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RESUMEN 

La presente disertación describe el efecto espasmolítico y 

antimicrobiano de los extractos totales derivados de ocho especies vegetales 

de amplio uso en la medicina popular de México. Las especies evaluadas 

incluyen: Conyza filaginoides (D.C) Hieren (Asteraceae), Croton fragilis HBK 

(Euphorbiacea), Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae), Gymnosperma 

glutinosum (Spreng) Less. (Asteracea), Parfhenium tomentosum D.C. var. 

stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), Potentil!a thurberi A. Gray 

(Rosaceae), Pterogonum atrorubens (Englem.) H. Gross (Polygonaceae) y 

Zomia venosaMohlenbr. (Fabaceae). 

El efecto antiespasmódico se determinó in vitro utilizado una preparación 

de ileón aislado de rata. En todos los casos se evaluó el efecto inhibitorio de 

los extractos metanólicos sobre la contracción espontánea del músculo aislado. 

Los ocho extractos ensayados inhibieron las contracciones espontáneas del 

ileón, encontrándose que el efecto farmacológico observado era dependiente 

de la concentración. El extracto de D. viscosa (Cl50=11.91 µglml) fué el más 

activo, con una potencia comparable a la del extracto metanólico de Datura 

lanosa Barclay ex Bye (Solanaceae) (Cl50=9.65 µg/ml), que fué utilizado como 

un control positivo. 

La evaluación de la actividad antimicrobiana de los extractos 

clorofórmicos y metanolicos de las plantas objeto de estudio se realizó 

utilizando 1 O cepas de enterobacterias patógenas que incluyeron: Aeromona 

hydrophila, !Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomona aeruginosa, 

Salmone!la typhi, Shigella nexneri, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, 

Vibrio parahemolyticus y Yersinia enterocolítica. Los resultados indicaron que 

siete de las nueve especies evaluadas (incluyendo D. lanosa) poseen efectos 

antibacterianos. Sin embargo, la acción antibiótica que presentaron los 
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extractos no justifica por sí sola el uso tradicional de las plantas para el 

tratamiento de "desórdenes gastrointestinales" de etiología bacteriana. 

Los resultados derivados del rastreo farmacológico de los extractos 

crudos permitieron corroborar el efecto espasmolítico que se les atribuye a las 

especies vegetales investigadas en la medicina popular. De manera adicional, 

la estrategia implementada permitió seleccionar a la D. viscosa como el 

candidato más idóneo para la obtención de principios activos potenciales con 

propiedades espasmolíticas. 

El efecto relajante de la contracción espontánea del íleo de rata 

presentado por el extracto de D. viscosa se confirmó en el modelo de ileón de 

cobayo el cual fué utilizado como bioensayo para monitorear el estudio 

fitoquímico de la planta. El fraccionamiento biodirigido del extracto 

clorofórmico-metanólico (1: 1) de D. viscosa condujó el aislamiento de cuatro 

principios activos que produjeron una inhibición, dependiente de la 

concentración, de las contracciones espontáneas del ileón de cobayo. Los 

principios espasmolíticos se caracterizaron como: la sakuranetina (CI50=15.98 

µg/ml), la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-drihidroxi-flavona (CI50=15.89 µg/ml), el ácido 

huatriwaico (Cl50=8.59 µg/ml) y el ent-15,16-epoxi-9aH-labda-13(16)14-dien-

3f3-8a-diol (Cl50=6.17 µg/ml). De manera adicional, los compuestos inhibieron 

las contracciones del ileón de cobayo inducidas por estimulación eléctrica. La 

sakuranetina y el ent-labdano resultaron ser los relajantes más potentes con 

Cl50 de 4.69 µg/ml y 19.37 µg/ml respectivamente. 

En otra serie de experimentos diseñados para ampliar la caracterización 

farmacológica de los compuestos aislados, se evaluó el efecto de los mismos 

sobre las contracciones del ileón de cobayo inducidas por la acetilcolina (Ach), 

la histamina y el cloruro de bario. En estos ensayos, la sakuranetina y el ent

labdano inhibieron las contracciones evocadas por la (Ach), la histamina y el 

cloruro de bario en el ileón de cobayo. Los resultados obtenidos sugerían que 
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el mecanismo de acción del efecto relajante producido por estos compuestos 

era inespecífico y que probablemente ambas sustancias estaban actuando en 

un paso común en el mecanismo de la contracción muscular inducido por los 

espasmógenos de prueba. Esta hipótesis se confirmó cuando se demostró que 

ambos compuestos producían una inhibición de las contracciones inducidas 

por Ca2+ en el útero de rata, originando un desplazamiento hacia la derecha de 

las curvas concentración-respuesta de Ca2+. Los resultados obtenidos 

indicaron que el efecto relajante de la musculatura lisa producida por la 

sakuranetina y el ent-labdano se debe a una interferencia del metabolismo de 

Ca2+ en la célula muscular. 

Por otra parte, la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-drihidroxi-flavona inhibió las 

contracciones del ileón de cobayo inducidas por la histamina y el cloruro de 

bario, sin afectar la respuesta de la acetilcolina. La falta de antagonismo en la 

respuesta a la Ach presentada por la flavona, aparentemente descarta la 

posibilidad de que este compuesto interfiere con el influjo de Ca2+ en la célula 

muscular, como se ha descrito para otros flavonoles. Sin embargo, es 

necesaria la realización de más investigaciones a fin de comprobar esta 

propuesta. 

El ácido huatriwaico provocó en el ileón de cobayo una inhibición de las 

contracciones inducidas por la histamina y un incremento de las contracciones 

evocadas por el cloruro de bario, sin modificar las contracciones inducidas por 

la Ach. Este comportamiento complejo no se puede explicar considerando un 

mecanismo de acción simple y evidentemente es necesario realizar una 

investigación farmacológica más detallada con el objeto de caracterizar el 

modo de acción de este diterpenoide. 
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1. INTRODUCCION 

La flora mexicana, con su gran diversidad y riqueza, constituye 

indudablemente el principal recurso terapéutico empleado en la medicina 

tradicional. Estudios recientes indican que en México existen siete mil especies 

vegetales, botánicamente clasificadas, que son utilizadas por la población 

mexicana con fines curativos (Lozoya, 1993). De estas especies, se ha descrito 

un "grupo básico de 1000 plantas" que ha sido empleado en la medicina 

tradicional de México durante casi 400 años. La gran mayoría de estos 

vegetales son utilizados para el tratamiento de enfermedades comúnes tales 

como infecciones respiratorias y de la piel, desórdenes gastrointestinales, 

hipertensión, dolor y diabetes o para inducir el sueño o el parto (Lozoya, 1994). 

Las encuestas nacionales sobre el uso de remedios vegetales en la 

medicina tradicional mexicana realizadas por investigadores del Instituto 

Mexicano del Seguro Social durante la última década, indican que 

aproximadamente el 78% de las plantas que prescriben los médicos 

tradicionales se emplean para el tratamiento de padecimientos digestivos, 

respiratorios y de la piel (Aguilar y Camacho, 1984; Lozoya et al., 1987; Aguilar 

et al., 1994). Resulta interesante señalar que el mayor porcentaje de estas 

especies vegetales (38 %) se utiliza para tratar diversos desórdenes 

gastrointestinales e incluyen plantas a las que se les atribuyen efectos 

antiparasitarios, espasmolíticos, laxantes, antidiarréicos y coleréticos (Aguilar y 

Camacho, 1984; Lozoya et al., 1987). Esta información corrobora el hecho de 

que las enfermedades gastrointestinales constituyen uno de los padecimientos 

más difundidos en el país y demuestra que la medicina tradicional se avoca 

fundamentalmente a la solución de los problemas de salud más básicos de la 

población mexicana. 

Desafortunadamente, en México el porcentaje de las especies vegetales 

medicinales estudiadas desde el punto de vista farmacológico es relativamente 
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bajo y actualmente se considera que de todas las especies en uso sólo se 

conocen, con criterios de carácter experimental y científico, las propiedades 

farmacológicas de aproximadamente el 1.5% (Lozoya, 1993). 

En el caso particular de las plantas utilizadas para el tratamiento de 

padecimientos gastrointestinales, las cinco especies de mayor uso en nuestro 

país son las siguientes: Mentha piperita (espasmólitico y digestivo), Matricaria 

chamomilla (espasmolítico, antiinflamatorio y digestivo), Artemisia mexicana 

(desparasitante y espasmolítico), Chenopodim ambrosioides (desparasitante y 

espasmolítico) y Psidium guajava (antidiarreico) (lozoya, 1987). Es importante 

señalar que estas plantas ya han sido objeto de estudios fitoquímicos y 

farmacológicos que de alguna manera permiten explicar, parcial o totalmente, 

su uso medicinal. Sin embargo, cabe mencionar que estos estudios, realizados 

en gran parte por investigadores extranjeros, no fueron el resultado de 

investigaciones multidisciplinarias sistemáticas, sino más bien el producto de 

trabajos aislados. 

Con base en estos antecedentes, resulta evidente que en la actualidad 

sólo se tiene un conocimiento empírico de la gran mayoría de las especies 

utilizadas en la medicina tradicional mexicana para la cura de Jos llamados 

"desórdenes gastrointestinales ", ya que a la fecha no se han efectuado 

estudios sistemáticos tendientes a determinar su efecto farmacológico, ni 

tampoco se han realizado estudios fitoquímicos biodirigidos con miras a la 

caracterización de sus principios activos. 

Desde esta perspectiva surgió la presente disertación, como parte de un 

proyecto de investigación interdisciplinario que tiene por objeto obtener 

principios activos espasmolíticos potenciales a partir de especies de Ja flora 

medicinal mexicana seleccionadas mediante un rastreo farmacológico 

preliminar. 

En el caso del presente trabajo, las especies preseleccionadas para su 

evaluación farmacológica preliminar fueron las siguientes: Conyza Ulaginoides 
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(D.C) Hieron (Asteraceae), Croton fragilis HBK (Euphorbiacea), Dodonaea 

viscosa Jacq. (Sapindaceae), Gymnosperma g/utinosum (Spreng) Less. 

(Asteracea), Parfhenium tomentosum D.C. var. stramonium (Greene) Rollins 

(Asteraceae), Potentilla thurberi A. Gray (Rosaceae), Pterogonum atrorubens 

(Englem.) H. Gross (Polygonaceae) y Zomia venosa Mohlenbr. (Fabaceae). 

Todas ellas gozan de reputación folclórica como agentes espasmolíticos para 

el tratamiento de diversos padecimientos gastrointestinales que incluyen 

cólicos, diarrea y disentería (Cuadro 1 ). 

Cuadro 1. Especies vegetales seleccionadas para el raestro farmacológico 
preliminar. 

Nombre científico Nombres vuloares Parte usada 

Conyza fi/aginoides Comolxochitl, simonillo, Planta entera 
(Asteraceae) hierba amaraa, iimonillo 

Croton fragilis - Corteza y hojas 
IEuohorbiaceae) 

Dodonaea viscosa Cuerno de cabra, Partes aéreas 
(Sapindaceae) chapuliztle 

cacho venado 

Gymnosperma g/utinosum Escobilla, jarilla, Planta entera 
(Asteraceae) tatalenchos 

oeoaiosa, xoneouilitl 

Parthenium tomentosum - Planta entera 
{Asteraceae) 

Potentilla thurberi - Corteza 
(Rosaceae) 

Pterogonum atrorubens - Corteza 
(Polygonaceae l 

Zomia venosa Hierba de la víbora Planta entera 
(Fabaceael 
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2.ANTECEDENTES 

2.1 ANTECEDENTES DE LAS LAS ESPECIES SELECCIONADAS PARA EL 

RASTREO FARMACOLOGICO 

Las especies Conyza filaginoides, Gymnosperma g/utinosum, 

Parthenium tomentosum y Zomia venosa han sido objeto de estudios 

fitoquímicos previos. Los resultados derivados de estos trabajos se especifican 

en el Cuadro 2. 

Una revisión en la bibliografía demostró que ninguna de las especies 

seleccionadas ha sido evaluada como agente antiespasmódico. 

Cuadro 2. Estudios fitoquímicos realizados sobre algunas de las especies 
seleccionadas para el rastreo farmacológico preliminar. 

Planta Metabolito aislado 

P. tomentosum 

o 
1. lvalbatina 

P. tomentosum 

2, Partomentina 

Referencias 

Maldonado et al., 
1985. 

Maldonado et al., 
1985. 



Continuación del cuadro 2 

P.· tomentosum 

o 
3, ticanina 

P. tomentosum 

o 
4, Ligulatina 

P. tomentosum 

5, 4-0-Desacetil-ligulatina 

Maldonado et al., 
1985. 

Maldonado et al., 
1985. 

Maldonado et al., 
1985. 

P. tomentosum 6, Aceites esenciales: Sabineno, Kukamoto et al., 
camfeno, pineno, terpinoleno, limoneno, 1985. 

ocimeno, 1, 8-cineol. 

8 



Continuación del cuadro 2 

P. tomentosum 

7, 1-Dehidro-peruvinina 

P. tomentosum OH 

O Me 

8, 3,3'-Dimetoxi-quercetagenina 

P. tomentosum 

9, Parthoximentina 

P. tomentosum 

o 
10, Acetil-ivalbatina 

Maldonado et al, 
1985. 

Rodríguez et al, 
1972. 

Maldonado et al, 
1985. 

Maldonado etal, 
1985. 

9 



Continuación del cuadro 2 
' 

G. glutinosum 

G. glutinosum 

MeO 

G. glutinosum 

Meo 

G. glutinosum 

11, Gymnospermina 

OMe 

OMe 

OMe 

OH O 

12, Luiselizondina 

O Me 

OH O 

13, Emmaosunina 

14, Camfeno 

Miyakado et al, 
1974. 

Domínguez, 1974. 

Domínguez, 1974. 

Domínguez, 197 4. 



Continuacón del cuadro 2 

G. glutinosum 

G. glutinosum 

C. ñlaginoides 

C. ñ!aginoides 

ó 
1 
1 

~ 

15, Felandreno 

16, Pinano. 

17, Spinastero1-

18, B-amyrina 

11 

Domínguez, 1974. 

Domínguez, 1974. 

Domínguez, 1972. 

Domínguez, 1972. 



Continuación del cuadro 2 

Z. venosa ~ 
~oAo 
19, Cumarina 

12 

López, 1981. 
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2.2 ANTECEDENTES DE OODONAEA VISCOSA 

Desde el punto de vista fitoquímico D. viscosa ha sido investigada por 

varios autores. Estas investigaciones permitieron el aislamiento y 

caracterización de varios flavonoides (Sastry y Nayudamma, 1966; Sachdev y 

Kulshreshtha, 1983; Mata eta/., 1991), algunos diterpenoides (Hsu eta/., 1971; 

Sachdev y Kulshreshtha., 1983; Mata et al., 1991 ), taninos condensados 

(Sastry y Nayudamma, 1986), algunos triterpenoides (Wagner et al., 1987), un 

ester p-cumárico del L-mio-inositol (Mata et al., 1991) (Cuadro 3). 

De las semillas se obtuvieron dos saponinas con actividad biológica, los 

dodonósidos A y B. La mezcla de saponinas posee propiedades 

antisudorantes, molusquicidas e incrementan la fagocitosis (Wagner et al., 

1987). 

Cuadro 3. Estudios fitoquímicos realizados sobre Dodonaea viscosa. 

