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1. Introduccion

Desde la antigliedad se tiene registro del uso de plantas medicinales en distintas culturas,
como ejemplo podemos mencionar a los egipcios, quienes escribieron en papiros el uso
que le daban a distintas materias primas con fines curativos; en otras culturas como lo
fue la India, se tiene registro del uso de unguentos, infusos, macerados, el uso de
cafiamo, cannabis y belefio como analgésicos; otro ejemplo lo tiene la cultura China con
el uso de distintas plantas como es el jengibre, el aconito, la raiz de granado, el ruibarbo
y el opio; en la época prehispanica en México, las culturas mexica y maya poseian un
amplio conocimientos sobre el uso de plantas medicinales como fue el uso de
zarzapatrrilla, aguacate, el maiz, la hierba damiana, la hierba de pollo, solo por mencionar
algunas (Asociacion Espafiola para la Cultura, el Arte y la Educacién , s.f.). Pasaron los
afos y fueron los investigadores como el aleméan Feliz Hoffman, el francés Henri Lerroux
quienes descubrieron las propiedades analgésicas de la corteza de sauce, para sintetizar
el acido acetilsalicilico, medicamento que en 1899 fue lanzado al mercado como remedio
para el dolor, la inflamacion y para bajar la fiebre. Asi podemos observar como la
humanidad aprovecho su conocimiento en cuanto a las plantas medicinales, para conocer
las sustancias que le confieren sus propiedades curativas, aislarlas o sintetizarlas y
utilizarlas para fabricar medicamentos (Ferrandiz Ramirez, et al., 1999).

En la actualidad la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cuenta con una lista de
medicamentos que son ampliamente utilizados en mas de 150 paises, teniendo en ésta,
medicamentos esenciales para las necesidades sanitarias de distintas poblaciones; sin
embargo (Departmental news, 2020); en la actualidad aun se continla empleando los
remedios naturales para aliviar distintos padecimientos, ademas se siguen descubriendo
nuevas plantas con propiedades curativas conocidas, pero no han sido estudiadas los
suficiente para saber cuales son las sustancias activas que contiene (Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, 2020). Este trabajo se centra en
conocer las propiedades antiinflamatorias y analgésicas de la planta Hyptis verticillata
jacq., proveniente de Veracruz; ésta planta es originaria de México, Guatemala,
Honduras, el Salvador, Panama y las Antillas, es conocida con distintos nombres
comunes como: escobilla, hierba Martina o Martin, epazotillo, hierba negra, vara negra,
etc (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2009). En estas regiones es
utilizada para distintos padecimientos, entre ellos, la inflamacién y el dolor; por lo cual el
siguiente trabajo se dispone a obtener tres diferentes extractos (cloroformo, metanol e
hidroalcohol) de la planta Hyptis verticillata jacq. y evaluar su efectividad en modelos in
vivo experimentales, los cuales son: induccion de edema auricular con aceite de croton
en ratones, para medir la actividad antiinflamatoria, utilizando como control positivo la
indometacina, medicamento antiinflamatorio no esteroieo, cuyo mecanismo de accion es
inhibir la produccion de prostaglandina (Amin, et al., 2007); y el modelo de dolor
inflamatorio con formalina, aplicado a ratas, utilizando como control positivo al
diclofenaco, medicamento antiinflamatorio y analgésico que inhibe la activdad
ciclooxigenasa (Gan, 2010).



2. Marco teorico

2.1 Plantas medicinales

En México las plantas medicinales son el recurso terapéutico
por excelencia en la medicina tradicional; de acuerdo con
estadisticas de la Organizacion Mundial de Salud (OMS),
80% de la poblacion de los paises en desarrollo recurre a
distintos tipos de ellas para satisfacer o complementar sus
necesidades médicas (Periddico la Jornada, 2013); por ello
su eficacia se puede incrementar al combinar el conocimiento
popular con el cientifico contribuyendo asi a la conservacion
y recuperacion de plantas medicinales en las comunidades
(Garcia Lopez, et al., 2014); sin embargo, se estima que solo
5% han sido estudiadas para validar quimica, farmacolégica
y biomédicamente los principios activos que contienen .
(Periodico la Jornada, 2013), desaprovechando 10S  gigura 1: Hyptis verticillata jacq
metabolitos secundarios que pueden ofrecer.

2.2 Hyptis verticillata jac

La Hyptis verticillata jacq es una planta perteneciente a la familia Lamiaceae, originaria
de Centro América, utilizado como remedio medicinal en Mesoameérica; el centro de
México, de Honduras hasta Nicaragua; por las culturas Azteca y Maya. Actualmente se
sabe que la planta se extiende desde Florida, pasando por México, hasta Colombia, en
las Antillas mayores, Dominica y hasta Martinica. Dado que es ampliamente utilizada
recibe distintos nombres populares; para fines de esta investigacion utilizaremos como
nombre comun <<Hierba Martina>>, nombre comun utilizado en Costa Rica (Boulogne,
et al., 2013).

