro de

tratados médicos de fitoterapia modernos y antiguos por presentar algin uso.




1.9.1 Uso de plantas medicinales en México

Los antiguos pobladores del territorio mexicano desarrollaron una de las
herbolarias mas complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica que

alcanzaron. Estos conocimientos se han transmitido de generacidén en generacion.

Se han identificado hasta 5,000 especies que tienen aplicaciones curativas
(Gonzalez-Stuart y Rivera., 2009). Es importante mencionar que muchas de las
especies de plantas que han sido utilizadas para el tratamiento de enfermedades

en la medicina tradicional crecen de manera silvestre.

México cuenta con una gran biodiversidad y se estima que posee 30,000
especies de las cuales en 1997 el Instituto Nacional Indigenista documentd 3,000
con usos medicinales y el IMSS cuenta con un herbario de 14,000 ejemplares de
plantas medicinales. A pesar de que los medicamentos herbolarios se han
empleado durante muchos siglos, como los referidos en el Codice Badiano escrito
en Nahuatl por el médico indigena Martin de la Cruz en el siglo XVI, sélo una
cantidad relativamente pequefia de plantas mexicanas se han estudiado para su
posible aplicacion médica y es menor aun el nimero de plantas medicinales sobre
las que se han realizado estudios de eficacia y seguridad de sus principios activos
y del tipo de extractos que los contienen (Encarnacion, 2010).

1.10 Familia Fabaceae

La familia Fabaceae (Leguminosae) es uno de los mayores grupos de
plantas con flores (Angiospermas) en el mundo. Reune arboles, arbustos y hierbas
perennes o anuales, facilmente reconocibles por su fruto tipo legumbre y sus hojas
compuestas y estipuladas. Es una familia de distribucion cosmopolita con méas de
700 géneros y unas 19,400 especies, distribuidas en todo el mundo, aunque son
mas frecuentes en las regiones tropicales y subtropicales. Todas las especies son
fijadoras de nitrogeno atmosférico gracias a unas bacterias (Rhizobium sp.) que
viven en los nddulos de las raices, lo que hace que los suelos donde habitan sean
mas fértiles. Muchas de ellas han sido cultivadas como ornamentales, otras como

plantas forrajeras y otras por sus semillas o legumbres comestibles o porque de
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ellas se extraen aceites, tinturas o principios activos medicinales (Castroviejo,
2007).

1.10.1 Género Caesalpinia

México es un pais con una de las biodiversidades més variadas de la tierra.
Se ha calculado que sobre el territorio mexicano viven entre 25,000 y 30,000
especies solamente de plantas vasculares (Sarukhan y cols., 2009). Michoacéan
ocupa el cuarto lugar en riqueza floristica en el pais, resultando la familia
Fabaceae como la segunda mas abundante (Villasefior y Espinosa-Garcia, 2011),
dentro de esta familia encontramos el género Caesalpinia, el cual consiste en una

fuente inagotable de metabolitos bioactivos.

Este género comprende alrededor de 500 especies (Figura 4) a partir de las
cuales se han aislado diversos compuestos quimicos como flavonoides,
diterpenos y esteroides (Wu y cols., 2011). La mayoria de los miembros de
Caesalpinia son plantas medicinales y agricolamente importantes. Especies de
este género presentan actividad analgésica, antibacteriana, antifungica,
antiinflamatoria, antipirética, antioxidante, antiulcerosa, antiviral,

inmunomoduladora, entre otras (Baldim y cols., 2012).

Figura 4. Especies del género Caesalpinia.

Una gran diversidad de estas especies son endémicas y su distribucion en
México se describe principalmente en los estados de Michoacéan, Jalisco, Nayarit,
Sinaloa y Oaxaca.
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2. ANTECEDENTES
2.1Estudios previos del género Caesalpinia en el tratamiento del dolor

El género Caesalpinia farmacoldégicamente ha sido poco estudiado; sin
embargo, se conoce su extenso uso en la medicina tradicional, y se han hecho

investigaciones encaminadas a comprobar estas atribuciones farmacologicas.

En un ensayo de contorcion abdominal inducido con acido acético en
ratones, el extracto etandlico de Caesalpinia sappan inhibid significativamente el
namero de contorsiones, usando dosis de 200 y 400 mg/kg inhibiendo la

hiperalgesia en un 70 % y 73 %, respectivamente (Baldim y cols., 2012).