Metabolito aislado 

HO 

20, Aliarina 

OH 

Referencia 

Sachdev y Kul.shershatha, 
1982. 



Continuación del cuadro 3 

' HO 

OH O 

21, Viscoso! 

HO 

OH O 

22, 5,7-dihidroxi-3'-(3-hidroxi-metil-butil)-
3,6,4'-trimetoxi-flavona 

OH O 
23, 5-hidroxi-3,6, 7,4'-tetra-metoxi-flavona 

Sachdev y Kulshershatha, 

1986. 

Sachdev y Kulshershatha, 

1983. 

Dreyer, 1978. 

14 



Continuación del cuadro 3 

OH Sachdev y Kulshershatha, 

1983. 

CHaO 

CHaO 
OH O 

24, 3'-(3-hidroxi-metil-butil)-3,5,6, 7,4' 
penta-metoxi-flavona 

OH Sachdev y Kulshershatha, 

CHaO 

CHaO 

OH O 

25, 5,4' -dihidroxi-3'-(3-hidroxi-metil-butil) 
-3,6, 7-trimetoxi-flavona 

HO OC Ha 

CHaO 
OH O 

26, Santina 

1983. 

Creyer, 1978. 

15 



Continuación del cuadro 3 

Dreyer, 1978. 
HO OH 

27, Penduletina 

Dreyer, 1978. 
HO 

28, 5,7,4'-trihidroxi-3,6-dimetoxi-flavona 

Sachdev y Kulshershatha, 
HO 1983. 

OH O 

29, Pinocembrina 

30, 5-hidroxi-3, 7-dimetoxi-flavona 

Sachdev y Kulshershatha, 
1983. 

16 
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Continuación del cuadro 3 

Dreyer, 1978. 

OH O 

31, 5-hidroxi-3, 7,4'-trimetoxi-flavona 

Nair y Subramanian, 1975. 

HO 

OH O 

32, 3-0-Rutinosil isoramnetina 

OH Nair y Subramanian, 1975. 

33, 3-0-13-D-Galactosil quercetina 

OH Nair y Subramanian, 1975. 

34, 3-0-Rutinosil quercetina 



Continuación del cuadro 3 

HO 

Hsu y Hong-Yen, 1971. 

o 

HOOC 

35, Acido Hautriwaico 

?H?H Dimbi eta!., 1985. 

02c-T-cH-

···,.o C-C=CH 2 
1 1 

'''''OH 

36, (2,3-dihidroxi-2-metil-butiroilo)-22-
ageloato de jegosapogenoilo 

1 1 Dimbi eta!., 1985. 
02C-C-CH-

i 

R=C~OH 

37, 22-22-dlangeloato de barrigenilo 

18 



Continuación del cuadro 3 

Hfr-O 
OR1 

R 1 '2 = Arablnofuranosil 

Galactoplranosil 

1 9H3 1H 
R 3'

4 = c-c=c 
8 'cH:i 

CH3, ,0, ,CH:i 
· e-e 
-e' 'H 

b 
38, Dodonosido A. 

Dodonosido B 

HO~ 
OR1, 

R 1 '2 = Arablnofuranosil 

Galactopiranosil 

1 9H3 1H 
R3'4 = c-c-c-H 

8 · 'CH3 

CH3....,,0, ;.CH3 
e-e 

-e' 'H 
11 o 

39, Dodonósido B 

j HO~i-"\:'OH 
HO~ OH OAc 

...? ...? ..... o~OMe 

o 
40, 1-L-1-0-metil-2-acetil-3-p-cumaril-myo-inositol 
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Wagner y Ludwig, 1987. 

Wagner y Ludwig, 1987. 

Mata eta/., 1991. 



Continuación del cuadro 3 

OH Mata etal., 1991. 

-

OH O 

41, 3,7-dimetoxi-5,6.4'-trihidroxi-flavona 

()

OH 

MeO'('(OI("' w 
OH O 

42, sakuranetina 

43, ent-15, 16-epoxi-9-a. H-labda-
13 (16) 14-dien-3B,8a.-diol 

Mata et al., 1991. 

Mata eta/., 1991. 
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2.3 AGENTES ANTIESPASMODICOS DE ORIGEN VEGETAL 

Un antiespasmódico es un compuesto que, al inducir relajación, inhibe 

los espasmos musculares. Los antiespasmódicos empleados para el 

tratamiento de los desórdenes gastrointestinales son sustancias que 

disminuyen la función motora del músculo liso del tracto digestivo y 

comprenden dos grupos principales de fármacos: los antagonistas colinérgicos 

muscarínicos y !os agonistas opiodes (Gilman et al, 1992). Existen otras 

clases de relajantes de la musculatura lisa gastrointestinal cuyo uso terapéutico 

para este fin se encuentra restringido, debido a sus importantes efectos sobre 

otros tipos de músculo liso, entre estos compuestos se incluyen: los agonistas 

13 adrenérgicos, las metilxantinas y los bloqueadores de los canales de Ca2•. 

Por otra parte, existen otros fármacos que, como consecuencia de o 

adicionalmente a su principal efecto farmacológico, relajan la musculatura lisa 

intestinal entre los que se pueden mencionar los anestésicos locales y !os 

antagonistas histaminérgicos, entre otros (Gilman et al., 1992). 

Los antiespasmódicos de origen vegetal se pueden clasificar en cinco 

grupos principales, de acuerdo con su mecanismo de acción: !os antagonistas 

colinérgicos muscarínicos, los agonistas de neuropéptidos endógenos, los 

bloqueadores de los canales de Ca2•, los inhibidores de la adenosin 3',5'

monofosfato cíclico (AMPc) fosfodiesterasa y los activadores de la adenilato 

ciclasa. Es importante hacer notar, que existen muchos productos naturales de 

origen vegetal con propiedades espasmolíticas cuyo mecanismo de acción no 

ha sido caracterizado. 

ANTAGONISTAS COLINERGICOS MUSCARINICOS 

Los metabolitos secundarios más importantes de este grupo son Jos 

alcaloides tropánicos atropina y escopolamina. Aunque también se han descrito 

algunos alcaloides pirrolizidínicos con propiedades anticolinérgicas 

muscarínicas. 
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Atropina, escopolamina ll antagonistas colinérgicos muscarínicos relacionados 

La atropina 44 y la escopolamina 45 (Cuadro 4), son alcaloides 

obtenidos partir de especies vegetales de la Familia Solanaceae. La atropina 

se obtiene principalmente de Atropa belladona y de varias especies del género 

Datura, Hyoscyamus y Duboisia, la escopolamina es particularmente 

abundante en Datura fastuosa var. alba, D. mete/, Hyosciamus nigery Scopolia 

camio/oca (Tyler et a/., 1989; Gilman et al., 1992). 

Cuadro 4. Antagonistas colinérgicos muscarínicos. 

1. Alcaloides tropánicos de origen natural 

CH3 I 
PH3 

N 

~ NC)==i/o 
Ó,~ ,,CH20H 

c-9-H 

o 
45, Escopolamina 

2. Aminas terciarias 

46, Homatropina 

0, 11 .wCH20H 
c-1-H 

o 
44, Atropina 

47, Eucatropina 



Continuación del cuadro 4 

•Q>--cH,-N---CS? 
ÓH2 8 tH2 
1 1 

CH3 OH 

48, Tropicamida 49, Amprotropina 

3. Compuestos de amonio cuaternario 

. 50, Ambutorio (R = etil, R' = melil) 
lsopropamida (R = R' = isopropil) 51, lpratropio (Sch 1 000) 

52, Dibutolina 
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La atropina se considera como el prototipo de los agentes 

antimuscarínicos y su estructura molécular ha constituido un modelo para la 

obtención de numerosos compuestos semisintéticos y sintéticos de acción más 

selectiva, sobre todo a nivel del intestino. En el Cuadro 4 se muestran las 

fórmulas de diversos fármacos de tipo atropínico, los cuales se dividen en dos 
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grupos principales: aminas terciarias y compuestos de amonio cuaternario 

(Foye e/al, 1995). 

El efecto farmacológico de los bloqueadores muscarínicos es 

cualitativamente el opuesto al efecto de la Ach en los receptores muscarínicos: 

las dosis pequeñas reducen la secreción salival y bronquial y la sudoración; 

dosis mayores producen midriasis y bloqueo de los efectos vagales sobre el 

corazón, por lo que originan un aumento de la frecuencia cardíaca; dosis aún 

mayores inhiben el control parasimpático de la vejiga y el tracto 

gastrointestinal, produciendo una inhibición de la micción y de la motilidad 

intestinal (Londong, 1986). 

La atropina y la escopolamina son bloqueadores competitivos de los 

receptores muscarínicos localizados en los órganos efectores inervados por el 

sistema nervioso autónomo parasimpático y de los receptores muscarínicos 

neuronales y ganglionares localizados en el sistema nervioso periférico (SNP) 

y en el SNC (Gilman eta!., 1992; Foye, 1995). 

Con el objeto de facilitar la comprensión del mecanismo de acción de 

los antagonistas muscarínicos, a continuación se describen de manera breve 

los receptores colinérgicos muscarínicos y sus mecanismos de transducción de 

señales. 

Los receptores colinérgicos se clasifican en dos grupos principales: 

nicotínicos y muscarínicos. Los receptores nicotínicos son canales iónicos 

abiertos por ligando cuya activación provoca un aumento rápido en la 

permeabilidad celular al Na+ y al K+, despolarización y excitación (Gilman et al., 

1992). Por otra parte, los receptores muscarínicos pertenecen a la clase de los 

receptores acoplados a proteína G (Haga, 1985) 

Los receptores muscarínicos son glucoproteínas con pesos moleculares 

de aproximadamente 80 KDa y, corno ya se mencionó, pertenecen a una 

superfamilia de proteínas receptoras cuyas funciones astan mediadas por 

interacción con proteínas G (Haga eta/., 1985; 1986). Estos receptores constan 
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·de 400-600 residuos de aminoácidos con un arreglo de siete segmentos 

transmembranales, en el cual el grupo COOH se localiza en la región 

extracelular y el grupo NH2 terminal se localiza intracelularmente. El sitio de 

unión para la Acetilcolina (Ach), sus agonistas y antagonistas, se encuentra en 

el interior del haz de hélices que se localiza extracelularmente, de tal forma que 

la unión al ligando puede inducir un cambio conformacional en la superficie 

citoplasmática del receptor (Bonner, 1989) (Figura 1 ). 

La proteína G acoplada al receptor membrana! muscarínico, actúa como 

un enlace entre el sitio de unión al ligando en la superficie celular y la enzima 

localizada en el lado citoplámico de la membrana celular. La proteína G está 

unida a la superficie interna de la membrana plasmática y consiste de tres 

subunidades designadas como ex, 13 y y. Cuando el sistema se encuentra en 

fase inactiva porque no existe unión de ligando en el receptor membrana!, el 

difosfato de guanina (GDP) se une a la subunidad ex. En el momento en que se 

une un ligando (agonista) al receptor membrana!, aumenta la afinidad de la 

subunidad ex por el trifosfato de guanina (GTP). La fijación de GTP activa la 

subunidad a. y entonces el complejo cx-GTP se disocia del complejo ¡3y, el cual 

se une a la enzima efectora asociada modificando su actividad (Figura 2). Las 

enzimas efectoras cuya función se encuentra regulada por proteínas G 

acopladas a receptores colinérgicos muscarínicos son la adenilato ciclasa y la 

fosfolipasa C (Gilman et al, 1992). 
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Figura 1. Representación del receptor muscarínico. 
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Figura 2. Activación de: a) una enzima efectora o b) un canal iónico por la 

interacción de un receptor con su ligando mediante una proteína G. 
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Actualmente se han se han detectado, por clonación molecular, cinco subtipos 

de receptores colinérgicos muscarínicos designados como M1, M2, M3, M4 y M5 

(Bonner, 1989). Los receptores M1 se localizan en los ganglios y en varias 

glándulas secretoras; los receptores M2 predominan en el miocardio y también 

parecen encontrarse en el músculo liso; los receptores M3 se localizan en el 

músculo liso y las glándulas secretoras y existe poca información con relación 

a la localización de los receptores M4 y M5 .. Los cinco subtipos de receptores 

se localizan en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Gilman eta/., 1992). 

Los receptores muscarínicos actúan por dos vías, dependiendo de la 

enzima efectora acoplada a la proteína G asociada al receptor. Los receptores 

M1, M3 y M5 parecen activar una proteína G que es la responsable de la 

estimulación de la actividad de la fosfolipasa C; el resultado es la hidrólisis de 

los polifosfatos de fosfatidilinositol membranales para formar polifosfatos de 

inositol. Algunos de los isómeros del polifosfato de inositol, principalmente el 

inositol-1,4,5 trifosfato, producen una liberación de Ca2+ intracelular de los 

depósitos en el retículo endoplásmico. De tal forma, que estos receptores 

median fenómenos Ca2+-dependientes como la contracción del músculo liso y 

la secreción (Berridge, 1988). El otro producto de la reacción de la fosfolipasa 

C, el diacilglicerol, activa con el Ca2+ una proteína cinasa C, modulando la 

actividad de diferentes sistemas enzimáticos (Nishizuka, 1986). 

Los receptores M2 y M4 interactúan con proteínas G¡ produciendo 

inhibición de la adenilatociclasa, activación de los canales de K+ y modulación 

de la actividad de los canales de Ca2+ en ciertos tipos celulares (Gilman, 1987). 

Las consecuencias funcionales de estos efectos son más evidentes en el 

miocardio, donde la inhibición de la adenilato ciclasa y la activación de los 

canales de K+ podrían explicar los efectos ionotrópicos y cronotrópicos 

negativos de la Ach (Gilman et al., 1992). 

Tanto la atropina como la escopolamina son antagonistas colinérgicos 

muscarínicos no selectivos, que deben su efecto relajante de la musculatura 
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lisa gastrointestinal principalmente a su interacción y bloqueo de los receptores 

muscarínicos M3 y M1, (Gilman et al, 1992). Se ha propuesto que estos 

alcaloides tropánicos así como la Ach, requieren una conformación específica 

para interaccionar con los receptores muscarínicos (Figura 3). En el caso de la 

Ach, se propone que los únicos grupos que interaccionan con el receptor son el 

grupo catiónico amino cuaternario [-N+(CH3h] y el grupo metilo C(7), el primero 

mediante fuerzas electrostáticas y el segundo por fuerzas de Van der Waals. 

La distancia del plano que contiene los hidrógenos del C(7) al residuo catiónico 

en la Ach es muy similar a la distancia entre el anillo benzénico y el átomo de 

nitrógeno en la atropina (575 y 625 pm, respectivamente), indicando que 

ambas moléculas interaccionan con el receptor muscarínico en el mismo sitio y 

de manera semejante. Las interacciones de Van der Waals del grupo metilo 

C(7) en la Ach es paralela a la interacción del anillo benzénico plano de la 

atropina; en tanto que Jos átomos de nitrógeno cargados positivamente 

interacdonan con el mismo sitio aniónico en el receptor. 