Es uno de los arbustos mas abundantes de los hyptis; ésta especies crecende 1 a 2.5 m
de altura, se describe como una planta con tallos delgados, muy ramificado, lefioso,
grueso, erecto, con largas y arqueadas ramas de flores blancas. Las hojas son opuestas,
de 2 a 13 cm de largo, algo lanceoladas a lanceoladas-elipticas, claramente serradas o
sub-enteras, de color verde oscuro, aromaticas y ligeramente amargas. Las flores son
pequefias, estan en paniculas, con una corola verdosa-blanca o purpura, de 2 a 3 mm de
largo y también son aromatica. Esta planta forma grandes grupos en los pastos y a lo
largo de los caminos; un ejemplo visual de dicha planta se puede observar en la figura 1
(Boulogne, et al., 2013) (Rojas Chavez, 2010).

En general los usos medicinales que se le dan a esta planta en las distintas regiones ya
mencionadas estan: la analgesia para las reumas, para el dolor estomacal, para los
colicos y para la cabeza; también se utiliza para tratar infecciones en la piel (granos o
mezquinos), para bajar la fiebre, contra enfermedades del aparato digestivo; como



diarrea, eliminar parasitos intestinales, o para tratar la acides y reflujo; también se utiliza
como antiabortivo y como antiinflamatorio. (Biblioteca digital de la medicina tradicional
mexicana, 2009). Para fines de este trabajo, el interés central sera el de estudiar sus
propiedades antiinflamatorias y analgésicas.

2.3 Metabolitos secundarios

En los estudios realizados se ha logrado aislar lignanos beta-peltatin y 4’-demetil-deoxi-
podofilotoxin en hojas y tallo; en los retofios se han identificado el triterpenol acido
oleandlico, y el esterol beta-sitosterol (Biblioteca digital de la medicina tradicional
mexicana, 2009). Entre otros compuestos identificados podemos encontrar lignanos,
alcaloides, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonoides y un
polifenol (Boulogne, et al.,, 2013), de los cuales los flavonoides, taninos y otros
compuestos polifendlicos son reconocidos como sustancias antioxidantes y
antiinflamatorias (Brito Alvarez, et al., 2014).

2.4 Proceso inflamatorio.

Para comprender las propiedades antiinflamatorias de la planta Hierba Martina es
necesario conocer como funciona el proceso inflamatorio en el cuerpo humano.

La inflamacion es una respuesta inmunoldgica ante un estimulo; ya sea causado por
agentes biologicos, quimicos o fisicos; que generan dafio celular o tisular (Garcia
Barreno, 2008). El proceso inflamatorio se puede clasificar en dos fases: la primera es la
fase aguda, esta se caracteriza por ser una respuesta rapida, humoral, que provoca
vasodilatacién e incremento de la permeabilidad microvascular, aumentando la cantidad
de oxigeno, por consecuencia genera hinchazon, un edema tisular, calor y la estimulacion
de terminaciones nerviosas libres que generan dolor; estas son manifestaciones clinicas
descritas por fildsofo romano Celsus. Si la inflamacién aguda persiste, se inicia la fase
cronica o sistémica, la cual es una respuesta de mayor duracion, que provoca
angiogénesis, destruccion tisular y por ende perdida de la funcion (Garcia de Lorenzo y
Mateos, et al., 2000) (Vega Robledo, 2008) (Alvarado Borges, et al., 2015).

A nivel celular se puede describir que el proceso inflamatorio comienza cuando ocurre un
dafio a nivel tisular, el cual puede involucrar la entrada de algun patdégeno al cuerpo, los
cuales son reconocidos por los mastocitos y basdfilos, células que al reconocer al
patogeno generan una cascada de sefializacion que induce la sintesis de citocinas como
son la IL-1, IL-6 y el TNF, las cuales funcionan como quimioatrayentes como los factores
C3a y Cba, que al encontrarse en la zona de lesidn, estos se unen a los receptores de
células cebadas y basodfilos, generando la degranulacion y liberacion de la histamina, la
cual provoca la vasodilatacion y el aumento del flujo sanguineo (Alvarado Borges, et al.,
2015). También se liberan otras citoquinas como la IL-6 que estimula el crecimiento de
linfocitos T y B, la IL-8 que atrae neutrdfilos y linfocitos virgenes, la IL-4 y la IL-10 que
disminuyen la produccion de IL-1 y el TNF; se liberan otros mediadores como es el facto
activador de las plaquetas (PAF) el cual genera coagulacion; y el 6xido nitrico (NO), que



causa vasodilatacion, inhibe agregacion adhesion plaquetaria (Garcia de Lorenzo y
Mateos, et al., 2000).

