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RESUMEN

El dolor es considerado uno de los sintomas masidrees a nivel mundial, para el cual los
pacientes buscan tratamiento. Los agentes analgésimvencionales han desempefiado un rol
muy importante en la terapia moderna para el dgbero han causado severos efectos
secundarios. Es por ello, que la basqueda de sugvoejores agentes analgésicos continua.
Artemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck es una planta que ha sido utilizadaap
disminuir sintomas dolorosos y que en reportesstiegdims anteriores existe evidencia de que
esta planta contiene lactonas sesquiterpénicasnangue presentan actividad farmacolégica
antiinflamatoria. El objetivo del presente trab&je el de identificar grupos de metabolitos
secundarios utilizando métodos especificos de dagrefia en capa fina (CCF), identificar
algunos compuestos utilizando un cromatografo degjacoplado a un especrometro de masas,
evaluar el efecto antinociceptivo para determiaaDEso del extracto metandlico dértemisia
ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck (EMAL) en ratones hembra utilizandbreodelo

de estiramiento abdominabli(ithing test). Para realizar el trabajo se utilizaron ratonesibra

de la cepa Swiss Webster (25-30 g). Los ratonesseggararon en diferentes grupos
experimentales (n=6 cada uno). Un grupo recibieglculo (solucidon salina) mismo en el que
se disolvio EMAL, ocho grupos recibieron diferentlesis de EMAL (1, 1.41, 1.77, 2.31, 3, 10,
30 y 100 mg/Kg), y cuatro grupos mas (referen@ajaieron dosis diferentes de diclofenaco (1,
3, 10 y 100 mg/Kg). Los tratamientos fueron adstmdos, una sola vez por via intraperitoneal
(i. p). Transcurrido un tiempo necesario despw@addministracion de EMAL se administré
por via i. p. una solucién algésica (acido acéfid®o) para provocar estiramiento abdominal y
se evaluo el efecto antinociceptivo en el modelcestdramiento abdominahrithing test. A
EMAL se le realiz6 un bioensayo de toxicidad palacreistaceo deArtemia salina para
determinar la concentracion letal media £JL Los quistes deéA. salina, se pusieron a
eclosionar durante 48 horas, pasado este perioslondmiplios se expusieron a diferentes
concentraciones de EMAL (10, 100, 1000 PPM), sardaj en contacto con la disolucion
durante 24 horas, posterior a este tiempo se éealianalisis por medio de Prabitos métodos

de revelado especificos de CCF utilizados mostramn en el EMAL existe la presencia de
metabolitos secundarios tales como antronas, ace$enciales, esteroides, flavonoides y
terpenos, después del analisis comparativo dddamacion obtenida de los espectros resultadé

de la cromatografia de gases-masas se identifi@@ompuestos conocidos. En el modelo d§
na

2



estiramiento abdominal la dosis de 3 mg/Kg de EMpsento el mayor efecto antinociceptivo
(57.86%) teniendo un efecto 6 veces mayor a ldidefenaco a la misma dosis (9.11%). Con
los resultados obtenidos se concluye que la adimanién de EMAL reduce el niamero de
estiramientos abdominales, es decir, tiene un efantinociceptivo en ratones sometidos al
modelo de dolor visceralrithing test. Los resultados obtenidos con el EMAL nos indicaa qu
A. ludoviciana es eficaz, con una G4.alta (46,415.88 ppmygonsiderandose tener una toxicidad
baja. Esto nos permite sugerir que EMAL es un candidditmrmaco, dicho en otras palabras,
con los estudios realizados a EMAL podemos dedir egte extracto puede ser utilizado con

fines farmacolégicos.
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INTRODUCCION

El dolor es una percepcién compleja, relacionadaetestado emocional del paciente, por tal
motivo varia mucho de una persona a otra y esildiféctratar clinicamente. Es también un
problema fisico, psicolégico y social, que puedstr la conducta normal de una persona.

Tiene una importancia fisiolégica ya que avisgotasencia de un estimulo nocivo y
permite al individuo protegerse de agresiones aglionexterno e interno, pero este aviso puede
pasar de ser una alerta para eliminar el estimuéle esta provocando dafio y convertirse en
una patologia, la cual es una de las causas palBesipor las que un sujeto busque asistencia
médica. La comprension de la fisiologia basicaodenhecanismos por los cuales es transmitido
el dolor ha permitido que se desarrollen alguratstnientos analgésicos eficaces.

En la actualidad se conoce una gran variedad deaf&rs capaces de producir poderosos
y selectivos efectos inhibitorios del impulso dokw, dentro de estos farmacos encontramos a
los opioides, anestésicos locales y a los antiimdlarios no esteroideos (AINE). El paciente que
cursa por un estado patolégico que le causa dolar ffene a su alcance la asistencia medica
profesional necesaria ya sea por la ubicacion @éogr por su situacidon econémica o también
por que el tratamiento farmacologico prescrito rRoténido el efecto esperado y/o presenta
efectos colateral, por ello, el paciente suele meca la medicina alternativa en busqueda del
tratamiento para disminuir o eliminar el sintoméoduso.

Es aqui cuando surge el interés por la busqueda@®s agentes medicinales de origen
natural capaces de producir analgesia, pues sejgalrauchos compuestos analgésicos han sido
descubiertos por la observacion empirica. La medidierbolaria derivada de extractos de
plantas medicinales a aumentado el tratamiento 0@ gran variedad de sintomas vy
enfermedades, pero, existe relativamente poco comdo en cuanto a su mecanismo de
accion.

Se sabe que muchos grupos étnicos del pais utlasaplantas para preparar infusiones
gue después se administran por via oral o topi@graducir analgesia, por tal motivo cada vez
existe un gran incremento en el interés de la aea@n farmacoldgica de diferentes plantas
utilizadas en el sistema tradicional de medicanié@xicana.

De ahi el interés del quimico farmacobiélogo paraaer las actividades farmacolégicaqg
gue presentan las plantas por medio de modelosalesincomo es el modelo de estiramientdg

abdominal owrithing test.

ol ‘ Introd
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Una de las plantas nativas de MéxicoAeemisia Nutt. sspmexicana Keck. Artemisia
ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck (Familia: Compositae) que se encuentra distribuida
desde el suroeste de Estados Unidos de América l@asatemala, dentro de la Republica
Mexicana la podemos encontrar en Baja CaliforniajaBCalifornia Sur, Sonora, Sinaloa,
Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leodn, Tlaxcala, Dura@pxaca y Chiapas. En México se utiliza
para el tratamiento de diferentes enfermedades nyorsas dolorosos provocados por
padecimientos digestivos como la parasitosis, pateatos intestinales, cdélicos y también para
el dolor causado por la gripe, fiebre, tos entreso

En el estado de Sonora se vende esta planta ptaadt vomito, en el mismo estado se
utiliza la parte aérea de la plamara preparar una infusion que se administra deeragdpica
para el tratamiento de hemorroides, para dismlauirflamacion y dolor que provoca.

Existen reportes del aislamiento de diferentes emsips quimicos dA ludoviciana
mexicana, entre dichos compuestos se encuentran las lacteesguiterpénicas, aceites
arométicos esenciales, monoterpenos y flavonoiddsas lactonas sesquiterpénicas son
compuestos que poseen diferentes caracteristicamadalogicas, una de ellas es
antiinflamatoria.

Se conocen ventajas y desventajas en cuanto aleu$m medicina tradicional, una de
estas es la toxicidad que presentan los extracoalglinas plantas medicinales utilizadas en
México a concentraciones altas e incluso en cormgnhes bajas.

Para poder respaldar el uso folklorico que se la & plantas y decir si esto es seguro,
existe un método sencillo estandarizado conocaoocBioensayo de Toxicidad detemia
salina, mediante este ensayo podemos obtener la conciéntrigtal media (Cig) de plantas

fisiolégicamente activas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor es una experiencia desagradable sengogahocional asociada a una lesion actual o
potencial de los tejidos, vivida en cada personardemanera diferente. Es uno de los sintomas
principales y méas temidos por los pacientes.

El dolor puede producir graves alteraciones quepcometen la calidad de vida del
paciente como fisicas, emocionales, psicologiaasakes, econémicas y mas, que hasta hoy, el
tratamiento principal para el dolor es el farmag@o, en éste son utilizados numerosos grupos
de farmacos con propiedades analgésicas, como asoriatmacos opiaceos (morfina y la
codeina), y los farmacos antiinflamatorios no estieos (AINE) (diclofenaco y paracetamol).

Dentro de los farmacos analgésicos que se usaa actdalidad existen farmacos muy
eficaces, pero hasta la fecha no existe una terdp#é debido a que la mayoria de los casos,
estos farmacos, presentan efectos secundariosseadi®s |0 que implica que una buena terapia
durante un tiempo prolongado puede causar otrassdaiorganismo del paciente, ademas de las
interacciones entre otros medicamentos.

Como se sabe el uso de plantas medicinales senidovempleando desde tres mil afios
antes de Cristo (a. C.), sabemos que una grandedriele especies poseen propiedades
analgésicas y antiinflamatorias, debido a la prasesompuestos con los mismos efectos
terapéuticos.

Gracias a los antecedentes de la herbolaria indiderMéxico, tenemos el conocimiento
de que la plantéArtemisia ludoviciana Nutt. ssp mexicana (Willd) Keck conocida como
“estafiate” es una hierba a la que se le atribyyepiedades antiinflamatorias y es utilizada para
tratar el dolor abdominal como son los cdlicos.