Las características estructurales que distinguen a los antagonistas 

muscarínicos parecen ser: a) la presencia de un grupo lipofílico capaz de 

interaccionar con el receptor muscarínico mediante fuerzas de Van der Waals a 

una distancia de un grupo nitrógeno cargado positivamente semejante a la 

distancia entre el metilo C(7) y el nitrógeno en la Ach y b) la presencia de un 

grupo nucleofílico adicional, OH (3) en el caso de la atropina, en una relación 

espacial similar a la existente en la molécula de atropina (Pauling y Petcher, 

1970; Foye et al 1995). 
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Figura 3. Conformación requerida para la interacción de las moléculas de la 

Ach y la atropina con los receptores colinérgicos muscarínicos. 
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Alcaloides pirrolizidínicos con acción anticolinérqica muscarínica 

Otro grupo de metabolitos secundarios a los que se les ha demostrado 

un efecto antiespasmódico· relacionado con un bloqueo de los receptores 

muscarínicos, es el de los alcaloides pirrolizidínicos (Pomeroy y Rapar, 1971; 

Hattocks, 1986 y referencias allí citadas). Este tipo de alcaloides se encuentra 

distribuido en diversas familias de plantas, que se han utilizado durante mucho 

tiempo en la medicina tradicional para el tratamiento de diferentes afecciones. 

Sin embargo, el interés en el estudio de los alcaloides pirrolizidínicos ha 

disminuido debido principalmente a su hepatotoxicidad (Shoental, 1957; 

Culvenor eta!., 1962; Hattocks, 1986). 

Pomeroy y Rapar (Pomeroy y Rapar, 1971) describieron la evaluación 

del efecto antiespasmódico de 11 alcaloides pirrolizidínicos, empleando una 

preparación de íleón aislado de cobayo (Cuadro 5). Los resultados de dicha 

investigación demostraron que estos metabolitos pueden dividirse en dos 

grupos, de acuerdo a su mecanismo de acción antiespasmódica. El primer 

grupo incluye pirrolizidinas que producen un bloqueo competitivo de los 

receptores colinérgicos muscarínicos (la platifilina, la cinaustralina, la heleurina 

y la supinina). El segundo grupo esta constituido por pirrolizidinas con un 

mecanismo de acción inespecífico (la senecionina 59, la heliotrina 56, la 7-

angelato-heiotridina 57, la sarracina 63, la espectabilina 61, la lasiocarpina 62 

y Ja monotrotalina 58). 

Los alcaloides pirrolizidínicos con posible actividad antimuscarínica 

poseen características estructurales similares a las de Jos antagonistas 

muscarínicos clásicos: un átomo de nitrógeno terciario, un enlace éster y 

grupos hidroxilos y alquiles. Mas aún, su estructura molecular indica que estos 

compuestos pueden adoptar una conformación que les permite unirse a todos 

los sitios de unión propuestos para Jos antagonistas de Jos receptores 

muscarínicos (Pomeroy y Raper, 1971 ). 
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Cuadro. 5 Alcaloides pirrolizidínicos relajantes de la musculatura lisa. 

H3C, PH3 
9H 

9H2-o-co-9-9H-CH3 ro HO OH 

53, Cynaustralina 

H3C, PH3 
Hy ?H 

CÓ
2-o-co-9-cH-cH3 

OH 

55, Supinine 

H, ,.CH3 
C=C 

H,é 'cºM'º" 
57, 7-Angelilheliotridina 

59, Senecionina 

H3C, PH3 
Hy ?CH3 

~H2-o-co-9-cH-CH3 

ci-> OH 
N 54, Heleurine 

H3C, PH3 
Hy ?CH3 

.

k__Hº_j ~H2-o-co-¿H CH-CH3 

\_.I/J 56, Heliotrine 

H3C OH 
. . .. 1 1 
CH3-:-CH--C-C-CH3 . tÓ ¿H to 

I·· 1 tó'-0 
58, Monocrotaline 

H3C H OH 
' I , H CH2-C-C--CH3 ' .... ' C=C CO 

I · 1 / 
H3C CO 

1 o 

w~ 
60, Platifilina 
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Continuación del cuadro 5 

H, CH 1 CH3 
C=c' 

3 
Clii3-6-0H 

CH( C0-0 CH2-o-Óo-t-CH-CH3 )-_,_l 1 1 
\_..~_) HO OCH3 

62, Laslocarpin a 

61, Espectabilina 

63, Sarracina 

AGONISTAS OPIOIDES . l 
Otro grupo importante de antiespasmódicos de origen veget 1 incluye a 

los alcaloides del opio: morfina y codeína, que consituyen los único~ agonistas 
! 

opiodes aislados de fuentes vegetales. 

El opio es el látex desecado que se obtiene por la incisión de las 

cápsulas de semillas inmaduras del Papaver somniferum Linné o su variedad 

a/bum OeCandolle (Fam. Papaveraceae). A partir del opio se han aislado más 

de treinta alcaloides, entre los que destacan: la morfina, que se encuentra en 

una proporción de 4 a 21 %; la codeína, de 0.8 a 2.5%; la noscapina, de 4 a 

8%; la papaverina, de 0.5 a 2.5%; y la tebaína, de 0.5 a 2% (Tyler e(al., 1989) 

(Cuadro 6). 
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~ Cuadro 6. Agonistas opiodes aislados del Papaver somniferum. 

64, Morfina 65,Codeína 

Considerando que la morfina y la codeina son agonistas directos de 

neuropéptidos opioides, a continuación se describen algunos aspectos de los 

receptores opioides que facilitarán la comprensión del mecanismo de acción de 

estos alcaloides. 

Los péptidos opiodes constituyen el grupo de neuropéptidos más 

estudiado, cuya distribución celular y función se localiza principalmente en el 

CNS y en el tracto gastrointestinal. Actualmente se reconocen tres distintas 

familias químicas de neuropéptidos opiodes, las encefalinas, las endorfinas y 

las dinorfinas. Asimismo, existen evidencias, que apoyan la existencia de tres 

categorías principales de receptores opioides, que se designan con las letras 

del alfabeto griego µ, " y o (Zukin y Zukin, 1981 ). Los tres tipos de receptores 

actúan principalmente por modulación inhibitoria de la transmisión sináptica en 

el SNC y en el plexo mientérico y se encuentran principalmente en las 

terminaciones nerviosas presinápticas donde su acción es el resultado de una 

disminución de la liberación de neurotransmisores excitadores. Los receptores 

µ y o están asociados a una proteína Gi, de tal modo que la activación de los 

receptores origina una inhibición de la adenilato ciclasa. Sin embargo, éste no 

parece ser el único mecanismo involucrado en la función de estos receptores, 
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ya que por ejemplo, la activación de los receptores µ en las neuronas del locus 

ceruleus o de los receptores o en las neuronas entéricas, produce activación de 

los canales rectificadores de K+ originando una hiperpolarización de la 

membrana neuronal que ocasiona una reduccion de la duración del potencial 

de acción presináptico, con la consecuente disminución de la liberación de 

neurotransmisores excitatorios (North y Williams, 1985). Por otra parte, la 

activación de los receptores K produce un bloqueo de los canales de Ca2+ 

voltaje-dependientes tipo N en las neuronas del plexo mientérico y de los 

ganglios de las raíces dorsales (Cherubini y North, 1985). A la fecha se 

desconoce si estos efectos son el resultado directo de la interacción de una 

proteína G con el canal iónico o si implican la hidrólisis de los fosfoinositósidos 

(Gilman eta!., 1992; Foye eta!., 1995). 

Con base en estudios de afinidad por agonistas, se han detectado dos 

tipos de receptoresµ: los receptores µ1, localizados principalmente en el SNC y 

los receptores µ2 localizados en el SNC y en el plexo mientérico (Gilman et al., 

1992). 

La morfina y la codeína, al igual que todos los agonistas opioides, 

actúan principalmente en los receptores opioides tipo µ y tal vez en los K y o. 
Es probable que estos compuestos produzcan analgesia principalmente por su 

interacción con los receptores µ. Otras consecuencias de las activación de los 

receptores µ incluyen depresión respiratoria, miosis, reducción de la motilidad 

gastrointestinal y euforia. Se ha propuesto que los receptores µ 1 son los 

mediadores de las acciones analgésicas y que los receptores µ2 y o median la 

depresión respiratoria y la relajación de la musculatura lisa gastrointestinal 

(Pasternak, 1988). 

En el tracto gastrointestinal, la morfina y los agonistas opioides 

disminuyen las secreciones gástrica, biliar, pancreática e intestinal y originan 

un aumento del tono basal de la porción antral del estómago y de los intestinos 
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delgado y grueso. Estos compuestos producen también un aumento de las 

contracciones intestinales rítmicas no propulsivas y una disminución del 

peristaltismo propulsivo; originando por lo tanto, que la circulación del 

contenido intestinal se retrase y, en consecuencia, se aumente la absorción de 

agua. Adicionalmente, el tono del esfínter anal se incrementa y esto, junto con 

la disminución del movimiento en todo el tubo digestivo, y la deshidratación de 

las heces, justifica el empleo de los agonistas opioides para el tratamiento de la 

diarrea (Gilman et al, 1992). 

Se propone que la disminución del peristaltismo producida por la 

morfina, la codeína y los agonistas opioides, probablemente se debe a su 

interacción con receptores µ2 presentes en las fibras nerviosas 

posganglionares parasimpáticas, la cual origina una disminución de la 

liberación de Ach a partir de las terminales axónicas de las neuronas 

colinérgicas del plexo de Auerbach en el intestino (Coupar, 1987). 

Los agonistas opioides constituyen los medicamentos básicos para el 

tratamiento farmacológico inespecífico de la diarrea. Aunque durante mucho 

tiempo se utilizaron soluciones hidroalcohólicas de polvo de opio, ahora se 

prefiere el uso de los agonistas opioides sintéticos tales como el difenoxilato, la 

loperamida y difenoxina, que producen una disminución de la motilidad 

intestinal y contrarrestan la secreción excesiva que acompaña a algunas 

formas de diarrea (Gilman et al, 1992). 

BLOQUEADORES DE CANALES DE Ca2+ DE ORIGEN VEGETAL 
A partir de especies vegetales se han aislado numerosos metabolitos 

secundarios que tienen la propiedad de bloquear, específica o 
inespecíficamente, canales de Ca2•. La diversidad estructural de estos 
compuestos incluye principalmente, alcaloides, flavonoides, terpenoides y 
cumarinas. 

Con el objeto de comprender el mecanismo de acción de estos 
compuestos, en primer término se harán algunas consideraciones generales 
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acerca de los canales de Ca2•, el papel del Ca2+ en la regulación de la 
contracción muscular y de los bloqueadores de canales de Ca2+ sintéticos y su 

aplicación terapéutica. 

Canales de Ca2+ 
La concentración intracelular de Ca2+ desempeña un papel crucial en la 

regulación de la actividad celular, controlando actividades como la secreción, la 
liberación de neurotransmisores, la contracción muscular, la actividad 
enzimática y la apertura de canales iónicos, entre otras (Hofmann eta/., 1994). 

La entrada de calcio al interior de las células se lleva a cabo a través de 
canales localizados en la membrana plasmática y ocurre como respuesta a la 
despolarización membrana!, en cuyo caso se activan canales de Ca2+ voltaje
dependientes, o mediante la estimulación de receptores a neurotransmisores 
activándose canales de Ca2+ ligando-dependientes (Hofmann et al., 1994). 

El flujo de la entrada de Ca2• a través de los canales voltaje
dependientes es responsable de: el acoplamiento excitación-contracción de la 
musculatura lisa, cardíaca y esquelética; la síntesis y liberación de 
neurotransmisores; la despolarización de los nodos sinoauricular y auriculo 
ventricular; la activación de diversos sistemas enzimáticos; la quimiotaxis y la 
diferenciación celular (Hagiwara y Yoshikami, 1981). 

Los canales de Ca2+ voltaje-dependientes se han dividido en dos 
grandes grupos: los canales activados e inactivados a bajos potenciales de 
membrana y los canales activados e inactivados a altos potenciales 
membranales. Dentro del primer grupo se. encuentran los llamados canales T, 
en tanto que el segundo grupo se ha subdividido en cuatro clases distintas que 
incluyen: canales B (brain channels), canales L (long lasting channels), canales 
P (Purkinje channels) y canales N (neither L nor T channels). Los canales tipo 
8, L, P y N son activados a altos potenciales de membrana (aproximadamente 
30 mV), se inactivan lentamente (son de larga duración) y se expresan en 
células neuronales y no neuronales (Tsien et al., 1991 ). 

Los canales de Ca2+ tipo L se expresan en celulas neuronales y 

endocrinas; en células de músculo liso, esquelético y cardíaco; en los 
fibroblastos y en los riñones. En el músculo esquelético son esenciales para el 
proceso de acoplamiento excitación-contracción (Ríos et al., 1992). En el 
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corazón, son necesarios para la generación y propagación de los impulsos 
eléctricos y para la iniciación de la contracción en el músculo auricular y 

ventricular. En el músculo liso están involucrados en el proceso de contracción, 
para el cual proveen parte del calcio necesario. Sin embargo, no están 
involucrados en la liberación de neurotransmisores, ya que este proceso, esta 

ligado en varias celulas neuronales a canales tipo N. Por otra parte, los 
canales tipo B co;1stituyen el mayor tipo de canales de Ca2+ distribuidos en las 

neuronas (Hofman eta/., 1994). 
La gran mayoría de los estudios realizados sobre la estructura molecular 

de los canales de calcio se han llevado a cabo en canales purificados de 
músculo esquelético. El canal de Ca2+ tipo L aislado de músculo esquelético 
esta compuesto de cuatro proteínas (Figura 4): la subunidad a.1 (212 kDa), que 
contiene los sitios de unión para todos los bloqueadores de Ca2+ conocidos, el 

sensor de voltaje y el poro conductor de calcio; la subunidad 13 (57 kDa) 

localizada intracelularmente; la subunidad transmembranal y (25 KDa); y la 
subunidad a.2-0, un dímero unido por puente disulfuro de 125 kDa (Hofman et 
al., 1994). 

Regulación de 1ª contracción del músculo liso QQr fil Ca2+ 

Las células del músculo liso contienen las proteínas contráctiles actina, 

miosina y tropomiosina. La miosina, que tiene una actividad ATP-asa 
dependiente de Mg2+ y activada por la interacción con actina y calmodulina, es 

la principal proteína de los filamentos gruesos de la célula del músculo liso y se 
compone de dos subunidades de elevado peso molecular y cuatro subunidades 
de bajo peso molecular o cadenas ligeras. El peso molecular de cada 

subunidad de cadena pesada es de aproximadamente 200,000 daltons, en 
tanto que dos de las subunidades de cadenas ligeras pesan 20,000 daltones y 
las otras dos pesan 17,000 daltones. 
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Figura 4. Representación del canal de Ca2+-voltaje dependiente tipo L. 

La forma hexamérica de la miosina se encuentra configurada en tres 
regiones, una de ellas forma una especie de "cola enrrollada" contenida en el 
filamento grueso y las otras dos regiones forman "cabezas" que sobresalen del 
filamento grueso para formar puentes. Las regiones "cabeza" contienen los 
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dominios de unión a actina y el sitio catalítico para la hidrólisis de ATP. De 
acuerdo con la "teoría del deslizamiento de filamentos" de la contracción 
muscular, los filamentos gruesos (miosina) y los filamentos delgados (actina y 
tropomiosina) se deslizan traslapándose entre ellos, en un proceso que 
involucra la formación de enlaces a través de puentes cruzados entre la 
miosina y la actina con la correspondiente hidrólisis de ATP como suplemento 
de energía (Kamm y Stull, 1985). 