Otro mecanismo de accion es causado por la IgE (inmunoglobulina E), que tiene su
receptor unido a un mastocito, cuando entra en contacto con el antigeno se inicia en la
membrana la activacion de la adenilato-ciclasa y la fosfolipasa A2, generado un aumento
del AMP ciclico, y la fosfolipasa ataca los lipidos de la membrana produciendo acido
araquiddnico; a su vez aumenta la permeabilidad en la membrana permitiendo el paso
del Ca** que aumenta su concentracion en el citoplasma del mastocito y junto con el AMP
ciclico ayudaran para que el mastocito pueda formar granulos, dirigirlos hacia la
membrana celular y asi liberar mediadores al espacio extracelular, como son: el factor
quimiotactico del eosindfilo (ECF-A), el factor quimiotactico del neutrofilo (NCF) y la
heparina (Bailey, et al., 1984). Por otro lado, el acido araquidonico producido puede
continuar por 2 vias metabdlicas diferentes:

e Via ciclooxigenasa: Regulado por las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-1) o
constitutiva, la cual es responsable de ciertas funciones que mantienen la
homeostasis en el cuerpo, y la ciclooxigenasa 2 (COX-2) o inducible, que se
presenta cuando se presenta un estimulo inflamatorio o dafio tisular; estas
enzimas produce prostaglandina G2 (PGG2), que después por la accion
peroxidasa produce PGH2, que posteriormente por accion enzimatica se
transforma en PGI2, la cual aumenta la vasodilatacion e inhibe la agregacion de
plaguetas, también produce PGE2 y PGD2, que producen vasodilatacion y
potencian el edema y en tromboxano A2, este Ultimo es un eicosanoide que
produce vasoconstriccion y facilita la agregacion plaguetaria (Bailey, et al., 1984).

e Via lipoxigensa: El aumento de los niveles de Ca** intracelular provoca que la
enzima 5 lipooxigenasa (5LO) se una a la proteina activadora FLAP, esta introduce
oxigeno al acido araquidénico y genera 5-HPETE, después se reduce y genera 5-
HETE, en esta Ultima sustancia actia la 5LO para atraer leucotrienos; esta via
causa vasoconstriccidon e incremento de la permeabilidad (Bailey, et al., 1984).

Todos estos mecanismos actian de manera simultanea para generar la respuesta
inflamatoria y reparar el dafo tisular causado en la fase aguda.

2.5 Mecanismo del dolor

El dolor es una experiencia sensorial y emocional (subjetiva) desagradable, que
experimentan todos los seres vivos que poseen un sistema nervioso central, esta
experiencia puede estar asociada a una lesién tisular o expresada como si existiera una.
El dolor se percibe mediante las terminaciones libres de fibras nerviosas localizadas en
los tejidos cutaneos, musculos y en las paredes de algunas visceras que pueden captar
los estimulos. Existen tres tipos de receptores: los mecanorreceptores, que se estimulan
cuando hay presion en la piel; los termorreceptores, que se estimula cuando ocurren
cambios de temperaturas extremas; y los polimodales, que responden indistintamente a



cualquier estimulo (nociceptivo, mecanico, térmico o quimico) (Clerencia Sierra, et al.,
2006) .

También se puede clasificar en tres tipos, por su intensidad (agudo o cronico),
localizacion (somética o visceral) y su mecanismo fisiopatolégico (nociceptivo o
neuropatico):

e Dolor agudo: Es la respuesta sensorial inmediata a la activacion de nociceptores,
generalmente se debe al dafio tisular somatico o visceral, este dolor se desarrolla,
recibe un proceso de reparacidn y se cicatriza la lesidon, si no presenta
complicaciones, este dolor desaparece en horas o semanas.

e Dolor crénico: Dolor que persiste méas alla de la lesién de origen e incluso aunque
la lesion ya no esté; es sintoma de una enfermedad persistente que continla pese
a la ausencia de lesion.

e Dolor somatico: Es el dolor que se caracteriza por generar una sensacion clara y
precisa en la piel, el masculo, las articulaciones, los ligamentos o los huesos.

e Dolor visceral: Se produce por lesiones en los 6rganos internos y se caracteriza
porque la sensacion es vaga y sin localizacién precisa, puede haber dolor, aunque
no haya una lesion, puede tener reacciones motoras y vegetativas y no todas las
visceras tienen receptores nociceptivos.

e Dolor nociceptivo: Dolor sensorial, consecuencia de aplicar un estimulo que
produce lesion o dafio de érganos somaticos o viscerales, ocurre la activacion
neurofisiolégica como respuesta las sefales recibidas y su duracién depende de
la modulacion de la sefial.

e Dolor neuropético: Dolor anormal o patolégico que resulta de una enfermedad o
lesiébn causada a nivel del sistema nervioso central o del sistema nervioso
periférico. En estos casos este tipo de dolor afecta de dos maneras: mediante la
ausencia de reaccion ante la lesion, es decir, reducciones anormales del umbral
del dolor y dolor generado por el tacto o estimulos mecanicos; y el otro es la
expresion alterada del sistema neurofisiolégico, el cual puede generar una falta
total de respuesta a las lesiones tisulares y al dolor (Puebla Diaz, 2005).

De manera fisiologica el dolor se describe mediante un mecanismo donde primero se
activa y sensibiliza los receptores del dolor (nociceptores), este estimulo genera un
potencial de accion que se conduce por las aferencias primarias, hasta el asta dorsal
medular, de ahi se puede transmitir por las vias ascendentes (espino-encefalicas),
llegando a los centros superiores (estructuras encefalicas), estas estructuras donde se
procesa el estimulo pueden ser el reticulo bulbar, donde se integran los sistemas de
vigilancia, respiracion, regulacién cardiovascular, motricidad y nocicepcion, el reticulo-
mesenfalico, se implican las reacciones emocionales, el comportamiento y la liberacién
de hormonas de estrés, las estructuras taldmicas, que elaboran reacciones motrices y
emocionales y el cértex cerebral, donde el sistema limbico participa generando
emociones. Es importante recalcar que cuando ocurre un estimulo lo suficiente para
causar dolor, se producira una percepcién dolorosa, por el contrario, si ocurre una lesion



mas grave o de mayor trascendencia clinica, se producira un estado de <<hiperalgesia>>,
descrito como una respuesta exagerada al dolor o un aumento en la percepcion del
mismo. (Perena, et al., 2000).