Esto se puede deber a que han sido aislados ddsrdactonas sesquiterpénicas,
productos naturales presentes en muchas plantasatimidades farmacéuticas, una de estas
actividades, la de mayor relevancia es antiinflamzt

En este sentido, el estudio del extracto metandledrtemisia ludoviciana Nutt. ssp

roblema

mexicana (Willd) Keck (EMAL) en animales sometidos a ungeccion intraperitoneal de acido o

o . . . Q
aceético, en el cual se presenta un estimulo daogoe provoca dolor visceral, no ha sidoo

. 8
estudiado. S
Por este motivo es que en el presente estudioaadeel efecto de EMAL en ratones %

hembra de la cepa Swiss Webster, sometidos al malielestiramiento abdominal (writhing

Plante
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test), con la finalidad de identificar y respaléaefecto antinociceptivo, lo cual puede ayudar a

la investigacion de nuevas alternativas terapé&ipeaa el tratamiento de dolor.
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HIPOTESIS

La administracion intraperitoneal de una soluciéreMAL produce antinocicepcion,
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antinociceptiva de EMAL.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.
2.

Dalia Angélica Castro Vidal

Determinar la solubilidad del EMAL en diferentesventes.

Caracterizar cualitativamente la presencia de agdamilias de metabolitos secundarios
importantes en EMAL por medio de CCF y reveladesgsecificos.

Identificar metabolitos secundarios especificos e@nEMAL mediante el andlisis
comparativo de los espectros obtenidos con cromafiagle gases-masas.

Evaluar la actividad antinociceptiva inducida paradministracion i. p. de EMAL, por
medio de un modelo de estiramiento abdominal yraetar la DE.

Evaluar la toxicidad de EMAL, en un bioensayo dadidad paraArtemia salina (TAS)

y determinar la Cio.

— ‘ Obijetivos
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ANTECEDENTES

Generalidades de etnobotanica

A lo largo del tiempo, el hombre desde su apari@dra Tierra ha empleado los recursos que
tiene a su alcance, uno de los motivos para elutilaa los recursos es para la restitucion de la
salud. Ha encontrado en las plantas, satisfaceiargis necesidades fundamentales (alimento,
abrigo, casa, etc.), pero también ha descubieroatgunas tienen la capacidad de aliviar sus
dolencias- La incorporacién y utilizacién de plantas medidés en el tratamiento de diferentes
enfermedades, son préacticas comunes en la medieithaional. La etnobotanica surge como
disciplina cientifica en América Latina a partir lde propuestas de Efraim Hernandez al inicio
de los afios 70. La disciplina nace de la combimade la Botanica y la Antropologia.En
muchos casos es una practica empirica, es necgsarige realicen estudios quimicos, clinicos y
epidemioldgicos para respaldar de manera irrefeths efectos fisiologicos que presentan las
plantas y de los metabolitos secundarios respoesalel tal efectd. Es notorio que el interés por
estudiar las sustancias antiinflamatorias de ongmgetal va en aumento, ya que pueden ofrecer
ventajas en relacion a los antiinflamatorios wii@s en la clinica, un ejemplo de esto es la baja
incidencia de efectos secundarfofe hecho, el descubrimiento de los primeros faoséue el _:Lj
resultado de la interaccion de los primeros hatgtamon su ambiente. La mayoria de Ioé
productos de origen vegetal fueron encontrado®rmbisponibles como alimentos, pero otro%
pudieron haber sido pociones de utilidad medicinkas plantas han sido el origen de diversa%
sustancias terapéuticas durante los siglos. Sbhalgu, sustancias terapéuticas como la morfiné
acido salicilico, entre otros fueron aislados hadtaiglo XIX. Numerosas investigaciones 2
hablan de la importancia del aislamiento de molcde origen natural? con el desarrollo de ;
técnicas analiticas y de sintesis, los quimicostadificado las estructuras de sustancias activa?:é
en un intento de aumentar su potencia y dismimgrelfectos adversos, con el surgimiento d,%

nuevas técnicas de cromatografia en conjunto éonida de separacion, deteccion y aislamientg

! Waizel-Bucay J. Algunas plantas utilizadas popukarte en el tratamiento de enfermedades respaatBarte .
76.

2 Estrada E. Plantas medicinales de México. 85.

®Beyra A. Estudios etnobotanicos sobre las plan&dicinales en la provincia de Camaguey (Cuba).186

* Lépez-Luengo M. Plantas medicinales antiinflamasutilizadas en el tratamiento del reumatism®. 11

® Butler M. The role of the natural product chemyjish drug discovery.2141.

® Newman D. Natural products as sources of new dougsthe period 1981-2002. 1022.
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han ayudado al descubrimiento de nuevas molécwdasrigen natural® Sin embargo, no
siempre es necesario aislar un principio activéiguAas plantas ejercen su efecto como un todo,
ya que sus componentes producen sinergismo quievamlal efecto farmacoldgico final.

La importancia de la medicina tradicional (MT) re Isnita a los paises en desarrollo,
datos publicados por la Organizacion Mundial d&dud (OMS), mencionan que la MT esta
creciendo, en Africa un 80% de la poblacion laizdil en Asia y Latinoamérica se usa como
resultado de creencias culturales y circunstarg&séricas, en China un 40% de la poblacion la
utiliza, en paises en desarrollo como Australianada, Estados Unidos, Bélgica y Francia la
utilizan por lo menos una vez el 48, 70, 42, 3% 4 respectivamente.Este fenémeno refleja
también, en la medicina moderna, que se utilizanacde 121 sustancias quimicas de origen
natural, derivadas todas de 95 plantas diferentislgs cuales, aproximadamente el 60% son de
origen tradicional latinoamericano. En el mercadandial de la medicina tradicional reporta
que en 1997 EEUU tuvo un gasto total de 2,700 neklode dolares, mientras que en Australia,
Canada y Reino Unido el gasto anual en medicimarativa fue de 80, 2,400 y 2,300 millones
de délares respectivamerite.

La medicina tradicional estd ampliamente distribugth México y una gran parte de la
poblacion recurre a ella. México es uno de losaipaises con mayor diversidad vegetal a nive.fbo
mundial, con mas de 30,000 especies, ocupandagehde lugar con 3,359 especies con usgi\
medicinal. El 99% de la herbolaria mexicana estsatla en plantas silvestres autéctblnasg
Existe amplia documentacion del uso de las plamedicinales que se utilizan, sin embargog
muy pocas son las especies que se has estudiadicaenente. México cuenta con una grar-g’
riqueza y tradicion ancestral en el uso de plantadicinales y se estima que en la actualida%

alrededor de 3,000 especies son empleadas coineditdad.

" Exharchou V. LC-NMR coupling technologies; recadvancements and applications in natural produiysis.
681.

8 Exharchou V. Hyphenated chromatographic technidpreghe rapid screening and identification of ariilants in
methanolic extracts of pharmaceutically used pl298.

° Organizacién mundial de la salud Ginebra. Estiasede la OMS sobre medicina tradicional 2002-2005.

19 Organizacién mundial de la salu@p. cit. 2.

' Estrada EOp cit. 30.
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Generalidades deArtemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck

Artemisia ludoviciana Nutt. ssp mexicana (Willd) Keck (familia: Compositae)
comunmente conocida en México como “estafiateiagen 1) se puede encontrar desde el
suroeste de Estados Unidos de América hasta Guatesnala Republica Mexicana la podemos
encontrar en Baja California, Baja California Sbonora, Sinaloa, Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Ledn, Tlaxcala, Durango, Oaxaca y Chiapas. Enénem se incluyen mas de 200 especies
distribuidas en el Hemisferio Norte y en Sudamétiieme uso medicinal y saborizaffeEn la
medicina tradicional mexicana, se utiliza una irfospreparada ya sea con toda la planta o con
las hojas? la infusién puede ser preparada por coccién, radpcton otras plantas medicinales
0 reposada con agua, una vez lista se administraigoral y se utiliza como antiabortivo, bafio
de asiento, antiespasmaodico, antiepiléptico, pashl@mas menstruales, como cataplasma en
caso de reumatismo, resfriatfogélico, dolor intestinal, dolor de estdmagmarasitosis®'’ e
inflamacion

Existen estudios de esta especie en los que setaeploaislamiento de diferentes
metabolitos secundarios como compuestos aromatieosiceites esenciales, monoterpenos,
sesquiterpeno¥, flavonoides y lactonas sesquieterpénitas. La actividad antiinflamatoria que

. . . ;. X
presenta esta especie se le atribuye a las lacg@sguiterpénicas, grupo de compuestos que

oK

poseen actividad antiinflamatoria, que recientemea ha demostrado que dicha actividad
debe a la habilidad que presentan de inhibir daratproceso inflamatorio al factor de:
transcripcion nF-kB' un mediador central del sistema inmune encargagloregjular la

transcripciéon de genes incluyendo varias citocipanzimas inflamatorias como las COX.

12 Rzedowski J. Flora del Bajio y de regiones ady&ser60.

13 Fernandez-Said S. In vitro antiprotozoal actiatyhe leaves ofrtemisialudoviciana. 466.

4 Waizel-Bucay JOp. cit. 79.

15 pulido-Salas M. Plantas Utiles para consume faneh la Regién de la Frontera México-Belice. 238.

18 Fernandez-Said ®p. cit.466.

" Fernandez-Said ®p. cit. 467.