HO OMe OH
(o]
1
HO (o} OH
\ -
(o}
2: R=H
3:R=0H

Figura 5. Compuestos aislados del extracto de Caesalpinia sappan.

Este mismo modelo farmacoldgico se aplico al extracto etandlico de

Caesalpinia ferrea, el cual produjo una reduccion en el numero de contorsiones del

12



51% y el 88% en dosis de 10 y 20 mg/kg, respectivamente (Sandrine y cols.,
2012).

i R4

4 5:R1=CH3z, R2=0OCH3

6:R1=CH3, R.=0OH

Figura 6. Compuestos aislados del extracto de Caesalpinia ferrea con propiedades farmacologicas
(Baldim y cols., 2012).

Mientras que el aceite de las semillas de Caesalpinia bonducella (400 mg/kg)
mostrd una inhibicion del 48.6% (Devi y cols., 2008).

Figura 7. Cassanos diterpenos aislados de Caesalpinia bonducella (Peter y cols., 1998).
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En estudios previos fue
evaluada la actividad antinociceptiva
de compuestos aislados del extracto
de acetato de etilo de Caesalpinia
volkensii (Figura 8) en la prueba de
plato caliente, donde se observé que
tres de los cinco compuestos
administrados en dosis de 100 mg/kg
tuvieron efecto significativo a los 60
minutos posteriores a la
administracion; con lo que se propuso
qgue el extracto y los principios activos
(diterpenfuranos, principalmente)
representan posibles opciones
terapéuticas para el tratamiento del
dolor (Charles y cols., 2012).

| A

Al
N

10:; R=R;=R3=H, R;=Me

11: R=R3=H, Ry= OH, R.:=Me

12: R=R;=R3=H, R,;=COOMe

13: R=R3=H, R,=0OH, R;=COOMe

Latencia

7-1

64

v
1

10
se 11
12
13

14

EERERE

—_Agua

(min

30min

\ Tiempo

60min

Figura 8. Efecto antinociceptivo de compuestos
aislados de Caesalpinia volkensii.

HO

OH

X

14

O(CH,),CH;

Figura 9. Estructuras de compuestos aislados de Caesalpinia
volkensii con propiedades antinociceptivas.

Morfina
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El extracto etandlico de Caesalpinia pyramidalis también fue evaluado
farmacol6gicamente para probar su efecto antinociceptivo (Figura 10). En éste
estudio se determind que las contorsiones provocadas por la inyeccion de acido
aceético en la cavidad abdominal se vieron notablemente reducidas en relacion con
las dosis usadas 30 y 100 mg/kg y la reduccién fue de 62 y 78 %, respectivamente
(Cliomar y cols., 2013).

a) b)

¥ T

25 4

26 1 HO

15 4

1G -

Numero de contorsiones

OMe o

Vedlcle 10 30 100 ASA
C. prramidalis EE (mgikg)

15

Figura 10. a) Reduccion del numero de contorsiones del extracto etandlico de Caesalpinia
pyramidalis. b) Compuesto obtenido del extracto etandlico de Caesalpinia pyramidalis.

2.2 Diterpenos

Los diterpenos son compuestos con veinte unidades de carbono y se
encuentran en algunos insectos, diversos organismos marinos, pero sobre todo
estan repartidos en especies vegetales. Los diterpenos se originan a partir del

geranil geranil pirofosfato (GGPP). La mayoria son compuestos ciclicos.

En éste grupo se presentan compuestos con interesantes propiedades
farmacoldgicas, como el taxol (Figura 11) empleado en el tratamiento de cancer
como antitumoral, las podofilotoxinas con propiedades citotoxicas, antimicéticas y

antivirales.

OH
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)k OAc

16

Figura 11. Estructura del Taxol diterpenfurano usado como antitumoral.

2.3 Cassanos

Los cassanos de origen natural constituyen un grupo de diversas sustancia

diterpenoides que son bien conocidos por su actividad biolégica.

El nombre cassano deriva del nombre nativo "Cassa" para Erythrophleu

guineense, la primera fuente de un alcaloide diterpeno cristalino, Cassaine.

El esqueleto basico de los cassanos se caracteriza estructuralmente por ser
un diterpeno triciclico (Figura 12) con una sustitucién del grupo etilo en C-13 y un
grupo metilo en C-14. Los diterpenos cassanos son, por tanto, de interés en el
contexto de la diversidad estructural y por su amplio espectro de actividades

biolégicas.