El mecanismo del dolor se resume de la siguiente manera, todo inicia con la
transduccién, que es la fase en la cual se activan los nociceptores después de recibir
un estimulo; posteriormente ocurre la transmisién, donde se genera un potencial de
accion inducido por iones H* y K*, para despolarizar las cargas de la membrana e inducir
un estimulo eléctrico que trasmita el mensaje a las demas células; y finalmente sucede
la modulacidon, es un proceso de inhibir o transmitir a centros superiores (Sistema
Nervioso Central) el estimulo recibido. Durante éste proceso encontramos una gran
variedad de sustancias que intervienen durante este proceso, como la serotonina, la cual
se produce en el nucleo magno y reticulo del rafe, que al ser estimulados producen
analgesia; el NO actua como trasmisor del estimulo del dolor a nivel central,
interviniendo en la liberacion de diversos neurotransmisores como la serotonina,
glutamato, acetilcolina, GABA y noradrenalina); el glutamato produce un aumento en la
excitabilidad de los reflejos de flexion; GABA esta asociado la sensibilidad ante el dolor;
la sustancia P a nivel periférico intervienen en el proceso inflamatorio, produciendo
vasodilatacidén, aumento de la permeabilidad, activacién de células fagocitarias, libracion
de histamina; la bradicinina es un péptido que se activa por la presencia de dos
receptores ubicados en el tejido, que activan fibras mielinicas (delta) y amielinicas (C),
gue ayudan a la trasmision de los estimulos captados, ademas de liberar mediadores
inflamatorios; la prostagladina aumenta el Ca** en las fibras C; los leucotrienos, derivados
de la via lipoxigensa, generan sensibilidad en los nociceptores y estimulan la liberacion
de eicosanoides; las interleucinas estimulan los nociceptores, activando la sintesis de
prostaglandinas; y los péptidos opioides enddgenos, que modulan la inhibicién del dolor,
al disminuir la despolarizacion de la membrana e inhibir la liberacién de la sustancia P,
esto gracias a la unién que se genera en los receptores opiodes (Perena, et al., 2000)
(Armero, et al., 2004) .

3. Objetivos

Objetivo general

e Evaluar la actividad antiinflamatoria y antinociceptiva de la planta Hyptis verticillata
jacq en modelos murinos.

Objetivos especificos

e Obtener los extractos metandlico, cloroférmico e hidroalcohélico de Hyptis
verticillata jacq.

e Realizar pruebas fitoquimicas, para conocer los metabolitos secundarios
presentes en la Hyptis verticillata jacq.



e Evaluar la actividad antiinflamatoria de los diferentes extractos de Hyptis verticillata
jacq mediante el edema auricular inducido con aceite de croton.

e Evaluar la actividad antinociceptiva de los extractos de Hyptis verticillata jacq
mediante la prueba de formalina.

4. Planteamiento del problema.

La inflamacion cronica es un proceso que ocurre en varias enfermedades, ya que puede
empezar cuando no haya lesion y no terminar cuando deberia; ésta puede ser causada
por infecciones que no desaparecen, por reacciones inmunitarias anormales a los tejidos
normales o por estados de obesidad, y con el tiempo, la inflamacion crénica puede causar
dafio al ADN y conducir al cancer (Instituto Nacional de Cancer, 2015). Comdnmente la
inflamacion y el dolor suelen venir acompafadas, y el dolor se encarga de presentar una
respuesta desagradable asociada a un dafio tisular o potencial dafio, la cual es un signo
natural de alerta para nuestro cuerpo de que algo esta no esta bien (Del Arco, 2015),
como consecuencia quien lo padece asiste al médico para conocer la causa de este
padecimiento y conseguir alivio mediante algun tratamiento medicinal. Entonces se sabe
que existe una amplia variedad de medicamentos para tratar la inflamacion y calmar el
dolor; sin embargo, éstos suelen presentar efectos secundarios o perder su efecto
terapéutico a largo plazo; para ello se propone las plantas medicinales con efecto
antiinflamatorio como un complemento que sustituyan a dichos medicamentos. Es la
Hyptis verticillata jacq una planta poco estudiada, pero que cuenta con propiedades
antiinflamatorias; gracias a los diterpenos y lactonas sesquiterpénicas que posee;
moléculas que generan la inhibicion del factor de transcripcion nuclear kappa (Escarcéga,
2010). Es asi como el siguiente proyecto propone el estudio de dichas propiedades para
conocer mas a fondo su actividad antiinflamatoria y analgésica para su uso como
tratamiento terapéutico alternativo.