18 Heinrich M. Ethnopharmacology of Mexican Asteracé@ompositae). 550.

19 Lee K. Sesquiterpene Lactonestofemisia constituents of. ludoviciana ssp. mexicana. 403.

20 Ruiz-Cancino A. Sesquiterpene lactones and flasnofrom Artemisia ludoviciana ssp. mexicana
Phytochemestry, 1113.

2L Crotti A. Sesquiterpene Lactones froviinasia alpestris. 677.

%2 Melo M.. Topic utilization of sesquiterpene lantofrom Milleria quinqueflora on the treatment of bothropic
envenomation in rabbits. 548.
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Esta comprobado que el extracto etanolicoAddudoviciana ssp mexicana es un potente
inhibidor de nF-kB>**
En otros estudios se reporta el aislamiento derafifes compuestos entre ellos

tulipanolide, arglanina, artemexifolin, armexifqlindalbina, santamarina y otros.

Image Artemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck. Imagenes tomadas de www.conabio.gob

% Bork P. Nahua Indian medicinal plants (Mexicohilitory activity of NF-kB as an anti-inflammatorgodel and
antibacterial effects. 264.

% Bork P. Sesquiterpene lactone containing Mexicalian medicinal plants pure sesquiterpene lacampotent
inhibitors of transcription factor kB (NF-KB). 85.

lC?O ‘ Capitulo I:Artemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck

Dalia Angélica Castro Vidal



Lactonas sesquiterpénicas

Las lactonas sesquiterpénicas (LST) son produciairales presentes en plantas de la
familia Compositae, que poseen diversas actividades biolégicas saetes como antibi6ticas
antitumorale$®?’ y antiinflamatoria. Las lactonas sesquiterpénif@snan parte de los
principios activos de diferentes farmacos fitoqeisi con actividad antiinflamatoria
descubiertos gracias a su uso en la medicina ivadi¢® Investigadores se han dedicado a la
busqueda de una explicacién al por qué estos catgu@aturales presentan una actividad
antiinflamatoria. Las LST derivadas de plantas wciadles de México, son de gran interés,
originado por el complejo farmacoldgico, principalme antiinflamatorio que estas sustancias de
origen natural presentarigura 1). Diferentes plantas medicinales que contienen E8T
frecuentemente utilizadas por la poblacion paraathmiento del dolor estomacal, infecciones
de la piel y deméas organos. Recientes investigasitlan demostrado que las LST inhiben el
factor de transcripcion NF-kB. Las lactonas sdsgoénicas han mostrado una modulacion en
diferentes procesos involucrados en la reaccidninfiamatoria, ejemplo de ello es, la

fosforilacion oxidativa, agregacion plaquetarialiiso la liberacion de histamina y serotonina.

(-)-ESTAFIATINA

ARTEMISINIA

Figura 1 Lactonas sesqueterpénicas presentes en plantagaieiliaCompositaee con actividad antiinflamatoria.

% Obafemi C. Antimicrobial activity of extracts amdgermacranolidetype sesquiterpene lactone ffhithonia
diversifolia leaf extract. 1254.

% Quintero A. Antitumoral activity of new pyrimidéinderivates of sesquiterpene lactones. 108.

?"Malarz J. Sesquiterpene Lactones in a Hairy Ruadture ofCichoriumintybus. 994.

Ly G. The Anti-inflammatory Sesquiterpene Lactdrelenalin Inhibits the Transcription factor NF-KB/
Directly Targeting. 33508.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencién del extracto metandlico Algemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck

Material vegetal. La plantaArtemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck
(Familia: Compositae) fue recolectada en el mes de mayo del 2007 eonda deSonora. El
material vegetal fue identificado taxonémicamente @ Sr. Fernando Ramos, integrante del
grupo étnico de Los Yaquis, mismo que realizo tlecta y procesa el material vegetal para

comercializarlo como una emulsion para tratar &sdrroides.

Generacion de EMAL. Se tomaron 180g de la parte aérea de la plantaaprexte
deshidratada y pulverizada. EIl polvo obtenidowssom macerar 3 veces con 3 litros de metanol
durante 3 dias cada maceracion. Transcurridotiestgo, el solvente fue removido a presion
reducida. Una vez eliminado el solvente se obalextracto metandlico crudoEgquema ).

El porcentaje de rendimiento se calcul6 con laisige ecuacion:

% rendimiento = (gramos de exto. crudo/ gramos de aterial seco) (100)

Prueba de solubilidad

X
(&)
La prueba de solubilidad de EMAL se realiz6 comedios solventes de distinta <2
polaridad® agua destilada, metanol, etanol, n-butanol, azetatetilo, acetona, diclorometano,=

éter etilico y n-hexano.

Identificacion preliminar de metabolitos

La deteccion de metabolitos secundarios del EMAL realiz6 por medio de

cromatografia en capa fina (CCF) utilizando diftesmeveladores.

# Bonilla-Rivera P. Estudio fitoquimico y efecto iaiteroso del extracto acuoso de hoyablea stipularis L. f.
“chuillur” en ratas. 102.
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Diagrama de trabajo

Planta seca (180g)

I 3L de metanol

Macerar

’ 3L dias con agitacién

Concentracion a presion

Este proceso se radiicida

realiza 3 veces 1 Filtrar y concentrar

Extracto crudo

. Unir total de extracto crudo

Liofilizar

Extracto seco

Esquema 1 Disefio experimental para la obtencidén del extrawttabdlico deArtemisia ludoviciana Nutt. ssp
mexicana (Willd) Keck (EMAL). Durante los dias de macei@tise mantuvo una agitacién contante.

Identificacibn de compuestos

Se analizd el EMAL en un cromatdgrafo de de gasgie#t 6890, sobre una columna-
cromatogréafica HP-5M5 (30mm x 0.25mm x QuAH. Se utilizé una temperatura de inyecci

(]
or
de 250° C y el detector idnico (ion sources) se mantu23@°C y el cuadripolo a 15{C. Se %

(

uso helio como gas portador con un flujo de 1.Qminl/ El horno se programé desde un
temperatura inicial de 4% (2 min), hasta alcanzar 180 elevando la temperatura a razon déﬁ‘
35 °C/min, posteriormente aumentd 3@/min, finalmente se mantuvo durante 7.0 minutos I%
temperatura a 3. Se inyecté una muestra de 0 La muestra se prepard diluyendo unac?f

minima cantidad de EMAL en diclorometano.

Nutt

Los espectros se realizaron con un detector satedeé masas Hewlett Packard 5973%

GC/MS (EI=70eV), equipado con un inyector auton@tutilizando una columna capilar HPE’
5MS (30m, 0.25 mm, 0.2pm). EIl programa de temperatura utilizado fue edma que se %
indicé para el analisis cromatogréafico. Se inyaata muestra de 1,0 de una solucion del ;%
EMAL en diclorometano. Se utilizé una temperatdeainyeccion de 25tC. La identificacion g—’

de los componentes del EMAL se realizé mediantepawation computarizada de los espectro

o

obtenidos con los espectros de una libreria NIST 98
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DISCUSION Y RESULTADOS

El rendimiento de EMAL fue del 10.30 %.

Solubilidad

La prueba de solubilidad de EMAL se muestra ermabla 1. Se observa mayor
solubilidad en etanol, este resultado confirmanéyor cantidad de componentes de naturaleza
polar que se encuentra presentes en las plantas.

Solvente Solubilidad
Agua destilada +/-
Metanol ++
Etanol +++
n-butanol ++
Acetato de etilo +
Acetona ++
Diclorometano ++
Eter etilico +
n-hexano +

Tabla 1 Solubilidad de EMAL en solventes de distintas gdedes. (+/-)
parcialmente soluble, (+) poco soluble, (++) saduik++) muy soluble.

Estosresultados de solubilidad nos ayudaran a progarasible forma farmacéutica

de EMAL como fitofarmaco.

Identificacion de grupos de metabolitos secundarios

tt. sspmexicana (Willd) Keck

La cromatografia en capa fina permite determinalitativamente los principales grupos 2
de metabolitos secundarios de la planta. EFalala 2 se muestran los resultados de la CCF d%

la especidirtemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck.

&ovic

El andlisis de las CCF realizadas al EMAL utilizardiferentes agentes especificos par

Da

la deteccion de grupos de metabolitos secundagigdaron segun las coloraciones obtenidas |

presencia de flavonoides, esteroides, terpeno@aspnas y aceites esenciales Agtemisia
ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck.
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Reactivo Metabolitos Coloracion
secundarios
Dragendorff Alcaloides Ninguna
Flavonoides .
L : Gris
Ac. P-toluensulfénico Catequinas :
: Verde Olivo
Esteroides
Hidroxido de sodio 10% Terpenoides Amarillo claro
Antraquinonas .
Amarillo
Borntrager Antronas .
) Anaranjado
Coumarinas
Libermann-Burchard Terpenoides Ninguna
Verde
Ac. Sulfarico-Vainillina Aceites esenciales Rosa
Violeta
Azul

Tabla 2 Marcha fitoquimica del EMAL.