Las interacciones entre actina y miosina en el músculo liso se 
encuentran reguladas por Ca2+ mediante diferentes mecanismos bioquímicos 
que comprenden procesos regulatorios en los filamentos gruesos y delgados. 
Durante la iniciación de la contracción, la concentración de Ca2+ intracelular 
aumenta mediante la activación de canales de Ca2+ membranales 
(principalmente canales tipo L) y/o mediante la liberación de Ca2+ a partir de 
depósitos intracelulares. En la regulación de los filamentos gruesos, el Ca2+ se 
une a la calmodulina y el complejo calmodulina-Ca2+ se une y activa una 
cinasa de la cadena ligera de miosina de 20,000 daltones. La activación de 
esta protein cinasa resulta en la fosforilación de la cadena ligera de miosina 
(cadena ligera P) estimulando la actividad ATPasa del complejo miosina-actina 
(Adelstein y- Eisenberg, 1980). 

La combinación del arreglo estructural y las propiedades enzimáticas de 
las proteínas contráctiles en la célula muscular actúa como un sistema de 
transducción químico-mecánico, convirtiendo la energía de hidrólisis de ATP en 
trabajo mecánico, el cual se expresa como fuerza en las contracciones 
isométricas y como acortamiento en las contracciones isotónicas~ En la teoría 
del "deslizamiento de filamentos" la fuerza desarrollada se atribuye al número 
de puentes cruzados que se establecen entre las cadenas de miosina y actina, 
proceso que depende de la energía proporcionada por la hidrólisis de ATP 
(Kamm y Stull, 1985). 

Bloqueadores de canales Ca2+ 

Los bloqueadores de la entrada de Ca2+ constituyen un grupo muy 
heterogéneo de compuestos químicos que actúan principalmente a través de 
interacciones con sitios específicos en la subunidad a 1 de los canales de Ca2+ 
voltaje-dependientes tipo L. Estos sustancias bloqueadoras de los canales de 
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Ca2+ inhiben el influjo de Ca2+ en las células excitables de músculo liso, 
esquelético y cardíaco (Godfrain et al, 1986). 

Las principales categorías estructurales de los bloqueadores de canales 
de Ca2+ voltaje-dependientes tipo L con aplicación terapéutica incluyen: las 

fenilalquilaminas como el verapamil; las benzotiazepinas como el diltiazem y 
las 1,4-dihidropiridinas como la nifedipina (Cuadro 7). 

Cuadro 7. Ble ueadores de canales de calcio de uso clínico. 

H. 
s \ 

©C OOCCH3 
N 

1 o. 
CH2CH2N(CH3h 

66, Diltiazem 67, Nifedipina 

68, Verapamilo 

Las aplicaciones terapéuticas más importantes de estos compuestos se 
basan en sus efectos cardiovasculares, que incluyen una acción vasodilatadora 
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que reduce la tensión arterial induciendo reflejos simpáticos que dan como 
resultado un aumento en la frecuencia cardíaca e inotropismo positivo. Por esta 
razón, los bloqueadores de canales de Ca2+ son utilizados en el tratamiento de 
numerosas enfermedades cardiovasculares, tales como la hipertensión arterial, 
la angina de pecho y la insuficiencia cardíaca, entre otras. Se emplean también 
en casos de diversos trastornos cerebrovasculares, como el vasoespasmo 
cerebral secundario a una hemorragia subaracnoidea y el ictus agudo 
isquémico, así como en la profilaxis y el tratamiento de la migraña. De manera 
adicional, los bloqueadores de canales de Ca2+ producen un efecto 
espasmolítico generalizado en el músculo liso de tracto gastrointestinal, 
bronquial, uretral, y uterino, por lo que también se emplean para tratar los 
espasmos esofágicos e intestinales, la incontinencia urinaria, la enuresis 
nocturna, la vejiga irritablelas y las dismenorreas. En las mujeres embarazadas, 
estos fármacos reducen la presión intrauterina y atenúan las contracciones 
uterinas espontáneas o inducidas por prostaglandinas y oxitocina, por lo que 
pueden ser útiles para prevenir o retrasar el parto prematuro (Gilman et al., 
1992). 

Bloqueadores de canales de Ca2+ aislados ª partir de especies vegetales 
Los bloqueadores de canales de ca2+ de origen natural mejor 

caracterizados son los alcaloides benciltetrahidroisoquinolínicos y bis
benciltetrahidroisoquinolícos aislados de diversas fuentes vegetales (Cuadro 
8). 

Mediante el empleo de técnicas de afinidad, utilizando ligandos 
radiactivos, se ha demostrado que, tanto los alcaloides 
benciltetrahidroisoquinolínicos como los bis-benciltetrahidroisoquinolínicos, se 
unen a la subunidad a 1 del canal de Ca2+ voltaje-dependiente tipo L en el 
mismo sitio en el que se unen los bloqueadores de tipo benzotiazepina, 
modulando alostéricamente las propiedades del canal (King et al., 1988, 
Triggle eta/., 1989; lvorra eta/., 1993; Chuliá eta/., 1994). 

Los resultados de los estudios realizados, parecen indicar que las 
características estructurales de los alcaloides bencilisoquinolínicos que definen 
una actividad relajante muscular específica, mediante el bloqueo de canales de 
Ca2+ voltaje-dependiente tipo L, estan relacionadas con la geometría de las 
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moléculas, la cual esta definida por la presencia de un átomo de nitrógeno con 
hibridación sp3, un centro quiral y un anillo tetrahidroisoquinolínico 
parcialmente flexible (Chuliá et al, 1994). 

Cuadro 8. Ejemplos de alcaloides benciltetrahidroisoquinol!nicos y bis
benciltetrahidroisoquinolinicos bloqueadores de canales de calcio. 

1. Alcaloides benciltetrahidroisoquinolínicos 

HO 

OCH3 OH 

69, S-Glaucina 70, $-Boldina 

HO 

HO OCH3 

71, R-.A,pomorfina · 72, Laudanosina 
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Continuación del cuadro 8 

2. Alcaloides biH>enciltetrahidroisoquinolínicos 

OCH3 H3CO 

73, Tetrandrina 

74, lsotetrandrina 

Más aún, en la serie de alcaloides bisbenciltetrahidroisoquinolínicos, la 
configuración absoluta del carbono quiral, contribuye también a la especificidad 
de la interacción con el canal de Ca2•. Se observa, por ejemplo, que los 
alcaloides con una configuración absoluta 1S,1 'S, como en el caso de Ja 
tetrandrina 73, producen un bloqueo más específico del canal de Ca2+, que 
los correspondientes alcaloides con una configuración 1R,1 'S, como en el caso 
de Ja isotetrandrina 74 (Anselmi et al, 1994). 

Los flavonoles y algunas flavonas constituyen otro grupo de metabolitos 
secundarios a Jos que se les ha demostrado una actividad relajante de Ja 
musculatura lisa, asociada con un bloqueo de canales de Ca2•. Entre Jos 
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flavonoides cuya actividad antiespasmódica se ha comprobado, se encuentran: 
la quercetina 76, el kaempferol, la rutina n. la 3,3'-di-0-metilquercetina, la 
apigenina y la cirsimaritina 78, entre otros (cuadro 9) (Morales y Lozoya, 1993; 
Abdalla et al., 1989; Abdalla y Abu Zarga, 1986; Bergendorff y Sterner, 1995). 
La mayoría de estos compuestos, se han aislado a partir plantas con 
reputación como agentes espasmolíticos en la medicina popular y constituyen 
los principios activos de las mismas. Así por ejemplo, la quercetina, la 
apigenina, la luteolina y la patuletina, constituyen los principios relajantes de la 
musculatura lisa de la Matricaria chamomilla, especie utilizada a nivel mundial 
para el tratamiento de cólicos del tracto gastrointestinal (Achterrath
Tuckermann et al., 1980). Otro ejemplo que recientemente ha recibido mucha 
atención a nivel nacional es la Psidium guajava, planta que se emplea en la 
medicina popular para el tratamiento de la diarrea. Esta especie presenta un 
alto contenido de quercetina, que constituye el principio activo espasmolítico 
(Morales y Lozoya, 1993; Lozoya et al., 1994 ). 

Cuadro 9. Ejemplos de flavonoides bloqueadores de canales de calcio. 

OH OH 
OH OH 

HO HO 

76, Quercetina n,Rutina 
R = Rhamnosido·Glucosa 
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Continuación del cuadro 9 

OH 
OH 

OH 

CH30 

OH O 
78, Cirsimaritina 

79, 7-0-Metileriodictiol 

Es importante mencionar que la propuesta de que los flavonoides 
interfieren con el influjo de Ca2+ al interior de las células musculares, se ha 
fundamentado casi exclusivamente en resultados obtenidos a partir de estudios 
farmacológicos realizados in vitro con diferentes tejidos aislados. Estas 
investigaciones han permitido comprobar que estos metabolitos inhiben las 
contracciones del ileón de cobayo inducidas por diferentes espasmógenos con 
diferentes mecanismos de acción (Ach, prostaglandina E2, histamina, cloruro 
de bario, etc.), sugiriendo que los flavanoides podrían estar actuando en un 
paso común del mecanismo contráctil de los agonistas empleados, como podría 
ser la interferencia con el influjo de Ca2• en los miocitos. 

Indudablemente, la quercetina es el flavonoide más estudiado desde el 
punto de vista de su mecanismo de acción, en particular como agente 
bloqueador de canales de Ca2•. De los diferentes estudios realizados sobre el 
efecto relajante muscular de la quercetina en tejidos aislados, se ha 
demostrado que este flavonol inhibe las contracciones evocadas por la 
histamina, la 5 hidroxi-triptamina, la Ach, el BaCl2, la prostaglandina E2, el 
leucotrieno 0 4 y por estimulación eléctrica en el ileón de cobayo (Capasso et 
al., 1991; Capasso et al., 1991 ). También se ha descrito que la quercetina 
produce un desplazamiento a la derecha de las curvas de Ca2• en tejidos 
aislados de ileón y de aorta despolarizados con altas concentraciones de K+, 
sugiriendo una inhibición no competitiva de la entrada de Ca2• mediante el 
bloqueo que canales de Ca2+ voltaje-dependientes tipo L (Morales et al., 1994; 
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Morales y Lozoya, 1994). En tejido de aorta, la quercetina no inhibe las 
contracciones inducidas por cafeína, agonista que promueve la liberación de 
Ca2• a partir del retículo sarcoplámico, razón por la cual se propone que este 
compuesto no modifica la extrusión de Ca2• de los depósitos intracelulares 

(Morales y Lozoya, 1994). 
Existen otras clases de metabolitos secundarios relajantes de la 

musculatura lisa a los cuales, con base exclusivamente en estudios 
farmacológicos realizados in vi/ro con diferentes tejidos aislados, .se les 
atribuye la propiedad de bloquear canales de Ca2•. Entre estos compuestos se 
encuentran algunos monoterpenoides simples tales como el timol y el carvacrol 
(Van Den Broucke y Lemli, 1982; Van Den Broucke y Lemli, 1982) y 
monoterpenoides de tipo iridoide como la aucubina y el catalpol (Ortiz de 
Urbina et al., 1993); diterpenoides de tipo kaureno, como el ácido 
kauradienoico 80, el ácido 16cx-hidroxi-ent-kauran-19-oico 81 y su ester 
metílico (Bajar et al., 1984; Ponce-Monter et al., 1988); el alcaloide tipo 
acridona, citracridona 82 (Yang et al., 1986); la cumarina, ostrutol 83 (Rauwald 
el al., 1994) y la cromona, visnadina (Rauwald et al., 1994) (Cuadro 1 O). 

Cuadro 10. Ejemplos de metabolitos secundarios bloqueadores de canales de 
calcio. 

Bajar eta/., 1984. 

80, Acido Kauradienoico 
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Continuación del cuadro 1 O 

Ponce-Monter, 1988. 

81, Acido 16a.-hidroxi-ent- kauran-19-oico 

Yang etal, 1986. 

HO 

82, Citracridona·I 

WOH Rauwald et al, 1994. 

~ 
loAJloAo 

83, Ostrutol 

La capacidad de estos compuestos para bloquear las contracciones 

inducidas por Ca2+ en diferentes tejidos aislados (útero, íleo o aorta) 

despolarizados con altas concentraciones de K+, permitió caracterizarlos como 
posibles bloqueadores de canales de Ca2+. Cabe mencionar que la 

despolarización con K+ abre canales de Ca2+ voltaje-dependientes tipo L y las 
contracciones musculares evocadas por concentraciones aditivas de Ca2+ 
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dependen exclusivamente del influjo de Ca2+ al interior de la célula muscular 
(Granger et al, 1986; Varagic et al, 1984). 

INHIBIDORES DE LA ADENOSIN 3'5'-MONOFOSFATO CICLICO (AMPc) 
FOSFODIESTERASA 

El compuesto más importante de este grupo de antiespasmódicos de 
origen vegetal es la papaverina, la cual se considera como el prototipo de los 
denominados relajantes musculares inespecíficos, ya que no interactúa con 
ningun tipo de receptor membrana! (Bolton, 1979). 

La papaverina (Figura 5) es uno de los alcaloides bencilisoquinolínicos 
del opio; a diferencia de la morfina y la codeína, no interacciona con los 
receptores a péptidos opiodes y por lo tanto carece de las acciones narcóticas 
y analgésicas de aquellos. 

Se ha demostrado que la relajación de la musculatura lisa inducida por 
la papaverina se debe a la inhibición de la adenosin 3',5'- monofosfato cíclico 
(AMPc) fosfodiesterasa con la subsecuente acumulación de adenosin"3',5'
monofosfato cíclico (AMPc) en la célula muscular (Demesy y Stoclet, 1972; 
Lugnier et al., 1972; Triner et al., 1970). Asimismo, existen evidencias de que la 
papaverina, también interfiere de manera inespecífica con la entrada de calcio 
en las células musculares (Schneider et al, 1975; Reinhardt et al, 1977). 

La acumulacion de AMPc en la célula muscular produce una disminución 
de la concentración de Ca2+ en el citoplasma. Esta disminución de los niveles 
de Ca2+ se realiza mediante los siguientes procesos: a) un aumento de la 
captura de Ca2• en los deposites intracelulares; b) un incremento del eflujo de 
Ca2• mediante la activación de la actividad de la bomba Na•-K• dependiente de 
AMPc, lo que ocasiona la extrusión de Ca2• por el mecanismo de intercambio 
Na•-ca2+ y c) la activación de una proteín cinasa dependiente de AMPc que, al 
fosforilar la cinasa de la cadena ligera P de miosina, la inactiva inhibiendo el 
proceso de fosforilación de la miosina, que es necesario para activar la 
actividad ATPasa del complejo miosina-actina indispensable para la 
contracción muscular (Cumiskey y Feigenson, 1983). 
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Figura 5. Estructura química de la papaverina 

ACTIVADORES DE LA ADENILATO CICLASA 
El producto natural más importante de este grupo es la forskolina (Figura 

6), diterpeno aislado a partir de las raíces de Co/eus forskohli. Esta sustancia 

produce relajación de la musculatura lisa mediante la activación de la adenifato 
ciclasa, posiblemente estimulando directamente el componente catalítico de la 

enzima (Darfler et al., 1982; Adnot et al., 1982; Litusch et al., 1982). El efecto 

relajante inducido por la forskolina se debe a la acumulación de AMPc en la 

célula muscular, la cual produce una disminución de la concentración de Ca2• 

en el sarcoplasma, mediante los mecanismos ya descritos para explicar la 

acción de la papaverina. Se ha propuesto también que la forskolina estimula 

directamente una Ca2+_ ATPasa, cuya acción es regulada por fosforilación 

mediante la acción de una proteín cinasa dependiente de AMPc. La 

estimulación de la Ca2•-ATPasa, estimula el transporte de Ca2• al espacio 

extracelular, disminuyendo por lo tanto Ja concentración citoplásmica de Ca2+ 

(Den Hertog eta/., 1985). 