5. Metodologia

5.1 Obtencién de los extractos

Se realizaron tres extracciones solido-liquido de 24 horas cada una; para ello se utilizaron
500 g de la planta seca y las extracciones fueron consecutivas en 500 mL de cada
disolvente, primero con hexano, después con cloroformo y finalmente con metanol (el
orden fue elegido por su aumento de polaridad. Posteriormente, se elimind el exceso de
disolvente con ayuda del rotaevaporador. (Zacconi & Hernandez, 2009)-



5.2 Extracto hidroalcohdlico

Se coloco en maceracion 50 g de la planta seca y molida, en 50 mL de una disolucion 1:3
agua y alcohol al 70% en un frasco ambar, se dejo reposar por 15 dias a temperatura
ambiente (20° a 25°) (Cruz Carrillo & Pulido Suéarez, 2013).

5.3 Pruebas fitoquimicas

Se realiz6 una extraccion de la planta Hyptis verticillata jacq con HCI 1N, en un vaso de
precipitado se dejo la planta durante 10 minutos con el disolvente mencionado,
posteriormente se tomd una muestra de la extraccion y se procedio a realizar las pruebas
con los siguientes reactivos:

Tabla 1: Reactivos para realizar las pruebas fitoquimica y sus respectivas interpretaciones.

Reactivo Prueba Interpretacion
Dragendorff Alcaloides Preg:l_pltado color pardo-naranja es
positivo.
. Aparicion de turbidez hasta
Taninos

precipitado da un resultado positivo.
Coloracion amarilla indica
presencia de 1 -OH, verde-grisacea
2 -OH adyacentes y azul-negro 3 —
OH adyacentes.

Suspension opaca de color verde a
azul es prueba positiva para
Jones Oxidacion de alcoholes | alcoholes primarios o secundarios,
si la solucién permanece naranja es
positivo para alcoholes terciarios
Glucosidos cardiotonicos | Coloracién naranja o roja es un
Lactonas sesquiterpénicas | resultado positivo.

Descripcién del estudio fitoquimico realizado de acuerdo con la metodologia de Ardoino, et al. (2013) para
las pruebas con los reactivos Dragendorff y Cloruro de hierro Ill, la metodologia de Ochoa Amado y

Sarmiento Mora (2018) para el reactivo de Baljet y la metodologia de Adolfo, et al.(2013)para el reactivo
Jones.

Cloruro de hierro Il
OH fendlicos (lignanos)

Baljet

5.4 Actividad antiinflamatorias: Edema auricular inducido por aceite de croton

Para la actividad antiinflamatoria, se utilizaron 6 grupos, con 6 ratones cada uno; los
ratones utilizados fueron machos de 25-30 g, cepa CD1 y se mantuvieron en condiciones
de luz y oscuridad por 12 horas, con agua y alimento disponibles hasta su uso
experimental. Se utilizé6 una disolucion de aceite de crotén en acetona al 5% (v/v) para
inducir la respuesta inflamatoria.



Para generar la inflamacion se aplicé aceite de croton de manera tépica, 10 pL en la parte
delantera 'y 10 uL en la parte trasera de la oreja derecha de cada raton. Después de 30
minutos se aplicaron los tratamientos o vehiculos en la misma oreja y en la misma
cantidad, de acuerdo con el orden correspondiente de administracion.

Tras pasar 6 horas desde la administracion del aceite de croton, se sacrificaron los
animales y se obtuvo biopsia por sacabocado de cada oreja, se determinaron los pesos
de ambas, se calculé la diferencia de pesos y finalmente el porcentaje de inhibicion de
acuerdo con la siguiente formula:

% inhibicion del edema = 100 — (peso extracto/ peso control negativo) X 100

Los tratamientos fueron administrados a una concentracion de 2 mg por oreja y
distribuidos de la siguiente manera:

Control negativo: Aceite de croton al 5% (100 % de Inflamacion)
Control positivo: Indometacina

Extracto A: Extracto cloroférmico

Vehiculo A: Acetona

Extracto B: Extracto metandlico

Vehiculo B: Etanol-agua (80:20)

Extracto C: Extracto hidroalcohdlico

Vehiculo B: Etanol-agua (80:20)

VVVVYYYY

5.5 Actividad antinociceptiva: Formalinaal 1%

Se utilizaron ratas hembra de la cepa wistar, con un peso aproximado 180-200 g, se
mantuvieron en condiciones de luz y oscuridad por 12 horas, con agua y alimento
disponibles hasta su uso experimental.

Para inducir el dolor se les administré en la pata derecha, de manera subcutanea, 50 uL
de formalina al 1%, después de 10 minutos se le administré el tratamiento y se procedi6
a contar las veces que la rata sacude su pata durante un minuto, esto se realiz6 cada
cinco minutos, durante el lapso de una hora. Terminado el experimento se grafico el
promedio de nimero de sacudidas por grupo, después se calculé el Area Bajo la Curva
(ABC) de la fase 1 (0-10 minutos) y la fase 2 (11-60 minutos).