Identificacidbn de compuestos
El extracto metandlico del material vegetal sequlyverizado deéArtemisia ludoviciana
Nutt. sspmexicana (Willd) Keck fue analizado por cromatografia dasegs acoplado a un

detector de masas. La composicion quimica de EMAlpresenta en [@abla 3. Se logré

W&Hd) Keck

identificar 24 componentes mediante comparacionpetanizada de los espectros de masas
los componentes eluidos de la columna cromatogréba los espectros de la libreria NIST 89}C§
encontrandose en su mayoria monoterpenos, aldehfdo cadena larga, esteroides.g
sesquiterpenos, tocoferoles, acidos grasos y uatdgieno. En l&igura 2 se presentan las %

estructuras de algunos compuestos identificados.

futt. ss

Esta evaluacion fitoquimica, mostro la presenciaagtes esenciales y un sesquiterpen
oxigenado, que coincide de acuerdeefortes previos en la literatura, donde encontraoeites
esenciales eArtemisia ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck incluyendo el alcanfor que

ludoviciana

también fue identificado en nuestro estudio

ISia

Debido a que no se realizé una evaluacion fitoqeanesbmpleta por no ser el objetivo principa

Adem

de este trabajo, en los estudios no se detectdéekemcia de lactonas sesquiterpénicas, e

pudiera deberse a multiples factores, por ejeniplépoca del afio en que se colectd la plant

&

forma de cosecha y secado, variedad de la espeéido analitico de deteccion, etc., sin=
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embargo, cabe mencionar que pudo identificarsereoupsor de las lactonas sesquiterpénicas

conocido como espatulenol. Enaglexo | se pueden apreciar los espectros obtenidos.

OH
/ X o}
SANTOLINA EUCALIPTOL ()-ESPATULENOL BETA PINENO
) OH
ALFA PINENO ALCANFOR BORNEOL LIMONENO

Figura 2 Estructuras de algunos metabolitos secundarioménacims en EMAL
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Z
o

Compuesto

2-Octeno

Santolina

a-Pineno

2-Heptenal

B-Pineno

2,4 heptadienal

Limoneno

Eucaliptol

O 0| Nl o g | W N| -

1,3-ciclopendadieno-5-(1,1-dimetileti

=
o

Alcanfor

-
[

Borneol

[EEN
N

2-decenal

=
w

2,4-decadienal

=
D

1,4-Benzenediol,2-(1,1-dimetiletil)

iy
(&)

Espatulenol

=
(o))

Acido-9,12-octadecadienoico

[
\‘

9,17-Octadecadienal

=
e}

Escualeno

=
©

Benzopirano

N
o

G-Tocoferol

N
[ixy

Vitamina E

N
N

Campesterol

N
w

Estigmasterol

24

[B-Sitosterol

Tabla 3 Compuestos identificados en EMAL por

medio de cromatografia de gases.

Dalia Angélica Castro Vidal
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Estos resultados obtenidos también nos llevaroonacer la presencia de compuestos
con diversos usos en la industria cosmética, aliciany farmacéutica, dentro de estos
compuestos los mas mencionados son: los monoteypeamtolinag y p pineno, limoneno,
eucaliptol, alcanfor y borneol; el sesquiterpenmatgenol; el caroteno escualenorabcoferol
y vitamina E; y los esteroides campesterol, estigenal y p-citosterol. De los metabolitos
mencionados existe evidencia en la literatura o= wno de ellos o como mezclas, presentan
actividad antibacterial, antifangica, antiparastar citotoxica, antiviral, analgésica vy
antiinflamatoria.
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ANTECEDENTES

Generalidades del dolor

La definicion del dolor segun la Asociacion Intazioaal para el estudio del Dolor (IASP) es:
“Una experiencia sensorial y emocional desagragableciada con una lesién presente o
potencial o descrita en términos de la misfia”.

A diferencia de otras sensaciones, el dolor essefial o una advertencia de que algo
malo esta sucediendo, y tiene prioridad sobre atefimles, es un mecanismo que protege al
organismo ya que se presenta cada vez que sedesimbquier tejido y hace que el sujeto
reaccione eliminando el estimulo doloroso, siengst relacionado con algo desagradable.
Para poder comprender los diferentes tipos de dplerse han clasificado es importante conocer
para su andlisis los componentes que estan inadlasren el dolor como son: nocicepcion,
percepcion del dolor, sufrimiento y comportamiedéb dolor; cada una de las cuales posee un
factor anatémico, fisioldgico y psicol6gicd.

Nocicepcion: es la deteccion de un estimulo nooide dafio a un tejido, la nocicepcion
es esencial para la supervivencia de los organiemos ambiente posiblemente ho¥til.

Percepcién del dolor: frecuentemente desencadepadain estimulo nocivo, como
puede ser una enfermedad o por lesiones que afEctetema nervioso central o periférico.

Sufrimiento: es una sensacion experimental emokiegativa, puede ser producida por
el dolor. El adjetivalesagradableale la definicion de dolor, incluye un conjuntosdmtimientos
entre los que se encuentra el sufrimiento.

Comportamiento del dolor: corresponde a todasdamiaes que el paciente hace o deja
de hacer con relacion a la presencia de dafio tisulzstos comportamientos pueden estar

influidos por las condiciones del entorno de caalzignte.

301ASP. Pain terms: a current list with definiticarsd notes on usage. S215.
31 Gomezese-Ribero O. Dolor: una mirada introduatci
32 5cholz J. Can we conquer pain? 1062.
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Clasificacion del dolor

Sin duda existe una gran variedad de clasificasiale dolor, por su cronologia, origen
anatomico o causa. En la clinica, el dolor se lhsificado en dos grupos principales: dolor
agudo y dolor cronico, existe una diferencia cosrsidle entre los factores que estan

involucrados en ellosTabla 4), como etioldgicos, fisioldgicos, psicolégicos,c.etestos

elementos nos permiten poder discernir entre dsisislases de dolor.

Dolor

Agudo

Croénico

Causa

Estimulo nociceptivo
Lesion tisular

Multifactorial

Caracteristicas

Temporal/Limitado

Persistente/Mdedlizado

Incidencia Frecuente Poco frecuente
Sensacion Réapida y precisa Lenta y difusa
Propésito Util No util

Objetivo terapéutico Curacion Alivio y adaptacion

Duracion

Menos de un mes

Mas de tres meses

Via tratamiento

Parenteral, oral

Oral, rectal, gcharmica

Dosis analgésicos

Estandar/Responde bien
tratamiento

dhdividualizada/Responde
mal al tratamiento habitual

Estimulo-Intensidad

Relacionados

No relacionados

Equivalencia Sintoma Enfermedad
Tratamiento Etioldgico Multidisciplinar
Estado emocional Ansiedad Depresion

Tabla 4. Diferencias entre el dolor agudo y el dolor crénico

El dolor agudo es el que se percibe alrededor Heségundos después de aplicado el
estimulo doloroso. Este no se percibe en casi nitgjido profundo del cuerpo, mientras que el
de tipo crdnico tarda mas de un segundo en apadespués del estimulo doloroso y después

aumenta su intensidad con el tiempo, generalnmemke acompanarse de destruccion de tejido_:z

es la causa principal por la que el paciente bageda médica>

#Guyton AC. Tratado de fisiologia médica. 669.

Dalia Angélica Castro Vidal
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El dolor agudo indica la existencia de una lesi®ular, mediante mecanismos
nociceptivos, por tal motivo se considera Utilngieuna duracion en general menor a un mes, su

localizaciort* es mucho mas exacta que la del dolor crénico.

Nociceptores

Hace aproximadamente un siglo Sherrington propusoeXistencia de receptores
sensitivos especializados de las células nerviasp®llos que inician con la sensacion de dolor,
los cuales se encuentran en algunos tejidos y stivados por estimulos nocivos capaces de
provocar una lesién en los tejidos periféricosichab receptores se les conoce con el nombre de
nociceptores. Sin embargo la nocicepcidon no nee@sante conduce a una experiencia
dolorosa®> *°

Estimulos dolorosos, ya sean de la piel o de tegigdacutaneo son capaces de activar
distintas clases de terminaciones periféricas deon@s sensitivas primarias, las cuales sus
cuerpos celulares estan en los ganglios de laloagal y del trigémind’

A consecuencia de que los axones de los nociceptiereen “terminaciones libres” no
especializadas, los nociceptores se clasificanii¢edo del tipo de conduccion que tengan
segun las propiedades de los axones asociadossaydls fibras por las cuales sean activados.
Dicho en otras palabras, existen varios tipos deaptores para diversas clases y variedades de
dolor38-3°

Las células de diametros mas grandes dan origefibras f sensoriales primarias
mielinizadas A de conduccion rapida, las cuales detectan esténmih@cuos aplicados a la piel,
musculos y articulaciones, estos no producen doRwr el contrario las células de diametros
pequefios y medianos dan origen a la mayoria deoldseptores, incluyendo a las fibras C no
mielinizadas de conduccién lenta y a fibras llgeramente mielinizadas de conduccién mas
rapida’® Por lo tanto, ain cuando la conduccién de todarrimacion nociceptiva sea

relativamente lenta, existen vias rapidas y lepéma el dolof’

34 Guyton AC.Op cit 699.

% Kandel ER. Principios de neurociencia. 472.

%purves D. Invitacion a la neurociencia. 181.

37 Kandel E.Op. Cit.473.

% purves D.Op. cit 182.

szuIios D. Molecular mechanisms of nociception..203
Ibid.

“1 Purves D.Op. Cit. 182.
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Se conocen tres clases principales de nociceptéresicos, mecanicos y polimodales.

