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Resumen

Ageratina glabrata esta ampliamente distribuida en México y es conocida popularmente por sus efectos analgésicos. Aunque
esta especie ha sido estudiada quimicamente, no hay estudios acerca de su efecto analgésico. En este trabajo fitofarmacéutico
se evaluo el efecto analgésico del extracto de A.glabrata en dos modelos térmicos de dolor agudo en rata: la prueba del plato
calientey en la prueba de retirada de la cola. Se probaron dosis de extracto de 100mg/Kgy 150 mg/Kg para la prueba de plato
caliente, y 100mg/Kg para la prueba de retirada de la cola. Los resultados preliminares obtenidos muestran que el extracto de
hoja de A. glabrata posee efecto analgésico 5 horas posteriores a la administracion en la prueba de plato caliente.

Abstract

Ageratina glabrata is widely distributed in Mexico and it is popularly known for its analgesic activity. Though this specie has
been chemically studied, there are no reports about any analgesic effects. In this phytopharmaceutical study, the analgesic
effect of A. glabrata was evaluated in two thermal models of acute pain in rat, namely: hot plate and tail flick tests. Doses of
100mg/Kg and 150 mg/Kg of extract were used for the hot plate test, and 100mg/kg for the tail flick test. Preliminary results
showed an analgesic effect 5 hours after the administration of the leaf extract of A. glabrata, in the hot plate test.
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Introduccion

La capacidad de percibir una sensacién dolorosa es esencial para
la sobrevivencia y bienestar de un organismo.! El dolor, se define
como una experiencia subjetiva que resulta de la percepcién de
un estimulo nocivo e incluye un componente emocional que
requiere que el individuo esté consciente para que suceda. En
1986, 1a International Association for the Study of Pain (IASP)
definié el dolor como una experiencia sensorial y emocional
desagradable con dafio tisular real o potencial o descrito en
términos de dicho dafio.? La terapéutica del dolor se basa en
el bloqueo de las vias nerviosas que llevan la informacién de
la lesién provocada hasta el cerebro y asi, evitar la percepcién
del dolor. Es por ello que los analgésicos, ya sean tipo AINES
(antiinflamatorios no esteroidales), o analgésicos narcéticos
como los opioides exdgenos, bloquean alguna estructura de la

via nociceptiva.>*

Los modelos de dolor agudo por aplicacién de estimulos intensos
de corta duracién inducen cambios motores reflejos cuantificables
y no requieren de la realizacién de una lesion previa en el animal.
De acuerdo al tipo de estimulo, se clasifican en modelos térmicos,
mecdnicos y eléctricos. Los modelos mds empleados basados en
el uso de estimulos térmicos son la prueba del plato caliente y
la prueba de retirada de la cola>®, ya que permiten discriminar
respuestas reflejas predominantemente de tipo espinal (sacudida
de cola) de aquellas que son predominantemente de tipo
supraespinal (plato caliente).”

Varios analgésicos de origen natural se han aislado a partir de
plantas como la morfina que es un alcaloide proveniente del
opio, el cual se obtiene de la Papaver somniferum o el 4cido
acetilsalicilico, que es la forma acetilada del acido salicilico, cuya
fuente vegetal es la salicilina, la cual fue aislada de Salix alba.®’
Estos ejemplos son parte importante de la medicina tradicional la
cual se basa en el uso que, por la amplia variedad de especies, ha
sido el punto de partida para el aislamiento de nuevos compuestos
con posible actividad terapéutica, esto por un lado.

Por otro lado, el género Eupatorium pertenece a la tribu
Eupatorieae de la familia Asteraceae (antes llamada Compositae)
y comprende cerca de 1200 especies distribuidas en regiones
templadas y subtropicales de Europa, Africa, Asia y
principalmente de América.l” Varias especies de este género
han sido estudiadas por su actividad bactericida, antifingica,
antiinflamatoria y antipirética, para el tratamiento de la
malaria, Ulceras gistricas y fiebre.1"1* A este género se le han
realizados estudios fitoquimicos, encontrindose mds de 146
metabolitos secundarios en diferentes especies de Eupatorium,
entre ellos: terpenoides, lactonas terpénicas y diterpenoides
(aceite “esencial”), flavonoides, alcaloides pirrolizidinicos
(cancerigenos). La enorme diferencia en la composicién quimica
de los extractos de cada una de las especies de Eupatorium se
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debe a las condiciones de los sitios de recoleccién de las plantas,
aunque muchas especies comparten compuestos similares dentro
del mismo género e incluso de la misma familia Asteraceae.!>1°