Los tratamientos fueron disueltos en Dimetilsulfoxido (DMSO) y suspendidos en solucion
salina. Para el experimento se usaron 3 grupos, con 4 ratas por grupo:

» Grupo 1 - Control negativo: Dolor + Vehiculo al 5% (DMSO)
» Grupo 2 - Control positivo: Dolor + Diclofenaco (100 pg)
» Grupo 3 — Extracto A: Dolor + Extracto cloroformo (200 pug)



5.6 Toxicidad Aguda

Se utilizaron ratones macho CD-1 de 25-30 g de peso corporal los cuales se mantuvieron
en condiciones de luz y oscuridad por 12 horas, con agua y alimento disponibles hasta
Su uso experimental.

Se administré por via oral el extracto a evaluar de acuerdo con la metodologia de Lorke
(1983), los animales fueron distribuidos en grupos de 3 animales cada uno y se administré
el extracto de acuerdo con lo siguiente:

En la fase 1 se administré las siguientes dosis,10 mg/kg, 100 mg/kg y 1000 mg/kg.
En la fase 2 se administré las siguientes dosis,1600 mg/kg, 2900 mg/kg y 5000 mg/kg.

En ambas fases tras administrar el extracto se dejé un periodo de observacion de 24
horas para saber si los ratones sobrevivian a la dosis aplicada.

5.7 Andlisis de datos y estadistica

Los resultados de la actividad antiinflamatoria y analgésica fueron expresados con
promedio * error estandar. Se les realiz6 un ANOVA con un a de 0.05, para ello se
establecio:

Ho: La hipétesis nula, esta indica que no hay diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos.

Ha: La hipoétesis alterna, esta indica que por lo menos uno de los tratamientos tiene una
diferencia estadistica significativa.

Para la actividad antiinflamatoria se realiz6 la prueba de Tukey, y para la actividad
analgésica se realiz6 la prueba de Dunnett.

6. Discusion y resultados

6.1 Obtencién de los extractos

Se obtuvieron tres extractos secos, firmes y de color café obscuro, con un rendimiento
de 0.1% de los extractos cloroférmico, metandlico y 2% del extracto hidroalcohdélico.

Se realizaron pruebas de solubilidad a los extractos obtenidos dando como resultado que,
el extracto metandlico e hidroalcohdlico son solubles en etanol y acetona.



6.2 Pruebas fitoquimicas

Tabla 2: Resultados de la marcha fitoquimica realizada a la Hierba martina.

Reactivo Prueba Interpretacion Resultado
Dragendorff Alcaloides Col_oraC|on Negativo
naranja-verdoso
Cloruro de Taninos Turbidez Positivo
hierro Il . . . .
(FeCls) OH fendlicos (lignanos) Verde-grisaseo Positivo
Jones Oxidacion de alcoholes | Sin cambio de color Positivo
Glucoésidos
Baljet cardiotonicos Coloracion naranja Positivo
Lactonas
sesquiterpénicas

En la tabla 2 se observan los resultados de las pruebas fitoquimicas, donde la prueba
para alcaloides dio un resultado negativo, la prueba de FeClI3 fue positiva, la turbidez
sefala la presencia de taninos y el color verde-grisaseo muestra la presencia de -OH
adyacentes. Para la prueba de Jones, el ensayo no cambié de color, lo que indica la
existencia de alcoholes terciarios. Por ultimo, la prueba de Blajet dio positivo a la
presencia de glucosidos cardiotdonicos y lactonas sesquiterpénicas. Los resultados
concuerdan con los reportados en la literatura. Tovar Hernandez (2007) quien reporta la
identificacion de un compuesto fendlico (2,6-bis (1, 1l-dimetiletil)-4-metil) mediante
cromatografia de gases a partir del aceite esencial de Hyptis verticillata Jacq.

En otro articulo se describe que la planta posee distintos compuestos, dependiendo de
la parte de la planta que se utilice para extraer el aceite esencial, por ejemplo, en las
hojas se encuentran compuestos como alcaloides, flavonoides, sesquiterpenlactonas y
taninos; en cuanto al tallo se identifican alcaloides, sesquiterpenlactonas, taninos y
tripertentos, y en la raiz taninos, sesquiterpenlactonas y triterpenos (Dominguez
Escobedo, 2008). Boulogne (2013) recopilan datos sobre dicha planta, sefiala que en
general tiene un alto contenido de compuestos lignanos, y esta reportado por varios
autores la presencia de un alcaloide, un polifenol, compuestos monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos y flavonoides (Boulogne, et al., 2013).

De acuerdo con la bibliografia, se sabe que los taninos intervienen en mecanismos para
aumentar la actividad antioxidante en el plasma, aumentar las sustancias que regulan la
vasodilatacion y generar factores que ayudan a disminuir la respuesta inflamatoria
(Alvarez Parrilla, et al., 2015). Otros metabolitos que intervienen en el proceso
antiinflamatorio son los compuestos fendlicos, que pueden reducir la respuesta de la
PGE2 vy regular la produccion de IL 1 y 6, asi como el TNF, los flavonoides pueden
intervenir en la produccion del TNF y del NO, y los alcaloides ayudan en la reduccion de
citoquinas proinflamatorias, como las IL 2, 4, 6 y el TNF (Caballero Guitiérrez & Gonzélez,
2016) (Guillamén, 2018).