Nociceptores térmicos: Activados por temperaturaiemas (mayores a 468 o menores

a 5°C) y contienen fibras rapidassA

Nociceptores mecénicos: activados por presionemnsas aplicadas a la piel y también

contienen fibras rapidaséA

Nociceptores polimodales: activados principalmept estimulos quimicos, pero

también por estimulos mecanicos o térmicos de igtansidad y contienen fibras lentas

C.

En resumen el dolor agudo y rapido es transmitidiofipras A con informacion de
nociceptores térmicos y mecénicos, mientras quaolker crénico y lento es transmitido por

fibras C con informacién de nociceptores polimosiAe

Estructuras centrales y vias del dolor

El dolor es transmitido al SNC por dos vias difegsnvias que corresponden a las dos
categorias de dolor mencionada anteriormente: area gl dolor agudo y rapido transmitido a
través de los nervios periféricos hasta la médsygnal y otra via para el dolor lento y cronico.
Este doble sistema de transmision provoca que alento de percibir un dolor brusco se origina
con frecuencia una doble sensacion de dolor, elgrd serd un dolor rapido y agudo, seguido
por un segundo dolor, lento y sordo, de esta magledalor agudo nos estara avisando de la
presencia de un estimulo capaz de provocar lesdiart, por lo cual reaccionamos y nos
alejamos de dicho estimulo, mientras que el dal@nico tiende a elevar su intensidad al paso
del tiempo, dando como resultado el sufrimientbpdeiente, quien se ve obligado a buscar
ayuda y tratamiento. Una vez que ha penetradorgttiula espinal, las fibras del dolor terminan

en las neuronas de las astas dorgiles.

“?Kandel ER.Op. Cit.474.
3 Guyton AC.Op cit 671.
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Caracteristicas del dolor

Dependiendo de las caracteristicas del dolor quperesenta pueden existir diferentes
clasificaciones, dentro de estas clasificacionedepms mencionar a las de origen anatémico
como es el dolor visceral y otra clasificacion setpl causa que lo provoca como son el dolor
nociceptivo y el dolor inflamatorio.

Dolor Nociceptivo es el resultado al dafio a estructuras soméatigagrales, incluso el

resultado de la activacion de los nociceptores.

Dolor visceral un tipo de dolor muy frecuente causado por daserpatologias, la
activacion de los nervios aferentes sensorialesimpr@an los érganos internos tales como el
estdmago, el rifion, la vejiga, los intestinos, pp®t Es caracteristico por presentar lesiones a
causa de tumores, isquemias, inflamacién, etcéBeaeralmente va acompafiado de naffsea,
otra de sus caracteristicas es que se refleja paréal corporal” el paciente lo define como un
dolor inespecifico, mal definido y de localizacudifusa.

Dolor inflamatorio es el resultado de una lesion mayor, éste seienanhasta que la

lesion sana. Se manifiesta en el area que safilgslon con la liberacion de diferentes citocinas
y factores de crecimiento (sopa inflamatoria) ldokrs por diferentes fuenteBapla 5). Este
tipo de dolor es el responsable de que un doloromernovoque una respuesta exagerada

(hiperalgesia), y de que estimulos inofensivos cehtacto produzcan dolor (alodinia).

Sustancia Fuente

Bradicinina Plasma

Serotonina Plaguetas

Histamina Mas,tqcitos, granulocitos
basdfilos

lones potasio Células dafiadas

Prostaglandinas Células danadas

Sustancia P Fibras aferentes

Linfocinas Células T sensibilizadas

Leucotrienos Células dafiadas

Tabla 5. Sustancias liberadas después del dafio celular.

4 Al-Chaer E. Biological basis of visceral painceat developments. 222.
“Laird J. Un Nuevo modelo de dolor visceral e hipgesia referida en raton. 292.
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Tratamiento farmacoldgico del dolor

En la actualidad existe una gran variedad de fasmaon propiedades analgésicas, los
gue se pueden administrar solos 0 con coadyuvgates determinados dolores, la base del
tratamiento farmacoldgico esta constituida porglasides grupos de farmacos:

1. Farmacos opiaceos (analgésicos mayores),
2. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEjsten en grado variable (analgésicos
menores).

Terapia con farmacos opiaceos-armacos caracterizados por poseer afinidadtsaec
por los receptores opioides, causando analgesradaeproducida por el SNC. Este grupo de
farmacos causa efectos en la conducta de autoadragiddn conocida como
farmacodependencfi. El alivio del dolor por los opioides del tipo emorfina es selectivo,
ya que no afecta otras modalidades de la sensithjlidero a menudo persiste algin dolor. Este
tipo de farmacos es mas efectivo para el doloricooque para el dolor agudo, pero con una
dosis suficiente de opioides se pueden aliviar do8omas de colicos renales o biliares,
caracteristicos del dolor visceral. Pueden sarigen natural (morfina, codeina), semisintético
(heroina, hidromorfona) y sintético (metadona,dait).*’

Terapia con farmacos AINEUna de las terapias utilizadas con mayor fredaepara
controlar el dolor en pacientes con diferenteslpgtas son los AINE, farmacos que tienen su
principal efecto terapéutico gracias a que inhilaeactividad de las ciclooxigenasas (Cd¥),
enzima que cataliza a partir del acido araquidén&asintesis de prostaglandinas (PG's),
sustancias enddégenas relacionadas con procesamandrios y algicod’ esta relacién se debe a
que las PG’s sensibilizan terminaciones nerviosasa pstimulos nocivos. Los AINE se pueden
clasificar en diferentes grupos segun su estructdemtro de este grupo de farmacos se
encuentran los derivados del &cido acético contticelfenaco un farmaco antiinflamatorio con
diversas presentaciones y que tienen su maximaaicidn en procesos dolorosos en los que
predomina la inflamacion. Al igual que el restolae AINE, el diclofenaco inhibe la sintesis de
PG's, ademas de disminuir la concentracién de daidquidénico en leucocitS. A pesar de

que el diclofenaco es un farmaco muy efectivo phtaatamiento del dolor, solo esta indicados

“8 Flores J. Farmacologia humana.

*" Fernandez P. Tratamiento farmacolégico del d@08.

“8 Flores JOp. Cit.

9 Raber A. Comparacion farmacoeconémica de aceeotenon otros aines.287.
*0 Flores JOp. Cit.
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en tratamientos de corta duractbdebido a que éste presenta severos efectos aslyense los

mas frecuentes se encuentran las hemorragiasa @qeerforacion de la pared intestirfal.

*1 Busquets J. Tratamiento farmacolégico del dol@g. 1
*2 Organizacién mundial de la propiedad intelectdal.

Dalia Angélica Castro Vidal
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MATERIAL Y METODOS

Actividad antinociceptiva

Animales.

Se utilizaron ratones hembra de la cepa Swiss Wietlst25 a 30 gramos de peso. Los
animales se dividieron de forma aleatoria en gru®8 a 8 ratones cada uno. Se mantuvieron
en cajas de plastico transparente y en ayuno @erb2 con libre acceso a agua. Cada animal se
utilizé sdélo para un experimento y fue sacrificaodonediatamente, después por el método de
dislocacién cervical.

Preparacion y administracion de soluciones.

El vehiculo fue de solucién salina y tween 80 al #¥diclofenaco (referencia) y EMAL
fueron disueltos en el vehiculo para obtener ddsi4.0, 3.0, 10.0 y 30.0 mg/Kg y 1.0, 1.41,
1.77, 2.31, 2.81, 3.0, 10.0, 30.0 y 100.0 mg/Kgeetivamente. El vehiculo fue administrado
por via oral y el diclofenaco y EMAL por via intexioneal (i. p.). La solucion algésica
utilizada fue de acido acético al 0.6%.

Modelo de estiramiento abdominal.

La prueba nociceptiva utilizada fue la de estiratde o calambres abdominales
(writhing test) EI modelo de estiramiento abdominal es un estadimal de dolor visceral
ampliamente utilizado, consiste en la inyecciop.ide un irritante que induce un sindrome de
estiramiento (writhing), el cual consiste en latcaccion abdominal, distension exagerada del
abdomen combinada con el estiramiento de las paseras y arqueo de la espaltieDtra de
las respuestas habituales que se pueden obserehaeimal durante la practica de este modelo
es el lamido del abdom&ny aumento del acicalamiento.

Los animales se dividieron de forma aleatoria arp@s de 6 ratones cada uno, cada
animal recibioé una inyeccién i. gnfagen 2 de 0.1ml/10g de &cido acético al 0.6% en solucion
salina para provocar los calambres abdominales.ahonales se colocaron, individualmente, en
cajas de plastico transparente 30 minutos antés a@ministracion de la solucién algésica para

o
que se ambientaran a condiciones de laborattmagen 3) Inmediatamente después de l&”

%3 Marcil J. Antinociceptive effects of tetrodotoximrodents. British journal of Anesthesic. 762.
* Laird J. Op. cit.293.
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administracion de la solucion algésica, dentroladeaja de experimentacion se observd y
contabilizé6 el numero de estiramientos. Los cal@awnlabdominales se definieron como una
distension exagerada del abdomen combinada costiehreiento de las patas traseras. Se

registré el nimero total de calambres durante MsnButos después a la inyeccidén del acido

acético Esquema 2)

Imagen z. Administracion i. p. de acido acético 0.6% paravpoar calambres abdominales.