El empleo terapéutico de la forskolina como relajante muscular esta 

restringido debido a que sus efectos son de corta duración y a su falta de 

selectividad. Sin embargo, este diterpeno constituye una herramienta 

importante de investigación farmacológica (Den Hertog et al., 1985). 
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Figura 6. Estructura química de la forskolina 

RELAJANTES MUSCULARES DE ORIGEN VEGETAL CON MECANISMO DE 
ACCION NO CARACTERIZADO 

En el Cuadro 11 se muestran algunos ejemplos de metabolitos 
secundarios de origen vegetal con propiedades relajantes musculares 
demostradas in vitro, cuyo mecanismo de acción no se ha caracterizado. Estos 
compuestos incluyen: compuestos aromáticos simples (3,4-dihidroxifeniletanol 
84, derivados de 1,3-diarilpropan-2-ol 85, 86) (Rauwald et al., 1993; Hagas et 
al., 1986); cumarinas (umbeliferona, herniarina, clausmarina A) (Achterrath
Tuckermann eta!., 1980; Patnaik y Dhawan, 1981); monoterpenoides (valtrato, 
acevaltrato, didrovaltrato, algunos derivados del eugenol 87, 88, 89) (Wagner y 
Jurcic, 1979, Wagner et al., 1979); diterpenoides (viguiepinol, 
sandaracopimaradien-7a,18 diol 90) (Hernández-Falcón et al. 1991; Puyvelde 
eta!., 1987) y un sesquiterpenoide (capsidiol 91) (Nasiri eta!., 1992). 

Cuadro 11. Ejemplos de metabolitos secundarios relajantes de la musculatura 
lisa con mecanismo de acción indeterminado. 

HOúi 
~ i OH 

HO 

Rauwald eta/., 1994. 

84, 3,4-dihidroxi-feniletanol 
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HO 