17

Figura 12. Esqueleto base de los cassanos.
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2.4 Caesalpinia platyloba

Es un arbol de 5 a 15 m de altura, tiene
flores amarillas que van de 7 a 9 mm de largo,
contiene frutos tipo legumbres aplanadas
(Figura 13). Su crecimiento se presenta en
época de lluvias; es considerada una especie
de rapido desarrollo y se conoce
comercialmente como frijolillo o palo colorado.
Es usado como cercas vivas en algunos

cultivos para protegerlos de las termitas, sus

vainas y hojas se usan para alimento del

ganado en época de sequia. Debido a su )
Figura 13. Arbol de Caesalpinia

plasticidad en ambientes contrastantes de luz es platyloba.

usada como sombra en cultivos de café (Diaz,
2011).

En un estudio quimico de Caesalpinia platyloba se aislaron 3 diterpenos (18,

19 y 20) a partir del extracto con diclorometano de las hojas.

OAc OAc

18 19

Figura 14. Estructuras de diterpenos aislados de Caesalpinia platyloba.




En éste mismo estudio obtuvieron dos diterpenos (21 y 22) preparados a
partir del compuesto 18.

21 22

Figura 15. 6B-hidroxivouacapano (21), 6-oxovouacapano (22).

Estos compuestos presentan un potencial farmacolégico importante debido a

sus caracteristicas moleculares (Gémez-Hurtado y cols., 2013).
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3. Justificacion

El dolor es considerado uno de los malestares mas comunes en todo el
mundo; agentes analgésicos convencionales han jugado un papel importante en el
tratamiento del dolor, pero causan multiples efectos adversos. Por lo tanto, la

busqueda de nuevos y mejores analgésicos continda.

El uso de terapias naturales constituye un enfoque importante para el
tratamiento de trastornos del dolor. Se ha descrito que diferentes productos de
origen natural poseen actividad antinociceptiva significativa. Los farmacos
obtenidos de fuentes naturales desempefian un papel importante en la medicina
moderna; las plantas medicinales nos proporcionan muchos farmacos sumamente
Gtiles, asi como también compuestos basicos que pueden modificarse en su

estructura quimica para obtener otros mas eficaces y menos toxicos.

Las plantas medicinales son fuentes potenciales de moléculas bioactivas,
poseen estructuras novedosas y el desarrollo de medicamentos a base de estas
proporciona un producto de menor costo; estas caracteristicas innovadoras han
motivado a la industria farmacéutica para dirigir la investigacion hacia el desarrollo

de medicamentos a base de plantas.

En Meéxico alrededor de 4,000 especies de plantas con flores
(aproximadamente 15% de la flora total) tienen atributos medicinales, es decir que
una de cada siete especies aproximadamente poseen alguna propiedad
curativa.Sin embargo, se estima que la evaluacion quimica y farmacoldgica de los
principios activos que contienen se ha llevado a cabo solo en el 5% de estas

especies (Ocegueda y cols., 2005).

El género Caesalpinia perteneciente a la familia Fabaceae la segunda con
mas especies nativas en Michoacan incluye mas de 500 especies de las cuales
menos de 30 han sido estudiadas respecto a sus propiedades fitoquimicas y

farmacoldgicas; sin embargo, se conoce su extenso uso en la medicina tradicional.
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Existen reportes donde se ha evaluado la actividad analgésica en varias
especies del género Caesalpinia dando como respuesta una inhibicion en la

nocicepcion.

Caesalpinia platyloba es una especie endémica en Michoacan y su
compuesto mayoritario el 63-acetoxivouacapano (18) resulta interesante ya que en
su estructura presenta un diterpenfurano, fraccion que reporta actividad biologica

importante.

Debido a esto, el presente estudio fue disefiado para investigar el potencial

efecto antinociceptivo del 68-acetoxivouacapano (18) de Caesalpinia platyloba.
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4. Hipotesis

El 6B-acetoxivouacapano (18) compuesto aislado del extracto de hojas de

Caesalpinia platyloba posee actividad analgésica.

5. Objetivo general

Evaluar la probable actividad analgésica del 68-acetoxivouacapano (18) de

Caesalpinia platyloba en un modelo térmico de dolor agudo en rata.

5.1 Objetivos particulares

Aislar el 6B-acetoxivouacapano (18) a partir del extracto de diclorometano de
las hojas de Caesalpinia platyloba.