Imagen 3.Ambientacién de ratones a condiciones de laboratori

Andlisis estadistico Se evalu6 el efecto de las diferentes dosis de ENMMministradas

antes del acido acético, sobre el nimero de eséirdos, utilizando un analisis unilateral de la

varianza (ANOVA).
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Disefo experimental

Ratones hembra cepal
Swiss Webster

15 minutos de ambientacion
Vehiculo Diclofenaco Grupos EMAL
Tween 80 1% en Sin. 1.0, 3.0, 10.0 30.0 1.41,1.77,2.31, 2.81
Salina mg/Kg 3.0, 10.0, 30.0, 100.0
mg/Kg

15 minutos de ambientacioh

30 minutos de ambientaciof

Estimulo algésico
(Administracion i. p. de acido acético, 0.6%)

Dalia Angélica Castro Vidal

Registro de nimero de estiramient®s

(30 minutos)

ANOVA

Determinacion de Dig

Esquema 2. Disefio experimental para determinar el % de antiepcion de EMAL. El vehiculo (Tween 80, 1%
en Sin. Salina) y diclofenaco fueron administradl®sminutos antes de la administracion de la sofueigésica
(4cido acético, 0.6%), mientras que EMAL fue adstimaido 30 minutos antes. Posteriormente se detériaiDE,
de diclofenado y EMAL.

w
~
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Antinocicepcion preventiva.
Para determinar si EMAL producia antinocicepcicvpntiva, se administré un
tratamiento diferente a cada grupo de ratones 80tos antes de la inyeccion i. p. de acido

aceético. Se registro el numero total de estiratogeabdominales en los 30 minutos siguientes.

Determinacion de Dig

Para determinar la toxicidad de EMAL se realizd6 umadificacion de un método
estandarizad®. La toxicidad se evalta mediante bioensayos quesisien en exponer
organismos Vvivos a sustancias toxicas a diferesdasentraciones y registrar los efectos sobre
los mismos. Finalmente se determina para cadaeotmacion el nimero de organismos
afectado, con este dato se puede calcular kg @4 un extracto. La Gb.es la concentracion de
determinada sustancia que es capaz de matar aldBORgs organismos en el ensayo, cuanto
menor sea el valor de 4. mayor es su grado de toxicidad.

Es de gran importancia conocer los efectos fitatixide las plantas ya que esto nos
permitird valorar y determinar los factores de geesisociados a su exposicion, el grado de
tolerancia o sensibilidad de la planta estudidgeisten métodos cualitativos y cuantitativos para
conocer el efecto toxico de una planta, uno deseado el bioensayo de toxicidad Agemia
salina.

El bioensayo de letalidad de larvasAttemia salinaes un método estandarizado para la
busqueda de extractos de plantas con actividadataidgica que determina la §LArtemia
salinaes un pequefio camaron de mar (crustaceo que halbithia de San Francisco) cuyas

larvas (nauplios) son sensibles a gran variedalistancias.

Preparacion de solucionesPara preparar agua de mar artificial se hizo usalutiion
de agua mariana en agua embotellada (30.5¢g/Lpa IBamuestras se realizé una solucion madre
de EMAL tomando 20mg del extracto y se disolvi®Rem_ de metanol, el mismo procedimiento

se realizd con diclofenaco sodico.

Capitulo 1I: Dolor
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Eclosion de quistes.

Para obtener los nauplios, se pusieron a eclosiosauistes. Se coloc6 un aproximado
de 20ug por litro de solucion de mar artificial, en urcipgente especial para la eclosion de
Artemia (Imagen 4) en un ambiente controlado durante 48 horas caa dg mar artificial e

iluminacién constante.

Imagen 4. Sistema utilizado para la eclosionAgemia salina Pecera con dispositivos

de incubacioén (1), aeracion (2) e iluminacién (Bptografia proporcionada por Dra.

Myrna Déciga Campos.

Bioensayo de toxicidad.

Los nauplios obtenidos fueron expuestos a distecaasentraciones de las muestras. De
la solucién madre de EMAL se tomaron 2, 20 y 20 se vertieron en viales, se dejé evaporar
el metanol, una vez evaporado el metanol se agneglDOQL de agua de mar artificial y
después se colocaron 10 nauplios en un volumen0@&ull en cada vial de las diferentes
concentraciones (por triplicado) teniendo asiralfconcentraciones de 10, 100, 1000 ppm, y eé
mismo procedimiento se llevé a acabo con diclofenaComo control se utiliz6 agua de marg
artificial. Los nauplios muertos fueron contadol® 48 horas de exposicion a los diferente%'

extractos y fueron calculados los porcentajes deatiaad para obtener la Gl (Esquema 3,
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Andlisis estadisticoEl calculo de la Cyse determind por medio del andlisis de Probit.

Disefio experimental

Preparacion de soluciones

Eclosién de quistes
(48 horas

Exposicion de nauplios

(48 horas
Control Diclofenaco
Agua de mar EMAL Saodico
artificial
(48 horas)

Conteo de nauplios vivos

Determinacion de Glg
Andlisis de Probit

Esquema 3. Disefio experimental para determinar la@lel EMAL.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Conducta nociceptiva inducida por acido acético

La inyeccion intraperitoneal de acido acético &@%.produjo la conducta tipica de
estiramiento abdominal acompafiado de hiperextert@das extremidades traseras y arqueo de
la espaldglmagen 5)

Imagen 5. Conducta caracteristica de dolor abdominal prasgtogor la inyeccién i. p. de la solucién algésieac. acético 0.
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El modelo experimental writhing en ratones, provoce conducta caracteristica de
estiramiento abdominal (estiramiento del tordo, n@wafiado de hiperextension de las
extremidades inferiores y arqueado céncavo depaléa)® Estas caracteristicas del modelo
experimental dan validez a su aplicacién para evdaiactividad antinociceptiva del EMAL de
acuerdo al uso que se le da en la medicina traditioara tratar los célicos, dolor estomaéal,
entre otros de tipo visceral.

El dolor visceral inducido en este modelo se carsidjue una parte importante es el
proceso inflamatorio, provocado por la i. p. dedécacético® y ese dolor es controlado por

agentes antiinflamatorios.

%% |_aird J. A new model of visceral pain and refernggeralgesia in the Mouse. 292.
>’ Bye R. Medicinal plants of the Sierra Madre: conagige study of Tarahumara and Mexican market plat®8.

%8 Laird J.Op. cit.299.
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Evaluacion del efecto antinociceptivo del EMAL

De los cursos temporales construidos graficandel efe X el tiempo de evaluacién y en
el eje Y el nUmero de estiramientésgura 3) se obtuvo el area bajo la curva (ABC) utilizando
la regla de los trapezoides. La disminucion delCA& cada grupo en comparacion con el
vehiculo representa el efecto antinociceptivo aaaosis del EMAL evaluados. Cada dato en
las graficas esta representado por el promediel+éfror estdndar (e. e.) de seis animales por
grupo.

Las curvas dosis respuesta se expresan como enpaje de antinocicepcion (porcentaje
de inhibicién de estiramientos abdominales) remitasl® como el ABC con respecto al grupo
vehiculo. El porcentaje de antinocicepcion (%Ablalculé con la siguiente formula:

X —xi

YAN = x 100

Donde:

X = promedio de estiramientos abdominales regissr&aoel grupo que solo recibié el
vehiculo.

xi = promedio de estiramientos registrado de grupwat@miento respectivo.

Para el andlisis de los datos se realiz6 una caoidar multiple de los diferentes grupos
contra el que solo recibio el vehiculo.
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Figura 3. Curso temporal del efecto antinociceptivo de diftze dosis de EMAL con respecto al vehiculo. La®slson el preémedio
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El efecto antinociceptivo inducido por las difeestlosis de EMAL y de diclofenaco en
el modelo de estiramiento abdominal se muestrda €abla 6. La DE, de antinocicepcion fue
de 2.53 mg/Kg. La antinocicepcion fue calculadat&@odo el numero de estiramientos
abdominales después de la inyeccion de acido acéticante 30 minutos. El estiramiento se
describié como contorciones y distension exagedatiabdomen combinada con el estiramiento
de las patas traseras. La dosis de 1mg/Kg del [EM@& presentd efectos antinociceptivos
significativos, por el contrario mostr6 una mayantidad de contorciones que las observadas
con la administracion del vehiculo, motivo por eakcno fue utilizado para determinar la 49E
del EMAL.

Promedio de
Dosis numero de
(mg/Kg) n estlramlentos ABC % AN
abdominales en 30
minutos
Contr_ol Vehiculo 6 198 928
negativo
1.00 6 301 1390 -84.31
1.41 6 140 660 28.86
1.77 6 105 496 46.54
2.23 6 113 528 43.18
EMAL 2.81 6 103 477 48.65
3.00 6 83 391 57.86
10.00 6 173 801 13.69
30.00 6 125 478 48.56
100.00 6 127 583 37.12
1.00 6 33 665 13.27
Diclofenaco 3.00 6 184 843 9.11
sodico 10.00 6 153 689 25.72
30.00 6 77 351 62.16

Tabla 6. Efectos de EMAL en el modelo de estiramiento abdairgn ratones. n= namero de animales por
grupo. El porcentaje de inhibicién se obtuvo corapdolo con el control.  El EMAL fue disuelto ena
solucién de Tween 80 al 1% en solucion salina. &aisnales del grupo control recibieron esta sohucié
como vehiculo. El diclofenaco sddico también fimuelto en el vehiculo. Todos los tratamientogdne
administrados por via intraperitoneal, EMAL 30 mowiantes de la administracién intraperitoneal aéoa
acético 0.6% y diclofenaco sédico y el vehiculorbutos antes. * Datos utilizados para determlaar
dosis a la que se alcanza el 50% del efecto maposible (P>0.05 o P>0.01).
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La inyeccion i. p. de EMAL (1.41-100.00mg/Kg) prgal@ntinocicepcion. En |Rigura
3 se muestra que EMAL disminuyé significativamente@inero de estiramientos después de la
inyeccion de acido acético. El efecto antinociseptie EMAL se observd con mayor claridad
cuando se calculo el ABC y se comparo con el véhici&n laFigura 4 se presenta el efecto
antinociceptivo dependiente de la inyeccion intriapeeal de EMAL en el modelo de
estiramiento abdominal, en el que se obtuvo ungy RBE3mg/Kg. La dosis de 3.00mg/Kg

muestra mayor efecto antinociceptivo (57.86%) camrago con la administracién del vehiculo.