HO 

OH 

OH 

85, Quracol A 
R=H 

86, Quracol B 
R=OH 

~~~H, 
CH2-CH=CH2 

87, Acetato de eugenol 

88, Eter metílico del eugenol 
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R Hagos et al., 1986. 

OH 

R Hagos et al., 1986 

OH 

Patnaik y Dhawan, 1982. 

Wagner y Jurcic, 1979. 



Continuación del cuadro 11 

~OCH, 
CH=CH-CH3 

89, lsoeugenol 

90, 8 (14),15-sandaracopimaradieno-
7cx,18-diol 

OH 

HO-.~ CH3 ~ 
H3C CH2 

91, Capsidiol 
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Wagner y Jurcic, 1979. 

Van Puyvelde. et al, 1987. 

Nasiri et al, 1992. 
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 

Las enfermedades gastrointestinales comprenden dos grupos generales 

de padecimientos. El primer grupo incluye fas diarreas, de diversa etiología, 

que invariablemente van acompañadas de una disfunción del peristaftismo. En 

en el segundo, se encuentran los trastornos que alteran la motilidad de la 

musculatura lisa gastrointestinal, entre los que se pueden mencionar: los 

cólicos intestinales, la emésis, el ileón adinámico y la constipación, entre otros 

(Gilman et al., 1992). Estas enfermedades constituyen uno de los principales 

padecimientos de la población mundial, especialmente en los países en vías de 

desarrollo donde fas afecciones diarreicas son la causa más importante de 

mortalidad ( Cáceres eta/., 1992). 

En el caso particular de México,_ las diarreas representan el principal 

problema de salud pública. Según Jos datos estadísticos proporcionados por Ja 

Dirección General de Epidemiología de Ja SSA, el número de casos 

acumulados de enfermedades diarreicas en México durante 1994 asciende a 1 

195, 579 casos. La morbilidad por esos padecimientos incluye casos de 

diarreas originadas por amibiasis, shigellosis, fiebre tifoidea, salmonelosis, 

intoxicación alimentaria bacteriana y trastornos gastrointestinales de etiología 

indeterminada. De estos últimos se describieron 797,680 casos; Je siguen las 

amibiasis con 351,780 casos; salmonelosis con 26,784; intoxicación alimentaria 

bacteriana con 11,470; shigellosis con 5,008 y fiebre tifoidea con 2,857 casos 

(Boletín de Ja Dirección General de Epidemiología de Ja SSA, 1994). 

Es importante destacar que las plantas medicinales constituyen el 

principal recurso terapéutico empleado por Ja población mexicana para el 

tratamiento de las enfermedades gastrointestinales. De hecho, en las prácticas 

médicas tradicionales de México, se estima que aproximadamente el 38% del 

total de plantas utilizadas en Ja herbolaria medicinal mexicana, se emplean 

para tratar disentería, cólicos intestinales dolores abdominales y otros síntomas 
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relacionados con el aparato digestivo. (Aguifar y Camacho, 1984; Lozoya et al., 

1987). Un ejemplo representativo de esta situación, se refleja en los resultados 

obtenidos en un estudio epidemiológico realizado entre 1982 y 1989 en 14 

comunidades mayas de los altos de Chiapas. En estas comunidades indígenas, 

fas enfermedades gastrointestinales representan el principal problema de 

salud, con una morbilidad del 90%. Se describe que de las 1650 especies 

vegetales que son empleadas con fines medicinales, 125 se utilizan para el 

tratamiento de diversos trastornos gastrointestinales. Más aún, en estudios 

recientes se ha demostrado que el 47% de estas plantas tienen actividad 

espasmofítica (Berlín y Berlin, 1994). Resultados similares se han encontrado 

en investigaciones realizadas en las comunidades de los indios Mixe de 

Oaxaca (Heinrich, 1992). 

Desafortunadamente, a nivel nacional, la gran mayoría de estas plantas 

no ha sido objeto de estudios sistemáticos interdisciplinarios que permitan fa 

validación farmacológica de su uso en la terapeútica tradicional y la 

caracterización de sus principios activos. 

El otro recurso terapéutico empleado por una minoría de la población 

para tratar los trastornos gastrointestinales, incluye a los medicamentos 

alopáticos. Estos medicamentos comprenden dos tipos de fármacos: los que 

combaten a los agentes etiológicos y los que relajan o activan, según sea el 

caso, la musculatura lisa gastrointestinal (Gilman et al., 1992). La mayoría de 

estos fármacos presentan una serie de desventajas, entre las que destacan: 

problemas de toxicidad aguda y crónica, reacciones de hipersensibilidad, 

gastroenteritis, reacciones del sistema nervioso, trastornos del tracto urinario y 

del sistema inmune, entre otros. De manera adicional, algunos de Jos 

organismos causales de enfermedades gastrointestinales han desarrollado 

resistencia a Jos antibióticos o agentes antiparasitarios de uso común (Gilman 

eta/., 1992). 
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Con base en estas consideraciones, resulta evidente Ja conveniencia de 

comprobar científicamente el efecto farmacológico que se les atribuye a cientos 

de plantas medicinales para la cura de trastornos gastrointestinales, debido a 

que estas especies podrían significar una vía alterna en la resolución de un 

problema de salud pública de nuestro país, mediante el aprovechamiento 

racional de los recursos naturales nacionales. Por otra parte, se requiere 

encontrar nuevas alternativas para ta obtención de moléculas novedosas, 

naturales o sintéticas, que constituyan prototipos estructurales para el 

desarrollo de fármacos útiles, de menor toxicidad, para el tratamiento de tas 

enfermedades gastrointestinales. En este sentido, fa flora medicinal representa 

una fuente potencial valiosa de nuevos principios activos que aún no han sido 

explorada. 

En este contexto, la presente disertación doctoral plantea un proyecto de 

investigación interdisciplinario con Jos siguientes objetivos fundamentales: 1 ) 

demostrar científicamente, mediante el empleo de los ensayos farmacológicos 

adecuados, el efecto antiespásmodico que se les atribuye a algunas especies 

selectas de la flora medicinal mexicana con la finalidad de encontrar nuevas 

opciones para el tratamiento de las enfermedades gastrointestinales y 2) 

obtener principios activos relajantes de la musculatura lisa que constituyan la 

base para el desarrollo de nuevos agentes antiespasmódicos con posible 

aplicación terapéutica. 

3.1 OBJETNOS ESPECIFICOS 

3. 1.1. Evaluar el efecto relajante de la musculatura lisa intestinal de los 

extractos metanólicos de ocho especies vegetales de amplio uso como agentes 

antiespasmódicos, mediante fa determinación de su acción sobre las 

contracciones espontáneas del ileón aislado de rata. Las especies 

seleccionadas fueron: Conyza fi/aginoides (D.C) Hieran (Asteraceae), Croton 
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tragilis HBK (Euphorbiacea), Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae), 

Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less. (Asteracea), Parfhenium tomentosum 

D.C. var. stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), Potentilla thurberi A Gray 

(Rosaceae), Pterogonum atrorubens (Englem.) H. Gross (Polygonaceae) y 

Zornia venosaMohlenbr. (Fabaceae). 

3.1.2. Determinar la potencia relajante de Jos extractos activos, mediante la 

comparación de sus respectivas CJ50, con la finalidad de seleccionar el 

candidato más idóneo para Ja obtención. de principios activos portenciales con 

propiedades espasmolíticas. 

3.1.3. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos clorofórmicos y 

metanolicos de las plantas sobre 1 O cepas de enterobacterias patógenas, 

aisladas a partir de muestras clínicas, con el objeto de comprobar si estas 

especies tenían un efecto antibiótico adicional a su efecto relajante. Las 

bacterias de prueba incluyeron: Aeromona hydrophila, Escherichia co/i, Proteus 

mirabi/is, Pseudomonas aeruginosa, Sa/monella typhi, Shigel/a nexneri, 

Staphy/ococcus aureus, Vibrio cho/erae, Vibrio parahemo/ylicus y Yersinia 

enterocolftica. 

3.1.4. Comprobar el efecto relajante de la musculatura lisa del extracto 

metanólico de la especie más potente sobre la contractilidad espontánea del 

iléon aislado de cobayo. Este tejido constituye un modelo farmacológico más 

apropiado para la evaluación de la actividad antiespasmódica en la búsqueda 

de nuevos agentes con propiedades espasmolíticas. 

3.1.5. Obtener los principios activos antiespasmódicos de Ja especie más 

potente, mediante la realización de un estudio fitoquímico biodirigido utilizando 
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como ensayo de monitoreo farmacológico la evaluación del efecto sobre la 

contractilidad espontánea del ileón aislado de cobayo. 

3.1.6 . Determinar la estructura molecular de los principios activos mediante el 

empleo de técnicas espectroscópicas y espectrométricas convencionales. 

3.1. 7. Efectuar la caracterización farmacológica preliminar de los principios 

activos con la finalidad de proponer su posible mecanismo de acción relajante 

de la musculatura lisa. Para ello se contempló la evaluación del efecto de los 

constituyentes activos sobre las contracciones del ileón de cobayo inducidas 

eléctricamente y por diversos espasmógenos (Ach, histamina y cloruro de 

bario). 
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4. RESULTADOS 

Los resultados de la presente disertación se dividen en dos partes. La 

primera, se describe en el artículo de investigación titulado "SPASMOL'(TIC 

POTENTIAL OF SOME PLANTS USED IN MEXICAN TRADITIONAL 

MEDICINE FOR THE TREATMENT OF GASTROINTESTINAL DISORDERS" 

(Artículo 1 ), el cual fué publicado recientemente en la revista Phytomedicine 

Vol. 2 (1 ), pp. 51-55, 1995. En este artículo, se presentan los resultados 

derivados del rastreo farmacológico preliminar de las ocho especies vegetales 

seleccionadas para su estudio. El bioensayo empleado para la evalu~ción 

farmacológica, implicó la determinación del efecto de los extractos metanólicos 

de las plantas sobre la contractilidad espontánea del ileón de rata. Los 

resultados de estas evaluaciones demostraron el potencial antiespasmódico de 

las plantas y permitieron seleccionar a la D. viscosa como el candidato más 

idóneo para la obtención de principios activos con posible actividad 

espasmolítica. En esta publicación, también se describen los resultados 

derivados de la evaluación del efecto antimicrobiano de los extractos 

clorofórmicos y metanólicos de las especies seleccionadas sobre 1 O cepas de 

enterobacterias patógenas causales de diarrea o disentería, aisladas a partir 

de muestras clínicas. 

La segunda parte de los resultados comprende el fraccionamiento 

biodirigido del extracto clorofórmico-metanólico de D. viscosa con la 

subsecuente obtención de los principios activos antiespasmódicos. Esta parte 

incluye también la caracterización farmacológica preliminar del mecanismo de 

acción relajante de los principios activos aislados. Los resultados de esta 

investigación y las implicaciones de los mismos, se describen en el artículo 

titulado "SMOOTH MUSCLE RELAXING COMPOUNDS FROM DODONAEA 

VISCOSA" (Artículo 2). El artículo fué aceptado para su publicación, a reserva 

de realizar algunas correcciones menores, en la revista Planta Medica. 
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ABSTRACT 

The present investigation describes !he effect on !he isolated rat ileum of 

!he methanolic extracts derived from Conyza filaginoides (D.C) Hieren 

(Asteraceae), Croton fragilis HBK. (Euphorbiaceae), Dodonaea viscosa Jacq. 

(Sapindaceae), Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less. (Asteraceae), 

Parthenium tomentosum DC. var. stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), 

Potentil/a thurberi A. Gray (Rosaceae), Pterogonum atrorubens (Englem.) 

H.Gross (Polygonaceae), Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae) and Datura 

lanosa Barclay ex Bye (Solanaceae). In ali the cases the extracts inhibited, in a 

concentration-dependent manner, !he spontaneous contraction of the intestinal 

smooth muscle. The most active extrae! was that of D. viscosa. These findings 

tend to support the ethnomedical uses of the selected species as spasmolytic 

agents in Mexican traditional medicine. Additionally; the potential antimicrobial 

activity of the extracts against pathogenic enterobacteria was investigated. 

Seven of the nine plants evaluated displayedantibacterial effects. 

Keywords: Conyza fi/aginoides; Croton fragilis; Dodonaea viscosa; 

Gymnosperma g/utinosum; Parthenium tomentosum; Potentil/a thurberi; 

Pterogonum atrorubens; Zornia venosa; Datura lanosa; isolated rat ileum; 

spasmotytic effect; smooth muse/e relaxation; antimicrobial effect. 
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INTRODUCTION 

Mexican herbolaria literatura refers the use of severa! plants for the 

treatment of stomachaches (with or without diarrhoea), pains of hepatic or 

splenic origin, uterine cholics and other disorders involving smooth muscles. 

However, most of these species have not yet been investigated from a 

pharmacological or a phytochemical point of view. Therefore, we have initiated 

a screening program to evaluate the spasmolytic activity of sorne of these 

species and to isolate the active constituent(s) for therapeutic exploitation. 

Among the most commonly prescribed herbs to treat stomachaches, the 

following species were selected for their pharmacological evaluation: Conyza 

filaginoides (OC.) Hieran. (Asteraceae), Croton fragi/is HBK 

(Euphorbiaceae), Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae), Gymnosperma 

glutinosum (Spreng.) Less. (Asteraceae), Parthenium tomentosum DC. var. 

stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), Potentilla thurberi A. Gray 

(Rosaceae) , Pterogonum atrorubens (Englem.) H. Gross (Polygonaceae), 

Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae) and Datura lanosa Barclay ex Bye 

(Solanaceae) 

'Studies concerning the chemical composition of sorne of these species 

have been previously described; however neither the plants extracts nor their 

constituents have been studied pharmacologically. . Phytochemical 

investigations of D. viscosa have allowed the isolation of different types of 

secondary metabolites including severa! flavonoids (Sastry and Nayudamma, 

1966; Sachdev and Kulshreshtha, 1983; Mata et al., 1991 ), sorne diterpenoids 

(Hsu et al., 1971; Sachdev and Kulshreshtha, 1983; M~ta et. al., 1991 ), 

condensed tannins (Sastry and Nayudamma, 1986), triterpenoids and two 
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biologically active saponins (Wagner et al., 1987). Phytochemical analyses of 

.P. tomentosum have revealed the presence in the plant of a number of 

compounds including severa! guaianolide type of sesquiterpene lactones 

(Maldonado et al., 1985), a flavone (Rodríguez et al., 1972) and sorne 

monoterpenoids (Kumamoto et al., 1985). From G. glutinosum there have 

been isolated two flavones , three monoterpenes (Domínguez, 1974) and one 

diterpene (Mikayado et al., 1974). a-Spinasterol and 1)-Amyrin were isolated 

from C. filaginoides (Domínguez, 1972) and D. lanosa was found to contain 

severa! trepane alkaloids including scopolamine and atropine, two well known 

antispasmodic agents (Bye et al., 1991 ). 

The present study was undertaken in order to confirm the spasmolytic 

action suggested by the traditional use of the selected species by investigating 

the effect of their methanolic extracts on the spontaneous contractions of the 

isolated rat ileum. In addition, the potential antimicrobial activity of the extracts 

against pathogenic enterobacteria was investigated. 

MATERIALS ANO METHODS. 

Plant material 

The plant materials used in the present study were collected in different 

parts of Mexico: Conyza filaginoides from Juchitepec, State of Mexico; 

Dodonaea viscosa from Oaxaca; Gymnosperma glutinosum from Santa 

Catarina State of Mexico ; Croton tragilis, Datura lanosa, Parthenium 

tomentosum var. stramonium, Potentilla thurberi, Pterogonum atrorubens 

and Zomia venosa from Chihuahua. Authenticated Voucher specimens (Bye 

and Linares 17983, Cisneros 368, Bye and Linares 17985, Bye 18019, Bye 
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15622, Bye 18014, Bye 18057, Bye 18037 and Bye 18069, respectively) are 

deposited in the Ethnobotanical Collection of the National Herbarium (MEXUl 

located in the Botanical Garden of the lnstitute of Biology, U.N.A.M, Mexico 

City. 

Extraction 

Pharmacological and microbiological studies were performed with the 

extracts of the dried plants prepared as follows: 20 g of the dried plant material 

finely ground were Soxhlet extractad with 100 mi of methanol at 70° C or 100 

mi of chloroform at 50° C fer 6 hours. The extracts were evaporated under 

vacuum to a thick residue which was stored at room temperature fer later use. 

·Far pharmacological bioassay, ali extracts were dissolved in 

dimethylsulfoxide. The final concentration of the solvent in the isolated organ 

bath chamber was 0.2 % vlv. 

lsolated rat ileum test 

Sprague-Dawley male rats (200-250 g) were killed by cervical 

dislocation. After discarding the 10 cm nearest the ileocaecal junction, the 

terminal ileum was removed and placed in a Krebs-Henseleit solution (at 37ºC 

and pH 7.4) ofthe following composition (mM): NaHC03 20, NaCI 119, KCI 4.6, 

KH2P041.2, MgS041.2, CaCl21.5 and glucose 11.4, bubbled with 95% 0 2 and 

5% C02. The intestinal content was removed by washing with the Krebs

Henseleit solution and the mesenteric residues were eliminated. 

The ileum was cut into 1-cm long segments. Each segment was placed 

vertically in a 1 O mi tissue chamber and bathed with the Krebs-Henseleit 
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solution. An initial tension of 1 g was applied to the ilea and a 30 min period of 

stabilization was allowed, afterwards spontaneous activity was measured using 

force transducers (Grass FT03) connected to a polygraph (Grass 70). 

Following the stabilization time, a 10-min control period was recordad. 

Afterwards, each methanolic plant extract was added to the bath chamber in a 

volume of 20 µI at different non-cumulative concentrations (only ene 

concentration was used fer each ileum segment). The concentrations used were 

from 0.5 to 5000 µg/ml. When required, intermediate dosis were tested. The 

methanolic extract of D. lanosa (from 0.5 to 500 µg/ml) was used as a positiva 

control due to its high content of scopolamine and atropina. Ali the responses 

were recordad during 1 O min. 

Pharmacological data analysis 

The effect of the extracts was determined by comparing the areas under 

the curve inscribed by the frequency and the amplitude of the ileum contraction, 

before and after the application of the extracts. Areas were calculated from the 

polygraph tracings, using an analogical-digital table! (CPLAB-1 O) and a 

specially designed software. The values were expresed as percentages of 

inhibition of contractile response calculated from six data ± S.E. The 

differences between the means of two groups were estimated using the 

Student's t test fer unpaired data. 

The concentration-response curves fer the. extracts were plotted and the 

experimental data from the CRC were adjusted by th_~,nonlinear, least squares, 

curve fitting program (PC NONLIN), using the followillg equation: E=(Emax Cr)/ 

(Cr ·+ ICsor) where Emax is the maximum inhibitorY eff"ect, C is the concentration 

of the extract, ICso is the concentration at which so% óf the maximum inhibition 
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of ileum spontaneous contraction was achieved; y (gamma) is a number 