Evaluar el efecto analgésico del 68-acetoxivouacapano (18) en la prueba de
retirada de cola.
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6. Metodologia
6.1 Obtencién del extracto

Las hojas del arbol identificado como Caesalpinia , -
platyloba se colectaron en la localidad de Los Charcos, 4

municipio de Buenavista Tomatlan, Michoacan con las
siguientes coordenadas N 19°13°07.5"", W 102°35°23.4" y
altitud de 220 msnm. Las hojas se dejaron secar a la

sombra y se pusieron a macerar a temperatura ambiente

usando hexano como disolvente durante 3 dias. La =
Figura 16. Extracto de

maceracion se filtré y concentrd en rotavapor. .
Caesalpinia platyloba.

Posteriormente, se llevd a cabo el mismo proceso con diclorometano,
repitiendo el proceso en 3 ocasiones, para obtener el extracto respectivo el cual

presentaba una coloracion verde oscuro (Figura 16).
6.2 Obtencion del 6B-acetoxivouacapano

El extracto de hoja de Caesalpinia platyloba obtenido se sometié a
cromatografia en columna de 5 cm de diametro utilizando gel de silice de 70-230
mallas, el extracto se disolvié en diclorometano, se impregné con gel de silice y se
llevé a sequedad. Como fase moévil se usaron mezclas hexano:acetato de etilo,
con una polaridad de 9:1, colectando fracciones de 40 mL obteniendo en las
fracciones de la 6-11 el 6B-acetoxivouacapano (18) producto mayoritario de esta

planta, como cristales incoloros (Figura 17) con un punto de fusion de 114-116 °C.

Figura 17. 6B-acetoxivouacapano.
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6.3 Animales

Ratas hembra de la cepa Wistar fueron empleadas con una peso promedio
de 200 g provenientes del bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP).

Los animales fueron alojados en el vivario del laboratorio de Neuroquimica
(BUAP) en cajas de acrilico individuales (Figura 18a) con acceso a agua Yy
alimento ad libitum, ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, temperatura de 24+ 2°C y
50+10% de humedad.

Durante la estancia de las ratas en el vivario se les realiz6 un Handling de 3
minutos y fueron sometidas a 10 minutos de socializacion hasta el dia de la

prueba (Figura 18b).

Figura 18. a) Vivario del laboratorio de Neuroquimica.
b) Socializacion de las ratas.

Todos los procedimientos fueron realizados bajo los criterios de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) que establece las “Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”
(Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion;
2001).

6.4 Preparacion del 6B-acetoxivouacapano

El 6B-acetoxivouacapano(18) de Caesalpinia platyloba se pulverizé y fue

disuelto en aceite de sésamo (Mitsuki ®) grado alimenticio como vehiculo para su
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administracion en una proporcion de 850 mg/8.5 mL, la disolucion se llevo a cabo
con ayuda de agitacion a temperatura ambientedurante 12 h continuas (Figura 19).

Figura 19. Pulverizacion y disolucién del 63-acetoxivouacapano (18).

6.5 Prueba de retirada de cola.

Los grupos experimentalesfueron los siguientes:

Tratamiento ‘ n ‘ Dosis
Solucién Salina Isotonica 6 0.10 mL
Aceite de sésamo (Vehiculo) 6 0.40 mL
Meloxicam 6 6 mg/Kg
66-acetoxivouacapano 7 150 mg/Kg
6B-acetoxivouacapano 7 200 mg/Kg

n= ndmero de sujetos de experimentacion usados.

Cuatro dias previos al experimento los animales fueron habituados a la caja
de restriccién usada durante el experimento, para disminuir el movimiento de la

colay el estrés.

La prueba se realiz6 en el equipo PANLAM LE 7106 que consta de una
unidad de estimulacion que posee una lampara térmica y una unidad de control
electrénica. Los animales fueron inmovilizados con ayuda de la caja de restriccion
fija y colocada en la unidad de estimulacion. La lampara térmica se ajust6é a 50°C,
y la radiacién se aplicé a 3 cm del inicio de la cola (Figura 20a). Cuando el animal
mueve la cola (Figura 20b), una celda fotoeléctrica situada en la parte inferior
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suspende la emision de la radiacion, se detiene el contador de tiempo (Figura 20c)
y se registra el tiempo de latencia en segundos el cual corresponde al tiempo que

tarda la rata en percibir el estimulo doloroso.