Ageratina glabrata H.B K. (sin. Eupatorium glabratum (Kunth)
crece en forma de arbusto silvestre con una altura de 1.5 metros,
pudiendo alcanzar los 2 metros de altura en buenas condiciones
de humedad. Es un arbusto erecto, ramoso, de tallos estriados,
hojosos hasta la inflorescencia y hojas romboideo-oblongadas
con distribucién opuesta, de flores blanquecinas-rosadas
en capitulos numerosos. Es conocida popularmente con el
nombre de chamizo blanco, hierba del golpe e hilo y se emplea
por su presunta actividad analgésica.!®2% Algunas especies
del género Eupatorium han mostrado efecto antinociceptivo;
Eupatorium bunilfa/ium21, Eupatorium odoratum®»23, Eupatorium
arnottianum.’! Tomando en cuenta estos antecedentes, el
presente trabajo tiene como objetivo general evaluar el extracto
de hojas de 4. glabrata en dos modelos térmicos de dolor
agudo y como objetivo particular realizar un andlisis por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear para conocer
la abundancia y naturaleza de los compuestos en el extracto, ya
que la composicién quimica de 4. glabrata varia de acuerdo al
sitio de recoleccién.?+%°

Material y método

Recoleccién de la planta

La planta fue colectada en el periodo de floracién, el 4 de enero
del 2006, a la altura del km 191 de la carretera Federal nimero
15, México-Morelia, via Mil Cumbres con las siguientes
coordenadas: N 19°40°859”, W 100°50'423” y altitud de 2,234
msnm. La identificacién taxonémica fue realizada por el Dr. J.
Rzedowski en el Instituto de Ecologia de Pitzcuaro A.C., con
el nimero de registro 188319.

Obtenciodn el extracto

La planta fue separada por érganos (hojas, tallo, flor y raiz) y
secada a la sombra a temperatura ambiente durante 10 dias. Se
utilizaron 200g de hojas molidas las cuales fueron maceradas por
24 horas, 3 veces consecutivas en 1.5 litros de diclorometano;
el disolvente de maceracién, fue evaporado en un rotavapor
(Buchi Modelo R114, Waterbath B-480), obteniéndose 20g
del extracto total.

Analisis del extracto por RMIN

El andlisis de los compuestos presentes en el extracto de hoja
de A. glabrata en diclorometano se realizé por espectroscopia
de resonancia magnética nuclear de hidrégeno, en un equipo
Varian Mercury Plus a 400MHz en CDCI,, los espectros
fueron procesados con el Programa Mnova Suite, adquirido en
Mestrelab Research S.L.



Animales

Se utilizaron 60 ratas hembras de la cepa Sprague Dowley de
180-240g de peso provenientes del bioterio Claude Bernard
de la Universidad Auténoma de Puebla. Los animales fueron
alojados en cajas de acrilico individuales con agua y alimento
ad libitum, ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, temperatura
de 24+2°C y 50% de humedad. Durante 4 semanas las ratas
recibieron diariamente un sandling (manejo de los animales para
habituarlos al experimentador y reducir el estrés) de 3 minutos
hasta el dia de la prueba. Todos los experimentos cumplieron
los lineamientos del Reglamento del Comité de Etica para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad
Auténoma de Puebla (2007) el cual establece el cumplimiento
de la Norma Oficial Mexicana “Especificaciones técnicas para
la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio”
(NOM-062-Z00-1999). Se prevé que en experimentos
posteriores se usen ratas macho de la misma cepa con la
finalidad de determinar si las diferencias hormonales influyen
sobre el efecto del extracto, ya que existen reportes sobre dichas
diferencias.?°

Prueba del plato caliente

Se empled una parrilla eléctrica Corning Stirrer y un recipiente
de cerdmica calentado a 40°C para la realizacién de la prueba. En
el presente estudio, la intensidad del estimulo doloroso empleada
(40°C) fue con la cual se obtuvieron latencias de 5.29+1.43
segundos?’ en un grupo piloto de 5 ratas sin tratamiento. Se
realizaron 5 mediciones en intervalos de 10 minutos.

Para reducir el estrés de los animales ante un ambiente
nuevo, fueron habituados por 30 min en la habitacién de
experimentacién y posteriormente se realizaron 3 mediciones
basales, con intervalos de 10 minutos entre cada medicién. Los
animales fueron colocados sobre la placa caliente y se midi6 el
tiempo de latencia con un cronémetro manual Oster”. Cuando
una rata es sometida a la prueba de plato caliente, las conductas
evocadas por el estimulo doloroso (calor) son sacudir o lamer
las patas traseras o saltar.?® Una vez terminada la medicién, los
animales son regresados a su caja de alojamiento.