70.000 -

50.000 -

50.000 ~

pcion

10,000

ce

30,000 ~

20,000 ~

% Antinoc

10,000 4

0.000 -

1.41 1.77

2.23
Dosis [mai<g)

Figura 4. Efecto antinociceptivo de la administracién deAMsobre la conducta nociceptiva inducida por acido
acético (0.6%). Los datos se encuentran expresamne ABC de los cursos temporales +/- el e. € drimales.
DEsp2.53mg/Kg. La DE, obtenida de EMAL fue de 2.53mg/Kg, calculadaizditdo los resultados obtenidos con
las dosis de 1.41 (28.86%), 1.77 (46.55%), 2.23181), 2.81 (48.65%) y 3.00 (57.86%) mg/Kg.

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los disArtemisa ludovicianaNutt.

ssp mexicana(Willd) Keck en la medicina tradicional es paratdrala diarrea, célicos, para
evitar el aborto, incluso para infecciones de legsa En la clinica los farmacos que se utilizan
generalmente para tratar este tipo de dolor somnafgésicos antiinflamatorios no esteroideos
(AAINEs). Sin embargo, considerando que el modidoestiramiento abdominal también ha
sido util en la evaluacion de sustancias que pue&gercer una accion antiinflamatoria, los
efectos antinociceptivos producidos por el EMAL ipuoh ser comparados con los que produjo
el diclofenaco, un farmaco que se utiliza paraatrat dolor moderado o moderadamente sever%
El hecho de que el EMAL atenud la respuesta notii@por la prueba del acido acético, nos déﬂ

una sefial de que en la accidén antinociceptiva gigepgesenta se pueden encontrar involucrad«%

=
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mecanismos periféricos, pero el objetivo del estudd fue encaminado a determinar los
mecanismos de accion antinociceptivos.

Una posible respuesta para la actividad antinotiiaembservada es el contenido de
lactonas sesquiterpénicas que presentan las espkxia familiaCompositagmisma a la que
pertenecértemisia ludoviciandutt. sspmexicangWilld) Keck.

Se utilizé una prueba estadistica para validardssltados obtenidos en la determinacion
de la actividad antinociceptiva d&rtemisia ludovicianaNutt. ssp mexicana(Willd) Keck,
observandose en tabla 6 de este capitulo que el tratamiento con el EMAlefestivo a dosis
de 1.41 hasta 100 mg/Kg. EIl tratamiento con délato (control positivo) disminuyé el
numero de estiramientos abdominales. Se obsereaegtre el tratamiento de EMAL y
diclofenaco ambos a dosis de 3 mg/Kg hay una ditaesignificativa del efecto, mientras
EMAL disminuye un 57.86%, diclofenaco disminuyeQuhl% ([abla 6 y Figura 5).

70.000 -
60.000 - B Diclofenaco
50.000 - EMAL

40.000 -
30.000 -

20.000 -

% Antinocicepcion

10.000 -

NOSEN.

Dosis 3 mg/Kg

Figura 5. Comparacion del efecto antinociceptivo de EMAL abdofenaco ambas

muestras s dosis de 3 mg/Kg.

El efecto antinociceptivo podria explicarse poptasencia d@-sitosterol, estigmasterol
y campesterol como se muestra enalala 3 del capitulo I, que de acuerdo a la literatura, la
combinacion de estos se utilizan comagentes antiinflamatorios y analgésicos, inhitrbeno%
factores de inflamacion inducida. Anexando a é#tmo dato la afirmacion de que en EMAL E

existe la presencia de flavonoideabla 2 del capitulo I), compuestos que pueden llegar a

pitu

\

interferir en el metabolismo de las prostaglandieapecialmente PGEjue son responsables derES
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la inflamacién y el dolor, inhibicion de la seci@tide acido clorhidrico, elevan la temperatura
corporal cuando se incrementan las concentracidaesstas en ciertas areas del cerebro, en
seleccionadas lineas celulares de cancer de colyementan el crecimiento, migracion e

invasion de las células e incrementa su resistentda apoptosis, llevandonos esta informacion

a nuevas hipotesis.
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Toxicidad

La toxicidad de EMAL vy diclofenaco fue investigagar medio de un bioensayo cén
salina. Se utilizé el andlisis de Probit para los experitognealizados con las diferentes dosis
de EMAL (triplicado) y asi se determiné la &L La Clso de EMAL y de diclofenaco sodico
frente a A.salinadespués de 24 horas de exposicion presentaraioxinglad <1000ppm.

60 -

50 -

40 -

30 -
e E VAL

% Mortalidad

20 ) . 1
Diclofenaco sodico

10 -

1 2 3

Log10 Dosis

Figura 6. Toxicidad de EMAL y diclofenaco sédico frente a pos deA. salina La
regresion lineal de probit y = 15 x - 20 fue wtlila para determinar la glde EMAL
(46,415.88 ppm). La regresion lineal de probit=y8.3 x — 37.7 fue utilizada para
determinar la Cky de diclofenado sddico (1,259.27ppm).

De los resultados obtenidos después de la evatuami@inociceptiva del EMAL, se
obtuvo una DEy baja, dato que nos permite proponer la hipétgse si a dosis bajas del
extracto se logra tener un efecto terapéuticogdal iforma, a dosis bajas se puede llegar a un
nivel toxico y no poder ser empleado como medicameRor este motivo se realizé la prueba
de toxicidad frente A. salina

Obtenidos los datos del EMAL estos fueron compaadon los de diclofenaco,
resultando en ambos casos con ungy@hayor a 1000 ppm, resultado que nos lleva a sugeri

que al no administrar dichas dosis en humanossuoamso fitofarmaco puede ser seguro.

SLN ‘ Capitulo 11: Dolor
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CONCLUSIONES

En el estudio fitoquimico preliminar (CCF) al EMAiueron detectados los grupos de
metabolitos secundarios: antronas, aceites esesgciggteroides, flavonoides y terpenos. En el
analisis de datos obtenidos por cromatografia desggmasas se logré detectar a 24 compuestos,
entre los que destaca: espatulenol, por ser prradiesas lactonas sesquiterpénicas

El presente trabajo demuestra las propiedadesoaiteptivas del EMAL, el cual se
evalu6 en un modelo animal que induce dolor devipeceral.

De los resultados obtenides la evaluacion antinociceptiva del EMAL, se obtwna
DEso de 2.53 mg/Kg, informacion que nos permite propomee el extracto presenta una
eficiencia antinociceptiva. Ademas los resultadespaldan el uso tradicional detemisia
ludoviciana Nutt. sspmexicana (Willd) Keck en el tratamiento sintomatico de problemas
relacionados con el dolor visceral (espasmos, @adtiolor intestinal, estomacal, parasitosis etc.).
Ademas el estudio comparativo con los efectos midds por diclofenaco, establecen la
importancia y eficacia antinociceptiva del extracto

Finalmente de acuerdo al estudio de toxicidad, EMAlede ser utilizado como un
producto natural seguro, ya que se demostro gqaegbeanzar niveles toxicos se debe consumir

una gran cantidad de este extracto.
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SUGERENCIAS

En el presente trabajo se demostro la actividath@iteptiva de la administracion i. p. de
EMAL, en un ensayo algesiométrico quimico agud@ glivia muy efectivamente el dolor de
tipo visceral.
Para complementar el estudio se sugiere:
1. Evaluar el efecto de EMAL por otras vias de adriacson y en otros estudios de dolor,
para determinar si la via del dolor es de tiporegiot periférica.
2. Realizar la separacion fitoquimica de compuesteasluarlos de forma independiente y
combinada para asi saber si es un compuesto, lhitacion de ellos o en si toda la

planta lo que presenta el efecto antinociceptivo.
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GLOSARIO

Ac. Araquidénico Acido grado insaturado, es el punto de partidarde serie de mediadores

Acido linoleico

Acetilcolina

Acicalamiento
Algesia
Alodinia
Analgesia

Anestésicos
Ansiedad

Antiinflamatorio
Artemisia

Axoén
Bradicinina

Codeina

Colico

Cromatografia

Depresion

Diclofenaco

Dolencia
Dolor
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guimicos importantes para las funciones corpord@®staglandinas,
tromboxanos, leucotrienos, eicosanoides). Siatétizn el higado a partir
del acido linoleico.

Acido graso esencial que debe ser aportado porieka @n cantidades
minimas de 10 gramos por dia.