Figura 20. Mecanismo de la prueba de retirada de cola: a) Una lampara
térmica aplica radiacion a la cola del animal; b) cuando este siente dolor
mueve la cola; c) el cronometro detiene el tiempo.

Antes de la administracion de los diferentes tratamientos (Tabla 1) se
realizaron 3 mediciones basales, dejando un tiempo de 10 minutos entre cada

medicion.

Las sustancias fueron administradas y durante los primeros 60 minutos
después de la administraciobn se realizaron mediciones cada 15 minutos,
posteriormente se continué con las mediciones cada hora durante 10 h de

evaluacion.
6.6 Citologia vaginal

Para corroborar si el ciclo estral tiene alguna influencia en la percepcion de

dolor y por consiguienteen los tiempos de latencia, se realizaron frotes vaginales a
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las ratas;a los 60 minutos y a las 4 horas después de la administracion. El frote se
realiz6 con ayuda de un asa bacteriolégica, haciendo un raspado en el canal
vaginal y se depositd en un portaobjetos con una gota de solucion salina isotonica.
Las muestras se fijaron con calor y se tifleron empleando la técnica de

hematoxilina-eosina (Ross-Pawlina, 2007).
6.7 Realizacién de autopsias

Las autopsias se realizaron en 4 animales elegidos al azar 8 dias
posteriores a la prueba de analgesia para determinar si la administracion del 68-
acetoxivouacapano (18) o la del vehiculo causaban algin dafio. Los animales
fueron sacrificados con una sobredosis (55 mg/kg) de pentobarbital sédico y
posteriormente fueron examinados macroscopicamente para determinar el estado

de los érganos internos.
6.8 Analisis estadistico de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados se empleo la prueba ANOVA
de una via para muestras independientes, para evaluar los tiempos de latencia en
la prueba de retirada de cola. Asi mismo, se empleé una prueba de
comparaciones multiples de Tukey para saber entre que pares de grupos existe

diferencia estadistica significativa.
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7. Procedimiento experimental

7.1 Aislamiento y tratamiento del 63-acetoxivouacapano

Colecta de Caesalpinia platyloba J

Secado J

Maceracion J<: Hexanos
Diclorometano

Obtencion del extracto J

Aislamiento del 63-
acetoxivouacapano por cromatografia
en columna

Caracterizacion por RMN J

Preparacion de la Solucién

A\ 4

Pulverizacién del compuesto J

Disolucion con aceite de sésamo
850 mg/8.5 mL

1

Agitacion 12 h J
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7.2 Pruebas bioldgicas

Realizadas en el laboratorio de Neuroquimica de la Facultad de Ciencias
Quimicas, de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

Ingreso y adaptacion de los animales al vivario J

Formacion de grupos ] Handling 3 minutos al
de manera aleatoria J dia y socializacion

\ 4
A

Prueba de retirada de cola J

L l |

SSl \ Aceite de Meloxicam 6B-acetoxivouacapano 68-acetoxivouacapano
] sésamo 6 mg/kg. 150 mg/kg. 200 mg/kg.
0.4 mL

l

Registro de tiempos de latencia basales J

«—— Administracion IP de los tratamientos J
\ 4

Registro de tiempos de

Frote vaginal J_, latencia a los 15, 30, 45,
y 60 min y cada hora

hasta las 10 h.

l

Autopsias \

Analisis estadistico J

de los resultados
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de los compuestos por RMN

El extracto de hoja de Caesalpinia platyloba en cloruro de metileno se
sometié a cromatografias sucesivas con el fin de aislar el 68-acetoxivouacapano

(18), el cual fue analizado por espectroscopia de RMN.

En el espectro de RMN de 'H del 6B-acetoxivouacapano (Figura 21) se
observan dos sefiales dobles con una J = 1.9 Hz en 7.23 y 6.19 ppm
correspondiente a los hidrogenos aromaticos del furano H-15 y H-16. En 5.51 ppm
se observa una sefial simple ancha correspondiente a un hidrégeno base de éster,
en 2.60 ppm se observa una sefial simple que integra para 3 hidroégenos
caracteristica de grupos metilo de acetilo, en 1.20, 1.02 y 0.99 ppm se observaron
tres sefales simples correspondientes a los metilos terciarios CHs-20, CH3-19 y
CHs-18, respectivamente. En 0.96 ppm se observa una sefial doble con J = 7.0 Hz

correspondiente al metilos secundario CHs-17.