expresing the sigmoidity or the concentration-effect relationship. When y is less 

than 1, the curve flattens, while when it is greater than 1, the curve becomes 

stepper (Schwinghammer and Kroboth, 1988). Parameters derived from this 

adjustment were compared by means of their 95% confidence intervals. The 

initial values far nonlinear adjustment were obtained after the logit 

transfortmation of experimental data. 

Screening for antimicrobial activity 

. The enteropathogenic bacteria used in the present study were isolated 

from human clinical samples. They include: Aeromona hydrophi/a, 

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomona aeruginosa, Sa/mone/la 

typhi, Shige/la flexneri, Staphylococcus aureus, Vibrio cho/erae, Vibrio 

parahemolyticus and Yersinia enterocolítica. Ali microorganisms are 

deposited in the stock culture of the Faculty of Chemistry, University of 

Querétaro. 

The methanolic and the chloroformic extracts were evaluated for 

qualitative antimicrobial activity using the agar plate difussion assay (Hufford et 

al., 1975; Ríos et al., 1988). Agar plates containing 1 mi (106 bacteria/mi) ofan 

overnight broth culture were prepared. Filter paper discs (<!> =§mrn) ($chleicher 

and Schuell) were drenched with 100 and 50 µI of th~ cr~~~ e><i:;~cts ~t a 

concentration of 1 O mgiml anCÍ dried in the open air':.The discs were placed on 

the inoculated medium and the plates were i~~~ in~u~at~d at 37°C for 24 h. 

Appropriate antibiotics were usecí. as 'positive controls, depending on the 
:;-. . ,: ' ... ~ •' ' . 

suceptibility of the tested bacteria (g~htarhicl~e: P. mírabilís, S. flexneri and Y. 
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enterocolitica; sulphametoxazole: A. hydrophi/a; ampicifine: E. co/i; 

gentamicine: P. mirabi/is; carbenicifine: P. aeruginosa; amikacine: S. typhi; 

cephalotine: S. aureus and tetracicline: V. cho/erae and V. parahemolyticus). 

In ali the cases, the diameters of the resultant inhibition zones were measured. 

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) was 

accomplished by the serial dilution technique (Hufford et al., 1975). For the 

quantitative antimicrobial assays, each extract was dissolved in MeOH-H20 1: 1 

(20 mg/ml); 0.5 mi of this solution was then added to 4.5 mi of nutrient broth. 

Doubling serial dilutions were aseptically preparad from this broth with 

concentrations ranging from 2000-4 µg/ml. Each dilution was inoculated with 1 O 

µI of bacteria to a final concentration of 106/ml. After overnight incubation the 

MIC was determinad. 

RESULTS 

Intestinal smooth muscle relaxant activity. 

The methanolic extracts of ali the species tested showed a 

concentration-dependent inhibition of the tone and the amplitude of the 

spontaneous contraction on the rat ileum. Figure 1 shows the concentration

response curves for the nine extracts. 

lt is worth noting that ali the extracts displayed a similar efficacy in 

inhibiting the spontaneous activity. No statistically significant differences in the 

95% confidence intervals were observad between the Emax of the extracts. The 

main difference between the groups was related to their inhibitory potency (see 

Table 1 ). D. viscosa showed the highest potency comparad to the extract of D. 

lanosa (positiva control). 
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Antibacterial activity 

The potential antimicrobial activity against sorne enteropathogenic 

bacteria of the methanolic and chloroformic extracts of the selected species are 

presented in Table 2. The results are expressed as minimaf inhibitory 

concentrations (MIC). As shown, onfy five of the ten microorganisms empfoyed 

were susceptible to the tested extracts. The most active extract was that of D. 

lanosa, which exhibited antimicrobial activity against S. flexneri, S. aureus, V. 

cho/erae, V. parahemolyticus and Y. enteroco/itica with MICs of 625, 858, 

950, 875 and 1961 µg/ml respectively. 

OISCUSSION 

The results obtained in the present investigation indicate that the 

methanolic extracts of the nine plants evafuated have a spasmofytic activity to a 

varing degree on the isolated rat ileum preparation. The demonstrated activity 

may account for the use of these species as antispasmodic agents in Mexican 

traditional medicine. 

As previously mentioned, the potency of the extracts was calculated by 

comparing their relaxant effects with that of the methanolic extrae! of D. lanosa, 

which contains the spasmolytic alkaloids atropine and scopolamine. Both 

compounds possess anticholinergic activity. The most active extract was that of 

D. viscosa, which exhibited almost the same potency as D. lanosa. The 

methanofic extracts of G. g/utinosum, P. thurberi, Z. venosa and C. 

fi/aginoides, dispfayed antispasmodic activities corresponding to 32%, 31%, 

23% and 22% of the positive control respectively. The fess active extracts were 

those of P. tomentosum and C. fragi/is, while the extract of P. atrorubens 
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produced only moderate relaxation of the spontaneous contractions of the rat 

ileum. 

lt has been reported that sorne flavonoids produce inhibition of induced 

or spontaneous contractions of guinea pig ileurn (Capasso et al., 1991; Fanning 

et al., 1983; Havsteen, 1983; Macander, 1986). Therefore, the presence of this 

type of secondary metabolites could be related to the intestinal relaxant effect 

demonstrated by the methanolic extracts of D. viscosa and G. glutinosum. 

Since the spontaneous movements of the intestine are Ca 2• dependent, it is 

probable that the inhibitory effect induced by the extracts of these species, 

might be due to interference with ca2+ influx and/or ca2• release from an 

intracelular store, as it has been suggested to interprete the inhibitory effects of 

sorne flavonoids on guinea-pig (Capasso et al., 1991; Fanning et al., 1983; 

Havsteen, 1983). 

The data obtained from the present pharmacological evalu~tion are not 

sufficient to propose a possible mechanism of action . involved in the 

antispasmodic activity of the species. Therefore, further pharmacological and 

phytochemical studies must be undertaken in order to clarify the mode of action 

of the active principies obtained from those plants. 

Regarding the investigation of the plant extracts for a possibble 

antimicrobial activity, the only susceptible enterobacteria were S. flexneri, S. 

aureus, V. cholerae, V. parahemolyticus and Y. enterocolitica. Seven of the 

nine plants evaluated displayed antibacterial effect against one or more of the 

susceptible microorganisms. However, the grade of antibiotic potency obtained 

far the active extracts tend to be low compared with that of the positiva controls. 
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The most remarkable activity was that produced by the chloroformic 

extract of C. filaginoides and the methanolic extracts of G. g/utinosum and 

Z. venosa against S. aureus with minimal inhibitory concentrations Jess than 

400 µg/ml. On the other hand, the methanolic extract of D. lanosa showed the 

widest spectrum of activity; the extract significantly inhibited the bacteria! growth 

of S. f/exneri, S. aureus, V. cholerae, V. parahemolyticus and Y. 

enteroco/itica with minimal inhibitory concentrations ranging from 600 to 1200 

µg/ml. 

CONCLUSIONS 

The antispasmodic activity demonstrated by the methanolic extracts of 

!he species evaluated in !he present study, could provide the pharmacological 

basis for the traditional uses of these plants as spasmolytic agents in Mexican 

traditional medicine. Futhermore, the moderate antibacterial activity exerted by 

the extracts against sorne pathogenic enterobacteria may be of additional 

benefit in the case of stomachaches associated with infective diarrhoea. 

The presence of flavonoid type of compounds in D. viscosa and G. 

g/utinosum could be relatad with !he displayed spasmolytic activity. 
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Table 1. lnhibition of the spontaneous contraction of isolated rat ileum 

induced by the methanolic extracts of the plants. 

EXTRACT 

D. lanosa 

C. fi/aginoides 

C. fragilis 

G. glutinosum 

D. viscosa 

P. tomentosum 

P. thurberi 

P. atrorubens 

Z.venosa 

Emax 

86.98 ± 4.07 

(81.84 - 95.12) 

109.55 ±6.75 

(95 -123) 

ICso( /mi) 

9.65.± 1.16 

(7.33 - 11.97) 

43.87±15 

(13.87 - 73.87) 

1.89 ± 0.46 

0.53 ± 0.06 

. 146:53 ± 24.83 0.57 ± 0.10 

(85.77 - 100.8), 

90.58 ± 8.91 ·. 

(72.8 - 108.4) 

95.81 ±4.04 

(87.73 - 103.9) 

103.4 ± 5.29 

(96~8 :-196.1) 
';;:' "'' ,~ ~: ·:·".,f. : '·~ -

"1.''.'-; ,:•.·-.,:, 

11.911±3;18>·•· 

<<5:55 ~3s:27)~ ... · 
145±22.93··· .. ··· 

.·· .... <92'..2~•-:.1•~2~ si)· .. 
30.'58;±·;14'.9B'• 

- _5:~.~:.:Hr::;;-~ --'..;¡-,:- ·:~~·· .T 
(92.82-113.9) • (0.62-60.54). 

· '~ . .,, . ·:o:c :: :·. i · : · ·, ' -~ · 

88.65±3.58. s?'.80±14:92··· ··· 

(81.49 - 95.8J),~i:;:(27.9 - 87.64) . 

102.75 ± 5.34 

92.07 - 113.4 

41.32 ± 17.95 

5.42 - 77.22 

0.39 ±o.os 

Values are means ±S. E.; n=6 (95% confidence intervals) 

POTENCY 

1 

0.22 

0.06 

ci.32 

0.23. 

Potency was obtained by !he formula: ECso Datura /anosa/ECso plant extract, assuming a 

value of 1.00 for Datura lanosa. 
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Table 2. Antimicrobial activity of the methanolic and the chloroformic 
extracts of the plants against tested microorganisms. 

MICROORGANISM EXTRACT 

Shi ella f/exneri D. lanosa methanolic 

P. thurberi chloroformic 

P. thurberi methanolic 

Sul hametoxazole * 

Sta h lococcus aureus C. fila inoides chloroformic 

C. fra ilis chloroformic 

D. lanosa methanolic 

G. lutinosum methanolic 

P. atrorubens methanolic 

Z. venosa methanolic 

Am iciline * 

Vibrio cholerae D. lanosa methanolic 

P. thurberi methanolic 

--- ··.,_ P. atrorubens methanolic 

Tetracicline * 

D. lanosa methanolic 

Tetracicline 

Yersinia enterocolitica C. fila inoides chloroformic 

C. fra ilis chloroformic 
\ 

D. lariasa methanolic 

Gentamii::ine * 

* Positive control 

MIC µ/mi 

625 

1250 

16 

,• 



Figure 1. Concentration-response curves fer the methanolic extracts of Conyza 

filaginoides, Croton fragilis, Dodonaea viscosa, Gymnosperma glutinosum, 

Parthenium tomentosum, Potentil/a thurberi, Pferogonum atrorubens, Zornia 

venosa and Datura lanosa on the spontaneous contraction of isolated rat ileum. 
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ABSTRACT 

Bioassay directed fractionation of the chloroform-methanol ( 1: 1) extract 

of Dodonaea viscosa (L.) Jacq. (Sapindaceae) resultad in the isolation of tour 

active spasmolytic principies: sakuranetin 1, 6-hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl 

ether 2, hautriwaic acid 3 and ent-15,16-epoxy-9aH-labda-13(16)14-diene-

3f3,8a-diol 4. All the isolated compounds elicited a concentration-dependent 

inhibition of the spontaneous and electrically induced contractions of guinea-pig 

ileum 

Sakuranetin and the ent-labdane inhibited the ileum contractions evoked 

by acetylcholine (Ach), histamine and barium chloride. In addition, both 

substances were capable of relaxing contractions of rat uterus induced by Ca2+ 

in K+-depolarizing solution, displacing to the right the concentration-response 

curves to Ca2+. These results suggest that sakuranetin and ent-15,16-epoxy-

9aH-labda-13(16)14-diene-3f3,8a-diol produce an interference with calcium 

metabolism in smooth muscle cells. . / ' ·· .. 

The spasmolytic activity exhibiled by . th~ ~ctive , principies from D. 

viscosa, provides the pharmacological basis for the traditional use of the plan! 
-.- ~- -- -

as an antispasmodic agent. 

Keywords: Dodonaea viscosa, Sapindaceae, sakuranetin, 6-

hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl ether, hautriwaic acid, ent-15, 16-epoxy-9aH

labda-13(16)14-diene-3f3,8a-diol, smooth muscle relaxation, spasmolytic effect, 

calcium blocker, isolated guinea pig-ileum, rat uterus. 
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INTRODUCTION 

Dodonaea viscosa (L.) Jacq. (Sapindaceae) is widely distributed in 

Mexico and reputed to possess severa! medicinal properties. The leaves are 

used against severa! kinds of aches, rheumatism, skin infections, fevers, 

swellings and "gastrointestinal disorders" including diarrhea (1 ). 

Previous chemical studies on this species resultad in the isolation and 

characterization of severa! flavonoids (2-4), three diterpenoids (3-5), condensad 

tannins (2), sorne triterpenoids (6), ene p-coumaric acid ester of 1-L-myo

inositol (4) and two saponins with antiexudative, phagocytosis enhancing and 
'.. 

molluscicidal activities (6, 7). 

Recently, as a part of a screening program established to evaluate the 

spasmolytic activity of plants used in Mexican traditional medicine fer the 

treatment of stomach aches and other disorders involving smooth muscles, it 

was demonstrated that the chloroform-methanol (1:1) extract of D. viscosa 

displayed a significan! concentration-dependent inhibition of the spontaneous 

contractions of the isolated rat ileum (8). 

The present paper describes the isolation of the majar spasmolytic 

principies from the CHCl3-MeOH (1 :1) extract of D. viscosa aerial parts, which 

initially displayed a relaxing activity on the spontaneous and electrically induced 

contractions of isolated guinea pig-ileum. In addition, the effects of the isolated 

compounds on the electrically, acetylcholine (Ach), histamine and barium 

chloride induced contractions of the guinea-pig ileum were evaluated. Finally, in 

order to extend the pharmacological characterization with respect to the /" -

------i nt era ct ion with contractile mechanisms, the ability of two of the active princiPíes 



to inhibit responses of rat uterus to added ca2+ was examinad in a K+

depolarizing medium. 

MATERIALS ANO METHODS 

Plant material 

The plant material (aerial parts) was collected by Biologist Alejandro 

Cisneros in Oaxaca, on the route to Jayacatlán (17 Km), in March 1989. A 

reference sample has been depositad at the Herbarium of the Department of. 

Botany, School of Chemistry, Universidad Autónoma Benito Juárez de Oaxaca, 

Oaxaca, México (voucher no. Cisneros 368). 

lsolation of the active principies from D. viscosa 

The air-dried shredded plan! material (1.9 Kg) was macerated three 

times with a mixture of CHC13-MeOH (1: 1) at room temperature for 1 week. The 

extrae! was evaporated to dryness to yield 363 g of a dark residue; which was 

column chromatographed on silica gel (Merck 60, 30~70 m~~h, 3 _ l(g); elution 

was accomplished with a solvent gradient of increasing "poÍ~riÍy [hexarie~CHCl3 
-~"-~ _ .. ;7;- "-.:_,·. -~;-, '.-:._- ' 

MeOH 8:2 (13 I); MeOH (1 O I)]. Fractions (1 1 each) were' collectéd and pooled 
~~,· · .... - ·. 

based on their TLC profiles to yield ten májor frélctions (F1-F1 O). 

Pharmacological testing showed five active fractions (F1 ~F5); 

F1 (35.77 g, eluted with hexane-CHCl3 1 :1, CHCl3 and CHC13-MeOH 

95:5) was further chromatographed on a silica gel column (500 g) using hexane 

with increasing amounts of CHC13 and CHCl3 gradually enriched with MeOH. 
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From fractions 150-160 (eluted with hexane:CHCl3 4:6) crystallized 240 mg of 

1. 

F2 (34 g, eluted with CHCl3-MeOH 95:5) was subjected to column 

chromatography on silica gel (388 g) eluting with hexane-EtOAc 7:3 to yield 

irnpure 4 which was further purified by preparativa TLC (Hexane-EtOAc 1: 1, 3 

developrnents) to afford pure 4 (284 mg). 

F3 (40 g, eluted also with CHCl3-MeOH 95:5) was rechromatographed on 

a silica gel colurnn (800 g) and eluted with CHCl3 with increasing amounts of 

MeOH to yield 13 g of 2. 

From fractions F4 and F5 (2.5 g, eluted with CHCl3-MeOH 9:1) 

crystallized 480 mg of 3. 

The spectral properties of the isolated compoÜnds. were 

!hose of reference compounds (4). 

The methanol extrae! of D. lanosa was prepared ~spreviously qescribed 

(9). 

Pharmacological evaluations 

Pharmacological tests employing the guinea-pig ileum model were 

performed using two different types of experiments, '1n the first one, the crude 

extrae!, primary fractions and isolated compounds were evaluated for their 

ability to relax the spontaneous ileum c.?ntractions. In the second, the effect of. 

pure compounds on the contractions of the ileum induced by electrical 

stimulation, Ach, histamine and barium.chloride was investigated. 

lsolated guinea-pig ileum test 

Jleum segments (2 cm each) w~re is'olated from male guinea-pigs (600-

800 g) and prepared fer recording of: · i~o~etric contractions dJsi~g force 
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transducers (Grass FT03) connected to a polygraph (Grass 70) as previously 

described (8). 

After a stabilization time of 30 min, a 1 O min control period was recordad. 

The test substances (extract, chromatographic fractions and compounds) 

dissolved in dimethylsulfoxide were added to the bath in a volume of 50 µI at 

different concentrations (ene concentration was used per ileum segment). All 

the responses were recordad during 1 O min. 

In a parallel experimental set, the ileum segments were electrically 

stimulated with supramaximal rectangular pulses (20 V) with a 0.5 msec 

duration at 0.1 Hz. The effect of different non-cumulative concentrations of the 

extrae!, pure compounds and atropine (positiva control) was evaluated following 

the same procedures as described above. 

The effect of the extrae!, fractions and isolated compounds .·. was • 

determined by comparing the areas under the curve (AUC) insc~ibed by the 

,, frequency and the ampli!ude Of !he ileum contractions befÓre and ;after !he 
' ·• -.- .. - ,__ '.;<' • " '• • 

):.:;....,,;·; ,•.· ,. 

application of the test materials. Areas were calc.~la~ed frornrt~e, P()lygraph 

tracings, using an analogical-digital tablet (CPLAB:10) a~d·~· i~~iia,lly cj~¿i~~~d. 
software. 

In another set of experiments, !he action of the pu re cómpounds. on · 

contractions induced by Ach, histamine and barium chloride was studi~d.)n 

these evaluations, the ileum was electrically stimulated during 10 min. Therl, in 

!he case of the tests with BaCl2, the substances were added to the bath aftheir 

IC50 for !he inhibition of spontaneous contraction of the ileum (see Data 

analysis), while in the case of the experiments with Ach and hist~~ine,. th~ 
compounds were tested at the IC50 fer the inhibition of the electrically induced 
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contractions. The substances were allowed to act on the ileum for 1 O min and 

afterwards, the agonists were administered at the following concentrations: Ach 

1 x 1Q-5M, histamine 1 x 10-5M and BaCl2 1 x 10-2M .. The response of the 

compounds on the contractions elicited by the three agonists was recorded 

during 1 O min and the corresponding effect was determined by comparing the 

average amplitude of the ileum contractions with the amplitude of the 

contractions obtained when the agonists alone were added to the bath. 

Based on the experimental findings obtained in the ileum assay, it was 

decided to further analyze the mechanism of action of sakuranetin and ent-. 

15, 16-epoxy-9cxH-labda-13( 16), 14-diene-3¡3, 8cx diol by studying their effect on 

the contractile responses of rat uterus. 

Rat uterus test 

'-:lteri were obtained from adult female Wistar rats (150-220 g) that were 