Al término de las mediciones basales, se procedié a la
administracién del extracto de 4. glabrata disuelto en aceite de
sésamo (28mg/mL). Se probaron dos dosis de extracto, 100mg/
Kg (n=9) y 150mg/Kg (n=10) por via intraperitoneal (I.P). Como
control se administré un valor relativo semejante del volumen
administrado en los grupos con extracto, es decir, 0.7mL de
aceite de sésamo (n=8). Ademds, como control positivo se empled
el analgésico tipo AINE meloxicam a dosis de 4mg/Kg (n=8)%’,
ambos por via I.P. El tiempo total de observacién fue de 12
horas; la evaluacién de los tiempos de latencia se realizé cada 10
minutos los primeros 90 y posteriormente cada hora.
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Prueba de retirada de la cola

Se empleé el equipo PANLAB LE 7106 que consta de una
unidad de estimulacién que posee una limpara térmica y una
unidad de control electrénica. Los animales fueron inmovilizados
con ayuda de una caja de restriccién fija y colocada en la unidad
de estimulacién del equipo. Cuando el animal mueve la cola,
una celda fotoeléctrica situada en la parte inferior suspende la
emisién de la radiacion, se detiene el contador del tiempo y se
registra el tiempo de latencia.

La limpara térmica fue ajustada a 50°C y la radiacién fue
aplicada a 3 cm de inicio de la cola. La temperatura empleada
en esta prueba fue determinada en un grupo piloto (n=5),
realizando 5 mediciones con intervalos de 10 minutos entre ellas,
el promedio de latencia obtenido fue de 6.25+1.29, aceptada
para este modelo.?”

Los animales fueron habituados a la caja de restriccién por
30 minutos 3 dias previos a la prueba. El dia de la prueba,
nuevamente fueron habituados y se obtuvieron 3 mediciones
basales antes de la administracién del extracto a dosis de 100mg/
kg (n=9), 0.7mL de aceite de sésamo (n=8) y meloxicam a dosis de
4mg/Kg (n=8).% La mediciones se realizaron durante 12 horas;
cada 10 minutos (10 mediciones) en la primera hora y media,
cada hora en el tiempo restante (11 mediciones).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las pruebas de analgesia de los
grupos controles (vehiculo y meloxicam) y experimentales
(extracto) fueron analizados empleando un andlisis de varianza
(ANDEVA) seguida de una prueba de Tukey con el programa
STATISTICA 8, Tulsa, OK, USA, se obtuvieron los promedios
y la desviacién estindar. Los valores fueron considerados
estadisticamente significativos a p<0.05.

Resultados y discusién

Anilisis espectroscépico de RMN

Eluso de 4. glabrata como analgésico en la medicina folklérica
estd reportado’®, sin embargo, no existen estudios que validen
el uso tradicional de esta planta. Es por ello que en el presente
trabajo se evalia un extracto de hojas de 4. glabrata en la
prueba del plato caliente y la prueba de retirada de la cola. En el
espectro de 'TH-RMN a 400 MHz (Figura 1) se observan sefiales
multiples en la regién de 8.1-7.4 ppm caracteristicas de un grupo
benzoato; mientras que en 7.0-6.6 ppm se observan sefales
simples correspondientes a hidrégenos aromdticos; en la region
de 4.8 a 4.4 ppm se observan sefiales multiples caracteristicas
de hidrégenos bases de ésteres. En 3.1 y 2.5 ppm se observan
sefiales caracteristicas de hidrégenos bases de epéxidos, en
2.2y 2.0 ppm se observan sefiales correspondientes a metilos
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Figura 1. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCI, del extracto total de hojas en

diclorometano de 4. glabrata

aromiticos o metilos de acetilos y finalmente en la zona de 1.1
ppm se encuentran sefiales de metilos alifiticos. Estas sefiales
sugieren que los compuestos mayoritarios presentes en el extracto
total de hojas, poseen una estructura de derivados del timol*°
como los que se muestran en la Figura 2. Existen reportes®!
que avalan estos resultados, cuyos autores reportan también
de E. glechonophyllum ciertos derivados del timol con grupos
hidréxilos, epéxidos y acetilos. En otro trabajo’? se aislaron 16
nuevos compuestos derivados del timol de E. fortunei.