En el espectro de RMN de®3C (Figura 22) se observa en 170.6 ppm una
sefal correspondiente al carbonilo de acetato. En 149.6, 140.4, 121.8 y 109.4 ppm
se encuentran las sefiales que corresponden a los carbonos C-12, C-16, C-13y C-
15 respectivamente del anillo del furano. Las sefiales de los carbonos metilénicos
C-1, C-2, C-3, C-7 y C-11 se observan en 42.2, 18.7 43.9, 36.3 y 21.8 ppm,
respectivamente. Mientras que las sefiales de los metilos terciarios C-18, C-19 y

C-20 se observaron en 33.7, 23.5y 17.2 ppm, respectivamente.

La asignaciéon de los espectros de hidrégeno y carbono-13 fue confirmada
con experimentos de dos dimensiones. Estos datos espectroscépicos coincidieron

con los descritos en la literatura (Alvarez-Esquivel, 2012).
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Figura 22. Espectro de RMN de *C a 400 MHz del 6B3-acetoxivouacapano (18) en CDCls.



8.2 Prueba de analgesia

Una vez aislado y caracterizado el 6B-acetoxivouacapano (18) se realizaron
las pruebas de solubilidad en diferentes vehiculos (DMSO, Tween 20, aceite de
aguacate y aceite de sésamo), obteniéndose los mejores resultados con el aceite
de sésamo (Mitsuki ®). Se disolvieron 850 mg del compuesto 18 en 8.5 mL de

aceite de sésamo. Se dividieron las ratas en 5 grupos independientes quedando

de la siguiente manera:
Tratamiento

Solucién Salina Isoténica (SSI)
Vehiculo

Meloxicam

D;-150 mg/kg

D,-200 mg/kg

TOTAL 32

~N N & O O |=

Una vez administrados los diferentes tratamientos se procedié a evaluar el
efecto analgésico del 6B-acetoxivouacapano de Caesalpinia platyloba en la prueba
de retirada de cola. La prueba se realizé durante 10 h, tomando en la primera hora
los tiempos de latencia cada 15 minutos.

El andlisis de varianza revel6 que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (F= 6.7984, P<5.2E-10). La prueba de
comparaciones multiples de Tukey revel6 que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre los promedios de latencia del 6B-acetoxivouacapano (18) 150
mg/kg* y los grupos administrados con SSI* y vehiculo*. Sin embargo, cuando
fueron comparados con los grupos meloxicam* y el 6G-acetoxivouacapano (18) a

dosis de 200 mg/kg* se observo diferencia estadisticamente significativa.

Por otra parte, la prueba estadistica Tukey muestra que existe diferencia
significativa entre el promedio del tiempo de latencia del grupo administrado con el

66-acetoxivouacapano (18) 200 mg/kg* comparado con el resto de los grupos.

* Grupos en los cuales existe diferencia.
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Figura 24. Grafica del promedio de los tiempos de latencia de los diferentes grupos administrados durante la prueba de retirada

de cola, hasta las 10 h de evaluacién, donde no se observan cambios significativos.
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8.3 Citologia vaginal

Durante la prueba de retirada de cola se realizaron dos frotes vaginales a 21
ratas de las cuales 5 pertenecian al grupo vehiculo, 3 al grupo SSI, 5 al grupo D2,
5 al grupo D1y 3 al grupo Meloxicam.

Los frotes se realizaron a los 60 minutos y a las 4 horas, y fueron tefidos con
hematoxilina y eosina y observados al microscopio a 40x. Se graficaron de
acuerdo a la fase del ciclo estral en donde se situaban en los dos tiempos
tomados durante la prueba de retirada de cola. A través de la prueba ANOVA se
evidencié que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los valores de

los tiempos de latencia y la fase del ciclo estral de las ratas.

3 A) Proestro gB) Proestro
® Estro u Estro

6 u \Vetaestro w6 H Metaestro
.g I m Diestro .g m Diestro
s 5
K} k]
P 4 %4 8
° =]
a o
£ £
k: =
F2 F2

0 - .