Producto resultante de la acetilacion de la colioa acetilcoenzima A,
reaccion catalizada por la colinesterasa o coletilgansferasa. La
acetilcolina es el transmisor nervioso en el sist@@rvioso parasimpatico,
en los ganglios vegetativos y en la placa mototandisculo esquelético, y
también en diferentes areas del sistema nerviogoate

Accion que presentan los ratones para su aseo asmer

Sensibilidad al dolor; hiperalgesia.

Desplazamiento de la sensopercepcion dolorosayat homologo del otro
lado del cuerpo.

Abolicién de la sensibilidad al dolor, sin pérdidia los restantes modos de
la sensibilidad.

Agente o substancia que produce anestesia.

Término utilizado habitualmente para designar miciede un sujeto ante un
peligro real o imaginario.

Farmaco que detiene o impide la inflamacion.

Género de plantas compuestas, con varias espeetksimales.

Cilindroeje de una célula nerviosa.

Polipéptido enddgeno formado por nueve aminoacidosienido en las
plaquetas y liberado por la accion de la tripsin@iertos venenos de
serpiente. Provoca la permeabilidad capilar y elesc tensional.

Alcaloide cristalino blanco, del opio; metilmorfinanalgésico, su accién
hipnodtica es menos que la de la morfina, no deplnexcitabilidad refleja
ni la peristalsis intestinal; tampoco produce habit

Dolor abdominal agudo intermitente, caracteristide
abdominales huecas.

Proceso de separacion que, por medios fisicos, ifgedfavar a nivel
macroscopico las diferencias que existen en el cutde entre los
constituyentes de una disolucion.

Condicion emocional caracterizada basicamente Ipgaaiones del humor,
tristeza, disminucion de la autoestima, inhibicifatigabilidad, insomnio,
etc.

Farmaco perteneciente al grupo de los antiinflanegao esteroideos, que
se utilizan en la terapéutica de las enfermedaslenaticas.

Achaque, enfermedad de caracter cronico comunmente.

Impresion penosa experimentada por un o6rgano @& pattansmitida al
cerebro por los nervios sensitivos.

las visceras
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Enzima

Etiologia
Etnico
Farmaco
Fentanilo
Fiebre
Gripe
Hemorragia

Hemorroides

Heroina

Hiperalgesia
Histamina

Inflamacion

Infusiones
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Sustancia capaz de acelerar o provocar ciertogposoquimicos sin sufrir
ninguna modificacion.  Son complejos organicos quadalizan las
reacciones biogquimicas y estan compuestos por upogprostético o
coenzima, que tiene especificidad funcional, y umpg proteico o
apoenzima, con especialidad de sustrato.

Parte de la medicina que tiene por objeto el estdei las causas de la
enfermedad.

Relativo a las raza y a sus caracteres.

Droga, medicamento.

Analgésico central opiaceo de sintesis. Empleada aeuroleptoanalgesia
y otras técnicas anestésicas en las cuales laesimltiene un importante
papel.

Sindrome complejo integrado por hipertermia, taapi@, taquipnea,
estado saburral, quebrantamiento e intranquilidestapor.

Nombre vulgar de la bronquitis febril. Influenznfermedad infecciosa
aguda, epidémica o pandémica causada por un wiflignzavirus.

Salida de mas o menos copiosa de sangre de los pasootura accidental
0 espontanea de éstos.

Hemorroides Tumores vasculares formados por dilatacionecaosas de
las Ultimas raices de las venas hemorroidales; gou@dotivar un flujo
sanguineo anal.

Eter diacético de la morfina, diacetilmorfina; pwleristalino, amargo,
blanco. Anodino y sedante; se emplea el clorhodmt interior para
combatir la tos espasmaodica de tipo irritativood@ice un habito de iguales
0 peores consecuencias que el de la morfina, pguéoen ciertos paises se
ha prohibido o regulado su empleo.

Sensibilidad excesiva al dolor; hiperalgesia ddaro

Amina depresora que se encuentra en el cornezetloetiteno y en el
organismo animal, donde se produce por descarlbaiae la histidina
Se le considera la hormona histica que producedilatacion y aumento de
la permeabilidad capilar y participa en las reavesinflamatorias y de
hipersensibilidad. Es una sustancia muy activa,eicantidades minimas,
gue se libera en el colapso anafilactico y se hailksente, en pequeia
concentracion, en determinadas células y tejidos.

Estado morboso complejo con fendmenos generaleysdimente definido,
gue en sustancia se reduce a la reaccion del srgantontra un agente
irritante o infectivo y que se caracteriza esenuégite, desde los tiempos de
Celso, por los cuatro sintomas cardinatebor, tumor, calor y dolor, a los
gue Galeno afiadi6 el denctio laesa (trastorno funcional), que se produce
histologicamente por vasoconstriccion primitivegugda de vasodilatacion,
lentitud de la corriente sanguinea, acumulaciémigeacion de leucocitos,
exudacion de liquido y fase de cicatrizacion.

Operacion farmaceéutica de verter agua hirviendaesalbogas vegetales
para obtener sus principios activos medicamentasds, echar la droga en
un vaso con agua hirviente.
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Leucocitos

Linfocito

Mastocito
Metadona

Mielina

Morfina

Nervio

Neurona

Nociceptor
Organismo
Parasitosis

Parenteral
Plaqueta

Plasma
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Globulos blancos de la sangre formados en las quasi linfoidea,
mielopoyética y reticular del sistema reticuloeetlat. En la sangre
circulante se encuentran dos variedades principagrsinulocitos
(eosindfilos, basofilos, neutréfilos)agranulocitos o linfocitos y monocitos.
Célula sanguinea mononucleada que tiene un papeéarfeental en la
respuesta inmunoldgica del organismo y que se etreukabitualmente en

el torrente circulatorio y en los llamados orgarivdoides (ganglios
linfaticos, baso, timo). Existen dos tipos denadws T y B,
morfologicamente idénticos y con origen comun emidula 6sea. Os
linfocitos T (timo dependientes), intervienen funmsgtalmente en la
inmunidad celular; durante su desarrollo pasargatdriamente por el timo,
donde sufren un proceso de diferenciacion funcionhbs linfocitos B
(bursodependientes) se encargan de la inmunidacralrtelevacion de
anticuerpos).

Célula cebada.

Dimetilaminodifenilhepamona; sustancia analgésicaésca de efectos
analgésicos similares a los de la morfina, ala puede sustituir. Se ha
empelado en la cura de desmorfinizacion por serlevés los sintomas de
carencia a los que da lugar la supresion de larasimacion.

Sustancia blanca refringente, que en el tubo nspvilecluye el cilindroeje y
esta rodeada por la vaina de Schwann.

Alcaloide del opio, el mas importante y activostales brillantes, amargos,
alcalinos. Tiene las propiedades del opio, perm&s analgésico y menos
narcético. Por su escasa solubilidad se emplegfierpntemente sus sales:
clorhidrato, sulfato, acetato, tartrato, etc., todas con iguales indicaciones y
dosis semejantes a las del clorhidrato, que esllands usada, tanto al
interior como en inyecciones hipodérmicas.

Organo en forma de corddn, conductor o transmiserirdpulsos o
sensaciones. Los nervios estan compuestos des fitgeviosas o tubos
nerviosos reunidos en fasciculos, cada uno de éstsado por una
envoltura propiaperineurio, separados unos de otros por tabiques de tejido
conjuntivo,endoneutio, y reunidos por una vaina comugpjneurio.

Elemento constituido por la célula nerviosa y su®lgmgaciones,
considerado como la unidad histolégica vy fisiolagiel sistema nervioso.
Terminacion nerviosa 0 neurona receptora de estgnafensivos o de
dolor.

Conjunto de partes organizadas. Todo ser vivanal vegetal.

Enfermedad o infeccion parasitaria.

Efectuado por via distinta a la digestivo o intesti

Uno de los elementos constituyentes de la samgreforma de discos
ovales o circulares, de 2 o 3 micrometros de di@metuy alterables, que
existen en nimero de 250000 por nnContribuyen a la coagulacion de la
sangre.

Parte liquida de la sangre en la que estan susjumndos elementos
figurados.
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Pocién

Quistes
Receptor

Serotonina

Subcutaneo
Sufrimiento
Tos

Toxicidad
Transdérmica

Trigémino
Ulcera

Dalia Angélica Castro Vidal

Preparacion magistral liquida que se administrimtatior a cucharadas y
suele contener, en un volumen de 120 a 200 mlpsss dle medicamento
activo para un dia.

Tumor formado por un saco cerrado, normal o actadieespecialmente el
gue contiene liquido o una sustancia semisolida.

Término de Sherrington para el aparato u organidépeo que recibe un

estimulo denominado distintamente.

Sustancia que se produce en el organismo en & defsmetabolismo del

triptéfano, por oxidacion y descarboxilacion. Senfa en las células
argentafines y enterocromafines del tubo intestinddlansportada dentro de
las plaquetas, circula por sangre. Vasoconstdactorfavorecedora del

peristaltismo intestinal.

Situado, que ocurre o se practica debajo de lalg@bdérmico.

Sensacion penosa, padecimiento.

Expulsién subita, ruidosa, mas o menos repetidalgnta, de aire de los
pulmones.

Dosis mortal minima o cantidad menor de una sust@apaz de matar a un
animal de 1 Kg.

A través de la dermis o de la piel; transcutaneo.

Nervio trigémino, trifacial o quinto par.

Solucion de continuidad con pérdida de sustanciauddéquier superficie

epitelial del organismo, con escasa o nula tendeacia cicatrizacion

espontanea.
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