6.4 Actividad antiinflamatoria
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Figura 2. Efecto antiiflamatorio de los extractos CHCIs, MeOH, Hidroalcohdlico, Indometacina y Vehiculo
en el modelo del edema auricular inducido con aceite de crotdén. Los valores se presentan con las medias
de porcentajes de inhibicion * error estandar de cada grupo evaluado; n=6; ANOVA de una via seguido de
una prueba de comparaciones multiples (Tukey).

Para medir la actividad antiinflamatoria, se realiz6 una comparacion de pesos entre la
oreja a la que se le indujo inflamacién (oreja derecha), y a la que no (oreja izquierda); las
orejas sin inflamacién tienen un peso promedio de 11.42 mg, mientras que las orejas con
inflamacion y sin tratamiento, tiene un peso promedio de 28.38 mg, esto es equivalente
al 100% de inflamacién. De acuerdo a los tratamientos aplicados se obtuvieron los
siguientes resultados: en el grupo con indometacina, el peso promedio de las orejas fue
de 16.78 mg, con un porcentaje de 69.79% de actividad antiinflamatoria; en cuanto a los
tratamientos del extracto de Hierba Martina, el extracto de Metanol presenté un peso
promedio de 27.03 mg y una actividad antiinflamatoria de 7.27%, el extracto
Hidroalcohdlico fue de 26.4 mg y un porcentaje de 26.36%; y el extracto Cloroformo tuvo
un peso promedio de 22.05 mg y un porcentaje de inhibicion de 36.98%, siendo el
extracto con mayor actividad antiinflamatoria de los tres extractos probados.



Comparando estos resultados con el trabajo de Brito Alvarez, et al. (2014), en el cual
obtuvieron un extracto producto de una decoccion de las hojas secas de la planta y
realizaron el mismo modelo de inflamaciébn en orejas de ratones, su porcentaje de
inhibicién del edema fue de 15.11%; ellos consideran que para que exista una actividad
farmacoldgica, el porcentaje de inhibicion debe ser mayor al 30%, el cual resulta
favorecedor para el extracto cloroformo, que tuvo un porcentaje de 36.98 + 8 %.

Los resultados de la evaluacion del efecto antinflamatorio de la planta concuerdan con
los reportados por otros autores; Bauer, et al. (1995), evaluaron la actividad
antiinflamatoria de la Hyptis verticillata Jacq, mediante la prueba de HET-CAM (test de
irritacion ocular) para medir el retraso en la hemorragia que provocan ciertas sustancias;,
a partir del extracto crudo de acetona, obtuvieron un retraso de la irritacion del 28.8% en
comparacién con su control, y el en ensayo PSI (Inhibicién de la Prostaglandina Sintasa)
cuyos valores fueron de 88%; los autores concluyen que cuando se tienen valores en el
ensayo HET-CAM superiores a 20% y valores de entre 20-70 % en el ensayo PSI, hay
una actividad significativa en la inhibicion de la prostaglandina sintasa, y por ende la
respuesta inflamatoria, por lo que los autores corroboran la actividad antiinflamatoria de
la planta.

En otros estudios donde se hicieron decocciones de la planta; administraron de manera
oral un extracto crudo acuosos (50% de decoccion), su resultado fue comparable con el
control (Herrera, 1992); y otro estudio, donde la administracion topica de un extracto
crudo (30% de decoccién) obtuvo un 15% de reduccion de la inflamacion en comparacion
con el control (Frias, et al, 2011).

Tomando en cuenta los resultados y la bibliografia, podemos observar que los procesos
de decoccion para extraer propiedades antiinflamatorias de la planta Hyptis verticillata
jacq,son satisfactorios, ya que en los trabajos citados, tanto como en los resultados de
éste, se destacan porcentajes de actividad antiinflamatoria significativos, que indican una
actividad farmacoldgica de la planta.



6.5 Actividad analgésica
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Figura 3. Curso temporal del efecto del extracto CHClsz, MeOH, Diclofenaco y Vehiculo en la prueba de
formalina al 1%. Los datos son el promedio de 6 ratas + error estandar.

En la figura 3 se muestra el curso temporal del efecto analgésico en los distintos
tratamientos de acuerdo con el nimero de sacudidas promedio de cada grupo. De
acuerdo con esta misma figura, se observa que en el minuto O el nUmero de sacudidas
es muy alto en todos los grupos, esto se debe al dolor causado tras la administracion
(inyeccion subcutanea) del tratamiento en la pata del animal. Después observamos el
namero de sacudidas de cada grupo, cada 5 minutos, durante el lapso de una hora;
podemos decir a groso modo; que el grupo de diclofenaco es el que presentd el menor
numero de sacudidas durante el experimento, a comparacion de los demas tratamientos,
e incluso tomando en cuenta que algunos tratamientos, como lo es el del extracto
hidroalcohdlico, tienen una respuesta similar a la que presento el grupo vehiculo (grupo
sin tratamiento). Esta figura cumple con el propdsito de mostrarnos el comportamiento de
los grupos a lo largo del experimento.