R4

Figura 2. Esqueleto base de derivados del
timol reportados en la literatura?2%3% para
A. glabrata, donde el grupo R puede ser metilo,
hidrégenooacetiloyel R, isopropilo oisobutirato.
Estructuras concordantes con lo observado en el
espectro de 'H-RMN dela Figura 1.
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En los estudios conductuales, el extracto de hojas en
diclorometano de 4. glabrata mostré actividad analgésica a
dosis de 100mg/Kg cinco horas después de la administracién
y la duracién del efecto fue igualmente, de 5 horas. El analisis
de varianza mostré diferencia significativa (p<0.05) cuando se
compararon los grupos: vehiculo (5.76x1.53), 4. glabrata 100mg/
Kg (7.50+2.99), 4. glabrata150mg/Kg (6.14+2.88) y meloxicam
(7.45+2.97) enla prueba del plato caliente. Este andlisis no revela
entre que pares de grupos existen diferencias, por lo cual se
aplic6 una prueba de Tukey post hoc la cual mostré que existen
diferencias significativas al comparar el grupo administrado
con A. glabrata 100mg/Kg contra el grupo administrado con
aceite de sésamo, pero no se observa diferencia significativa al
compararlo contra el grupo administrado con meloxicam (Figura
3). Este resultado pudiera deberse al nivel de integracién del
estimulo nociceptivo en este modelo, el cual se realizar a nivel
supraespinal”»3%34 y la accién del meloxicam es mds potente a
nivel espinal®® lo que estarfa provocando la obtencién de latencias
semejantes. No hubo diferencias cuando se compararon los
grupos meloxicam contra 4. glabrata 150mg/Kg y meloxicam
contra el grupo vehiculo. No es posible realizar comparaciones
de los resultados obtenidos con los reportados, ya que otros
autores®®3¢ emplearon temperaturas de 50°C como estimulo
nociceptivo. El criterio en este trabajo fue obtener latencias de
alrededor de 5 segundos?’, las cuales fueron obtenidas con 40°C.

El extracto fue evaluado en la prueba de retirada de la cola solo
a 100mg/Kg, ya que esta dosis mostré efecto antinociceptivo
en la prueba del plato caliente. El grupo control positivo
administrado con meloxicam (11.58+3.79 segundos) mostré
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Figura 3. Grafica del promedio de los tiempos de latencia y desviacién estindar del vehiculo (n=8), extracto de 4. glabrata
100mg/Kg (n=9), extracto 4. glabrata 150mg/Kg (n=10) y meloxicam 4mg//Kg (n=8) en la prueba del plato caliente. La barra
del tiempo delatencia basal representa el promedio de los tiempos basales de todos los grupos. El analisis de varianza revel6 que
existe una diferencia estadistica significativa entre los grupos F(1,35)=19.905, p<0.05. La prueba de comparaciones multiples
de Tukey revel6 que hay diferencia significativa entre los promedios del tiempo de latencia de 4. glabrata 100mg/Kg comparado
contra el tiempo de latencia del grupo administrado con vehiculo. Esta diferencia no se observa cuando fueron comparados los
promedios de 4. glabrata 150mg/Kgy el promedio obtenido con vehiculo. Cuando se compararon el grupo meloxicamy el grupo
A. glabrata 100mg/Kg no se observé diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, si existe diferencia significativa
cuando se compara meloxicam contra 4. glabrata 150mg/Kg.
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Figura 4. Grifica de los promedios de los tiempos de latenciay desviacion estindar del vehiculo (n=8), extracto de 4. glabrata
100mg/Kg (n=9) y meloxicam 4mg/Kg (n=8) en la prueba de la retirada de la cola. La barra del tiempo de latencia basal
representa el promedio de los tiempos basales de todos los grupos. El anilisis de varianza revel6 que existe una diferencia
estadisticamente significativa en al menos un par de grupos F(1,25)=123.578, p<0.05. La prueba de comparaciones miltiples
de Tukey revel6 que no hay una diferencia significativa en el promedio del tiempo de latencia entre el vehiculo y 4. glabrata a
100mg/Kg, al comparar el grupo meloxicam contra el grupo administrado con extracto y contra el grupo administrado con
vehiculo se encontré diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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diferencias significativas cuando fue comparado contra el
grupo vehiculo (7.8622.80 segundos), lo que muestra su accion
analgésica en este modelo experimental.3” Cuando se comparan
las latencias de 4. glabrata 100mg/Kg (7.96+1.95 segundos)
contra el grupo administrado con vehiculo no se observa
diferencia estadisticamente significativa. Pero al comparar las
latencias de 4. glabrata 100mg/Kg contra el grupo meloxicam
se observa diferencia estadisticamente significativa (Figura 4).
Estos resultados no necesariamente indicarian que 4. glabrataa
100mg/Kg no presenta efecto analgésico, sino que los elevados
valores de latencia presentadas por el grupo meloxicam se
pudieran deber a su accidn espinal al igual que el estimulo
aplicado en la cola. Esta controversia se solucionaria aumentando
la dosis de meloxicam como lo indican los postulados de potencia
farmacoldgica.*

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que el extracto en diclorometano
de hojas de A glabrata presenta efecto antinociceptivo cuando es
utilizado a una dosis de 100mg/Kg en la prueba de plato caliente.
Los resultados obtenidos en la prueba de retirada de la cola no
mostraron dicho efecto.

Perspectivas

Estos resultados alientan a continuar con el aislamiento de los
compuestos mayoritarios presentes en el extracto y relacionarlos
con las respuestas biolégicas (structure—activity—relationships,
SAR). Conocer la estructura quimica de los compuestos aislados
permitiria conocer las posibles dianas biomoleculares y su
mecanismo de accién para mitigar el dolor.
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