Proestro Estro Metaestro Diestro Proestro Estro Metaestro Diestro

Figura 25. Fases del ciclo estral de la rata. a) Proestro; b) Estro; c) Metaestro; d) Diestro y
grafica del promedio y desviacion estandar de los tiempos de latencia en la prueba de retirada
de cola, ala hora A) y a las 4 horas B).
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8.4 Autopsias

Posteriormente a la realizacion de la prueba para evaluar la analgesia, se
observaron las ratas administradas con las dos diferentes dosis y a las
administradas con vehiculo durante 8 dias, se procedié a la realizacion de las
autopsias. En el examen macroscopico realizado a cuatro animales elegidos al

azar no se encontraron lesiones.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El 6B-acetoxivouacapano (18) es el compuesto mayoritario presente en las
hojas de Caesalpinia platyloba; el género al que pertenece esta planta es conocido
por su extenso uso en la medicina tradicional (Baldim y cols., 2012). Existen
reportes donde los extractos de varias especies de este género han presentado
actividad analgésica (Devi y cols., 2008, Cliomar y cols., 2013); sin embargo, estas

propiedades han sido poco estudiadas.

Es por eso que en el presente estudio se evalu6 el efecto analgésico de éste
compuesto en la prueba de retirada de cola, donde el 6B-acetoxivouacapano (18)
a dosis de 150 mg/kg present6 un ligero aumento en los tiempos de latencia; sin
embargo, este aumento no fue estadisticamente significativo segun la prueba
ANOVA de una via.

El efecto analgésico parece ser dependiente de la dosis ya que al evaluar este
mismo compuesto, pero a una dosis de 200 mg/kg se elevaron de manera
significativa los tiempos de latencia 3.2 s comparado con el vehiculo y 4 s
comparado con SSI. Comenzando el efecto a partir de los 30 minutos y
presentando los tiempos de latencia mayores a los 45 minutos. No obstante, a
pesar de este aumento, los resultados no resultan comparables con los obtenidos
por el grupo meloxicam 10.20 s presentando el tiempo de latencia mayor a las 2

horas posteriores a la administracion.

El efecto analgésico que present6 el 6(-acetoxivouacapano (18) se le podria
atribuir al diterpenfurano que contiene en su estructura ya que existen reportes

donde estos compuestos han presentado actividad analgésica.

El empleo de ratas hembra en experimentos de dolor es causa de controversia
debido a la posible influencia de las hormonas sobre la percepcion dolorosa. Sin
embargo, en la citologia vaginal realizada se observd que no hay diferencia
significativa en los grupos a pesar de que las ratas se encontraban en diferente

fase del ciclo estral. Por lo cual se descarta que exista alguna correlacion entre el
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aumento o disminucion de los tiempos de latencia y las fases del ciclo estral de la

rata.

Los tiempos de latencia de los grupos administrados con vehiculo y SSI
comparados con los tiempos de latencia basales no presentaron diferencia y se
mantuvieron constantes durante las 10 horas de evaluacion. Debido a lo anterior
se descarta que los animales pudieran presentar hiperalgesia debido a la
aplicacion continua del estimulo térmico; el cual puede alterar el umbral de dolor,
disminuyendo asi los tiempos de latencia; o bien, un fenomeno de habituacion

donde aumentaran los tiempos de latencia.

Los sujetos experimentales fueron observados durante 8 dias después de la
prueba y no mostraron signos de dolor, al realizar las autopsias en animales
administrados con el compuesto y el vehiculo no se encontraron lesiones
evidentes en ninguno de los 6rganos. La administracion de las dos dosis del 68-
acetoxivouacapano (18), el grupo vehiculo, meloxicam y SSI no fue letal para

ninguno de los sujetos.
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10. CONCLUSION

Se aislo el 6B-acetoxivouacapano (18) compuesto mayoritario en el extracto
de diclorometano de hojas de Caesalpinia platyloba el cual fue caracterizado por
RMN de 1H y 13C.

18

Se evalud el efecto analgésico de dicho compuesto administrado de manera
intraperitoneal en ratas hembra de la cepa Wistar en la prueba de retirada de cola
(modelo térmico de dolor agudo) donde se comprobdé que posee propiedades
analgésicas a una dosis de 200 mg/kg. Mostrando un efecto rapido que comienza
a los 30 minutos y presenta su tiempo de latencia mayor a los 45 minutos

posteriores a la administracion.

El compuesto evaluado asi como el vehiculo utilizado (aceite de sésamo)

no provoca dafios en el organismo del animal.

Por otra parte los resultados obtenidos en la citologia vaginal sugieren que
las fases del ciclo estral y la nocicepcion del animal son fendmenos

independientes.
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