El modelo esta divido en dos fases, una fase temprana (0-10 minutos), la cual esta
asociada directamente al dolor agudo (nocicepcion), y una fase tardia (11-60 minutos)



gue va relacionada a la respuesta inflamatoria (Hunskaar & Hole, 1986); las cuales se
representa mejor en la figura 4 donde se grafica el Area Bajo la Curva de cada tratamiento
en cada fase.

En la figura 4 se observa la primera fase del Area Bajo la Curva de los cuatro tratamientos;
donde el grupo vehiculo (sin tratamiento) presenta un ABC de 211.88, parecido al que
presenta el tratamiento hidroalcoholico de 218.75, los tratamientos con diclofenaco y
extracto cloroférmico, tienen un ABC similar de 125.63 y 138.13 respectivamente; esto
indica que el extracto cloroférmico tiene una actividad antinociceptiva estadisticamente
igual que el diclofenaco durante la primera fase del experimento.
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Figura 4. Area bajo la curva del nimero de sacudidas del grupo Diclofenaco, Vehiculo y extractos de Hyptis
verticillata jacq en la prueba de formalina al 1%. Fase | de 0-10 min tras la administracién de 50 pL de
formalina al 1%. Fase Il 10-60 min. Los resultados estan expresados como la media aritmética + error
estandar, n=6 poner estadistica.

Ahora, tomando en cuenta la fase Il, las ABC del grupo vehiculo y del extracto
hidroalcohdlico nuevamente son muy parecidos, de 1108.75 y 1070.00 respectivamente,
denotando que este extracto no presenta ninguna actividad antinociceptiva. El extracto
cloroférmico tiene un ABC de 826.25 y el grupo diclofenaco una de 463.13; lo que indica



que el extracto cloroformo presenta actividad antinociceptiva, pero no la misma en
comparacion al diclofenaco durante esta fase; en otras palabras; no presenta la misma
actividad antiinflamatoria, caracteristica de esta fase, que el medicamento diclofenaco.

En un recopilado bibliografico presentado por Boulogne, et al. (2013), se habla
ampliamente de la actividad analgésica que tiene la Hyptis verticillata Jacq, utilizando
generalmente el té de sus hojas para aliviar distintos padecimientos de dolor; por ejemplo,
en un estudio se reportd el uso de un extracto acuso de las hojas secas (30% de
decoccion) aplicada de manera oral en ratones, para inducir antinocicepcion, mostrando
resultados positivos, pero solamente cuando éste se aplica en altas dosis de 10g/kg.
(Moron, et al; 2008).

De acuerdo a los resultados anteriores y los obtenidos en bibliografia, podemos decir que
el extracto hidroalcohdlico no tiene efecto antinociceptivo en ninguna de las fases del
experimento. En cuando al extracto cloroférmico, si tiene actividad ante el dolor agudo
durante la primera fase; sin embargo, durante la segunda fase su actividad, aunque
significativa, no es comparable con la antiinflamacion que presenta el diclofenaco.
Tomando en cuenta lo antes dicho con los resultados obtenidos por Moron, et al (2008),
podemos considerar que una dosis mas alta del extracto cloroformo podria mejorar los
efectos antiinflamatorios durante la segunda fase.

6.6 Toxicidad Aguda

Tabla 3: Resultados de la prueba de toxicologia del extracto cloroformo.

. 1° fase del experimento 2° fase del experimento
Sustancia Dosis (mQ) Mortalidad Dosis (mQ) Mortalidad
10 0/3 1600 0/3
Extracto cloroformo 100 0/3 2900 0/3
1000 0/3 5000 0/3

Se evalué la toxicidad del extracto cloroférmico, dado que fue el Unico extracto que mostrd
actividad analgésica y antinociceptiva. En la tabla 3 se muestra el resultado de las
distintas dosis aplicadas para la prueba de toxicidad aguda, donde ninguna de las dosis
aplicadas afecto a los ratones, por ello se asume, de acuerdo con la metodologia de Lorke
(1983), que su DL50 es mayor a 5000 mg/kg, y por tanto es una sustancia sin interés
practico en el campo de la toxicologia; este resultado se puede comparar con el obtenido
en un estudio donde se analizo la toxicidad del aceite esencial de Hyptis verticillata Jacq
en un crustaceo branquiopodo conocido como Artemisa salina y sus resultados fueron
valores de DL50 > 100 pg/mL, por lo que consideraron que el aceite no es toxico (Tovar
Hernandez, 2007) (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2009).



7. Conclusiones

e La Hyptis verticillata Jacq es una planta que contiene metabolitos que son de
interés farmacologico.

e El extracto con mayor actividad inflamatoria es el extracto cloroformo.

e El extracto cloroformo present6 actividad antinociceptiva.

8. Sugerencias

e Realizar més pruebas fitoquimicas para identificar otros compuestos reportados
en la bibliografia, se sugiere el reactivo de Shinoda para identificar flavonoides y
la prueba de Liebermann-Burchard para triterpenos.

e Para el ensayo de las propiedades antinociceptivas puede aumentarse la dosis
del extracto cloroformo y observar si presenta mayor actividad durante la fase Il

e Realizar una cromatografia en columna abierta para aislar la fraccion de mayor
interés farmacoldgico.
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