treated with estradiol benzoate (mg/k) 24 hr befo~e the'· experioients and killed 

by a blow to the head. Uterine strips, free ~~om adhering tissue, were 

suspended in 10-ml organ baths containi~g ~i~·~er-Krebs solution (31ºC) of the 

following composition (mM): Nad\~ci. NaHC03 20, KCI 4.7, KH2P04 1.2, 

MgS04 1.2, CaCl2 1.5 and gtL66se/\1i b~bbled with 95% 0 2 and 5% C02. 
. . - . ' . 

Tissues were bathed for 60 mi~ in the Ringer-Krebs solution with a resting 

tension of 1g and then exposed to a high K+ (30 mM)~Ca2+-free depolarizing 

solution. Cumulative amounts of CaCl2 (0.32, o.58,_J.Q.~1;8; 3.0, 5.6 mM) were 
• - • .• ,--;-;-;o· ,-·c .. · '·'\"· •.: 

added in order to make cumulative concentration~response control curves to 

CaCl2. Additionally, concentration response curvei (c~C) in the presence of 

different concentrations of sakuranetin (1, 3, 5.8. µM) and the ent-labdane (3, 

1 O, 18 µM) were made. Each preparation was exposed to only ene 
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concentration of the test compounds. Parallel experiments were performed with 

nifedipine 10nM (10). 

The effects of the compounds were determinad by comparing the AUC 

of the tracings corresponding to the control responses, with the areas of the 

tracings obtained after the addition of the test substances. 

Data and Statistical analysis 

All the results are expressed as the mean of 6 experiments ± SE. 

CRC far the extract and pure compounds were plotted and the 

experimental data from the CRC were adjusted by the nonlinear, least squares, . 

curve fitting program (PC NONLIN), using the following equation: E = (Emax 

CY)/Cr + IC501') where Emax is the maximum effect, C is the concentration of the 

test substance, IC50 is the concentration at which 50% of the maximum effect 

was achieved and y (gamma) is a number expressing the sigmoidity of the 

concentration-effect relationship (11 ). The initial values for nonlinear adjustment 

were obtained after the logit transformation of experimental data. 

The statistical significance (P< 0.05) of differences between means was 

assessed by an Analysis of Variance (ANOVA) followed by a Tukey·s test (12). 

RESUL TS ANO DISCUSSION 

The chloroform-methanol (1 :1) extrae! of Dodonaea viscosa showed a 

concentration-dependent inhibition of the tone and the amplitude of the 

spontaneous contraction of the guinea-pig ileum. The extract of D. viscosa 

(IC50= 79.5 µg/ml) resultad to be 20 times less potent than the methanolic 

extract of Datura lanosa (IC50= 4.4 µg/ml), which was used as a positive control 

because of its high content of scopolamine and atropina (see Table 1 ). These 
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results confirm the spasmolytic activity previously demonstrated for the 

chloroform-methanol (1 :1) extrae! of D viscosa, employing an isolated rat ileum 

model (8). 

Column chromatography fractionation of the D. viscosa extract yielded 

ten primary fractions. Five of these fractions (F1-F5) decreased the 

spontaneous cohtractions of isolated guinea-pig ileum when tested at the IC50 

of the original extract. The results of this testing are shown in Figure 1. 

Antispasmodic active fractions F1 to F5 were exhaustively 

chromatographed by CC and TLC to yield four active compounds, which had 

been previously described in the plan! (4): sakuranetin 1, 6-hydroxy-kaempferyl-

3,7-dimethyl ether 2, hautriwaic acid 3 and ent-15,16-epoxy-9a.H-labda-

13(16), 14-diene-3j3,Ba.-diol 4 (see Figure 2). 

The isolated compounds also induced a concentration-dependent 

inhibition of the spontaneous contractions of the guinea-pig ileum. Figure 3 

shows the CRC for the active principies and Table 1 indicates their respective 

IC50 and Emax values. lt is important to point out that ali metabolites were more 

potent than the original extract, but less potent than the extract of D. lanosa. 

These results did not provide any information on the mechanism of action of the 

compounds, since they could be acting on many different sites and levels in the 

enteric system (13). Therefore, we decided to investigate the antispasmodic 

action of the four compounds by studying their influence on the contractions of 

the guinea pig isolated ileum induced by electrical stimulation, Ach, histamine 

and barium chloride. 

Although it is well established that several mediators are involved in the 

contraction of ileum muscles evoked by electrical stimulation, i.e. 5-
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hydroxytryptamine (14), histamine (15) and certain prostaglandins (16), this test 

is commonly employed to preliminary detect anticholinergic drugs (17). The four 

active principies from D. viscosa produced a concentration-dependent inhibition 

of the twitch contractions (see Figure 4). In these experiments, the ent-labdane 

and the two flavonoids were more poten! !han the original extract, while 

hautriwaic acid was less poten!. In fact, sakuranetin elicited the highest 

spasmolytic activity with an ICso= 4.7µg/ml. However, the potency of ali 

compounds turned out to be much lower !han that exhibited by atropina 

(IC50=0.0053 µg/ml). Table 2 shows !he IC50 and Emax values for the evaluated 

substances. 

Sakuranetine and the ent-labdane significantly inhibited !he contractions 

provoked by Ach, histamine and BaCl2 (see Figure 5). Since these spasr'nogens 

have different modes of action, !he antagonism elicited by the flavanone and 

the diterpene indicated that they might be acting at a common step in the 

contraction mechanism elicited by these agonists. 

Based on !he results previously described and considering that reports 

dealing with the pharmacological effects of flavanones and diterpenes on 

smooth muscles are scarce, we examinad !he mechanism of smooth muscle 

relaxation induced by sakuranetin and !he ent-labdane in rat uterus. 

When !he uterus is exposed to a high concentration of KCI (a 

depolarizing medium), contractions are !he result of an increased Ca2+-influx 

through voltage-stimulated type-L Ca2+ channels. lf under this conditions the 

tissue is bathed in a Ca2+-free solution, the uterus relaxes. Subsequent addition 

of cumulative concentrations of Ca2+, causes a gradual increase in tonic 

contraction, which is dependen! of extracellular Ca2+ influx. These tonic 
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contractions are inhibited by Ca2• entry blockers like nifedipine, diltiazem and 

gallopamil (10, 18, 19). 

In the present study, we designed a series of experiments in order to 

evaluate the effect of single concentrations of sakuranetin and the ent-labdane 

on the Ca2• concentration-response curves. Sakuranetin at concentrations of 1, 

3 and 5.8 µM and the ent-labdane al concentrations of 3, 10 and 18 µM, 

produced a rightward shift of the Ca2•-effect control curves (Figure 6) and a 

reduction in the maximum effect, without significantly affecting the EC50 values 

(Table 3). The same trend of effects was observed with the positive control 

nifedipine (10nM). The shift to the right of calcium-contraction curves produced 

by sakuranetin and the ent-labdane suggests that both compounds might be 

inhibiting Ca2• influx into the smooth muscle cefls. However this behavior does 

not rule out the possibility that these m~t~b~Jites compete with Ca2+ for Ca2• 

binding proteins such as calmodulin. 

6-hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl ether. inhibited the contractions 

evoked by histamine and barium chlorid.e (~igure 5). However, this compound 
'-: ;.;·,<" :;.- ·_, 

did not affect the response to Ach. This. lack cif antagonism of the response to 

Ach is not in agreement with the results previously found for other flavonols 
... :::,- -"·:Z:;_. ~f>' ··_'.· ' ·-: 

since this type of compounds usually inhibi\s Ach induced contractions of 
»·'; ·; . 

guinea pig ileum (20, 21, 22, 23). Moreo_ver, Íthas been reported that quercetin 
~;_ ; . .; ,• :~-:-2 :· , __ .. 

behaves as a calcium-antagonist, avoiding the utilizaúon of externa! calcium in 

aortic smooth muscle (24) and in guin~~igig i1e~~ • (;5). ~urther work is in 

progress in order to explore in detail the ph~rm~c~logfoal. mode of action of 6-

hydroxykaempferyl-3, 7-dimethyl ether. 
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Hautriwaic acid produced an inhibition of the histamine-induced 

contractions and an increase of the contractions evoked by barium chloride, 

without modifying the Ach-induced contractions (Figure 5). lt is difficult to 

explain the variable behavior exhibited by hautriwaic acid on the basis of a 

simple mechanism of action and obviously more detailed pharmacological 

investigation is necessary to characterize the mode of action of this diterpene. 

The results obtained in the present investigation provide 

pharmacological support for the traditional use of D. viscosa as an 

antispasmodic agent in Mexican traditional medicine. Pharmacological 

characterization of sakuranetin and ent-15, 16-epoxy-9cxH-labda-13(16)14-

diene-3¡3,Ba-diol suggests that their mechanism of action might be due to an 

interference with calcium metabolism in smooth muscle cells. 
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Table 1. lnhibition of the spontaneous contractions of isolated guinea-pig 
ileum induced by the extract and isolated compounds from D. viscosa. 

SUBSTANCE Emax• IC~n (µa/mi) y 

D. lanosa extract 91.08 ± 1.13 4.45 ± 0.53 0.58± 0.03 

D. viscosa extract 87.09 ± 2.63 79.51±17.11 0.60:!: 0.06 

Sakuranetin 84.74 ± 0.82 15.98 ± 0.82 1.07 ± 0.05 

6-hydroxykaempferyl- 93.67±1.19 15.89:!:1.58 0.68 :!: 0.04 

3,7-dimethvl ether ,' 

'~ - ' 

Enl·15, 16-epoxy-9cxH- 92.17±1.47 6.17 :!: 0.57. .. •:( '0.78 ± 0:06 

labda-13(16)14-diene-

3íi,8cxH-diol ' 

' 
_,, 

Hautriwaic acid 82.95 ±2.86 8.59 :!: 2.33 .. ·. 0.63 :1:0.08 

Values are means :1: S.E.; n=6 

* Emax indicates !he percentage of maximun inhibition 
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Table 2. lnhibition of the electrically induced contractions of isolated 
guinea-pig ileum produced by the extract and isolated compounds from D. 
viscosa. 

SUBSTANCE Emax* ICi;n (µg/ml) 'Y 

Atropine 89.37 ± 3.22 0.0053 ± 0.0008 1.16±0.17 

D. viscosa extract 105.92 ± 8.07 106.19±15.00 1.90 ± 0.40 

Sakuranetin 104.47 ± 3.20 4.69 ± 0.29 1.70 ± 0.15 

6-hydroxykaempferyl- 101.87 ± 1.19 37.87 ± 0.89 2.35±0.11 

3,7-dimethvl ether ·.· ··.'· 

Ent-15, 16-epoxy-9aH- 100.16 ± 2.06 19.37 ± 0.83 •' .. 2:44 ± 0.23. 
1':._ 

labda-13(16)14-diene-
J. 

. 

3ll,8aH-diol 

Hautriwaic acid 98.2 ± 1.2** 148.48 ± 6.4..;· ¡•;, 1.-<:< -- .. •·· 
. : .. < 

Values are means ± S.E.; n=S 

• Emax indicates the percentage of maximun inhibition 

•• Experimental value; ••• Value obtained by linear regression 
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Table 3. Effect of Sakuranetin and ent-15,16-epoxy-9a.H-labda-13(16)14-

diene-3f3,8a.-diol on the Ca2•-induced contractions of rat uterus 

SUBSTANCE 
Ca2+ 

Nifedi ine 1 OnM 

Sakuranetin: 

3 

Ent-1S,16-epoxy-9a.H

labda-13(16)14-diene-

Emax* 

103.04 ±4.86 

69.43 ± 7.62 

101.78 ± 17.08 

• Emax indicates the percentage of maximum inhibition 

EC (mM)** 

1.14±0.16 1.97 ± 0.36 

1.61 ± 0.09 3.32 ± 0.80 

•• Concentration of Ca2• ~¡ whi~h-5-oo/o ~f-the ~aximum response to ca2+ is achieved. 

17 



Figure 1. Effect of the chromatographic fractions from the chloroform-methanol 

(1:1) extrae! of Dodonaea viscosa on the spontaneous contractions of the 

guinea-pig ileum. Values are expressed as !he percentages of inhibition of 

contractile response obtained at the IC50 of the original extrae! calculated as the 

mean from six data± S.E. 

*E: D. viscosa CHCl3-MeOH (1:1) extrae!. 

Figure 2. Smooth muscle relaxing compounds isolated from Dodonaea viscosa. 

Figure 3. Concentration-response curves fer !he inhibitory effect of the extrae! 

and isolated compounds from Dodonaea viscosa on the spontaneous 

contractions of isolated guinea-pig ileum. Values are expressed as the 

percentages of inhibition of contractile response calculated as the mean from 

six data± S.E. 

*ent-15, 16-epoxy-9a.H-labda-13(16)14-diene-3p,Ba.-diol; 

**6-hydroxykaempferyl-3, 7-dimethyl ether. 

Figure 4. Concentration-response curves fer the inhibitory effect of !he extrae! 

and isolated compounds from Dodonaea viscosa on the electrically induced 

contractions of isolated guinea-pig ileum. Values are expressed as !he 
percentages of inhibition of contractile response calculated as !he mean from 

six data± S.E. 

*ent-15, 16-epoxy-9a.H-labda-13(16)14-diene-3p,Ba.-diol; 

**6-hydroxykaempferyl-3, 7-dimethyl ether. 
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Figure 5. Effect of the isolated compounds from Dodonaea viscosa on the 

contractions induced by Ach, Histamine and Barium chloride on the guinea-pig 

ileum. In the tests with BaCl2, substances were tested at their IC50 for the 
inhibition of spontaneous contraction of the ileum. In the experiments with Ach 
and histamine, the compounds were tested a the IC50 for the inhibition of the 
electrically induced contractions. Values are expressed as percentages of the 
mean responses when the agonists alone were added to the bath calculated as 

the mean from six data± S.E. 

1: ent-15, 16-epoxy-9cxH-labda-13(16)14-diene-3f3,8cx-diol; 2: Sakuranetin; 3: 6-
hydroxy-kaempferyl-3, 7-dimethyl ether; 4: Hautriwaic acid. 

Figure 6. Calcium concentration-response curves of rat uterus in the presence 

of nifedipine (1 OnM), sakuranetin (1, 3 and 5,8 µM) and ent-15, 16-epoxy-9cxH
labda-13(16)14-diene-3f3,8cx-diol (3, 10 and 18 µM). Values are expressed as 
percentages of the maximum response to Ca2+ calculated as the mean from six 

data± S.E. 
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5. DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS 

5.1 POTENCIAL ESPASMOLITICO DE ALGUNAS PLANTAS UTILIZADAS EN 

LA MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA PARA EL TRATAMIENTO DE 

DESORDENES GASTROINTESTINALES 

Uno de los objetivos fundamentales planteados en la presente 

disertación era la demostración . farmacológica de las propiedades 

antiespasmódicas que se les atribuyen a ocho especies vegetales de amplio 

uso en la medicina popular de México. 

Las especies se seleccionaron con base en un criterio etnobotánico, el 

cual ha demostrado, en numerosas ocasiones, ser un buen punto de partida 

para el descubrimiento de nuevos productos naturales con propiedades 

biológicas interesantes (Cordel! et al., 1991; Hamburger y Hostettmann, 1991; 

Mata, 1993; Vlietinck y Van den Berghe, 1991; ínter alía). 

Con base en los antecedentes etnobotánicos de las plantas para el 

tratamiento de diversos padecimientos gastrointestinales, el estudio 

farmacognóstico de las mismas podía abordarse desde dos puntos de vista 

diferentes. El primero de ellos tendría por objeto establecer si estas especies 

tienen un efecto directo sobre los agentes etiológicos de las enfermedades de 

origen infeccioso o parasitario. El segundo enfoque, se avocaría a determinar 

si las plantas tienen alguna acción que contribuye al alivio de los síntomas de 

las enfermedades, como por ejemplo, reduciendo la motilidad de la 

musculatura lisa intestinal. 

En el caso particular del presente trabajo, tomando en cuenta la facilidad 

de implementación de los ensayos microbiológicos, se decidió hacer una 

evaluación preliminar del efecto antimicrobiano de los extractos clorofórmicos y 

metanólicos de las plantas sobre 1 O cepas de enterobacterias patógenas. Los 

microorganismos evaluados incluyeron: Aeromona hydrophi!a, Escherichía coli, 

Proteus mirabilis, Pseudomona aerugínosa, Sa!monel!a typhi, Shigel!a nexneri, 
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Staphy/ococcus aureus, Vibrio cholerae, Vibrio parahemo/yticus y Yersinia 

enterocoÚtica. Estas bacterias se seleccionaron considerando la frecuencia de 

su aislamiento a partir de heces diarreicas provenientes de pacientes 

infectados (Koneman et al, 1992). Cabe mencionar que en estos ensayos se 

decidió utilizar cepas patógenas aisladas directamente de muestras clínicas, 

considerando que los resultados obtenidos a partir de las evaluaciones, 

estarían más directamente relacionados con una efectividad "real" de las 

plantas para el tratamiento de las infecciones bacterianas que ocasionan 

diarrea. 

La determinación de la actividad antibacteriana se llevó a cabo en dos 

fases. En la primera fase se determinó cualitativamente las propiedades 

antibióticas de los extractos vegetales en estudio (Hufford et al, 1975; Ríos et 

al, 1988). En la segunda, los extractos que resultaron activos en la 

determinación cualitativa, se evaluaron mediante un método de dilución en 

caldo a fin de cuantificar su potencia antimicrobiana y compararla con la de los 

controles positivos adecuados (Hufford et al, 1975). 

Los resultados de la evaluación microbiológica se muestran en el 

Cuadro 2 (Artículo 1 ). Se observa que las únicas enterobacterias susceptibles 

al efecto de los extractos fueron S. nexneri, S. aureus, V. cholerae, V. 

parahemo/yticus y Y. enteroco/ítica. 

Todas las plantas evaluadas mostraron un efecto antibacteriano contra 

uno o más de los microorganismos susceptibles. Sin embargo, de manera 

general, el grado de potencia antibiótica obtenido para los extractos activos, 

tiende a ser baja comparada con la de los controles positivos. 

La actividad antimicrobiana más notable fué la que presentaron los 

extractos metanólicos de G. glutinosum y Z. venosa sobre la cepa 

enteropatógena de S. aureus, los cuales mostraron concentraciones mínimas 

inhibidoras (CMI) menores de 400 µg/ml. De manera adicional, vale la pena 

destacar que el extracto metanólico de D. lanosa mostró el más amplio 
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espectro de actividad inhibiendo el crecimiento de S. nexneri, S. aureus, V. 

cholerae, V. parahemolyticus y Y. enteroco/ítica, con un rango de CMI entre 

600 y 2000 µg/ml. 

Los resultados derivados a partir de la evaluación microbiológica, 

permiten concluir que la moderada actividad antibacteriana que presentaron 

algunos de Jos extractos de las plantas, puede ser de beneficio para el 

tratamiento de las diarreas infecciosas. Sin embargo, no justifica por si sola el 

uso tradicional de esas especies para tratar los desórdenes gastrointestinales 

de etiología bacteriana. 

Recientemente, Calzada y colaboradores demostraron, en pruebas 

realizadas in vitro, que los extractos derivados de todas estas especies 

vegetales carecen de efecto amebicida y giardicida (Calzada et al., 1995). 

Estos resultados, aunados con el pobre efecto antibacteriano demostrado en el 

presente trabajo, apoyan las observaciones etnomédicas acerca del uso 

primario de estas plantas agentes antiespasmódicos. 

Con base en estas observaciones, se decidió conducir la investigación 

hacia la demostración del efecto espasmolitico de las especies seleccionadas. 

La detección del efecto relajante de la musculatura lisa intestinal se realizó 

mediante un ensayo farmacológico in vitro, que consistió en la evaluación del 

efecto de Jos extractos metanólicos de las plantas sobre Ja contractilidad 

espontánea del iléon aislado de rata. 

Antes de continuar con Ja discusión de los resultados, en este punto 

resulta conveniente hacer algunas consideraciones generales con relación a la 

preparación del ileón aislado y su aplicación como herramienta farmacológica 

para Ja detección de fármacos con efecto sobre el Sistema Nervioso y/o la 

musculatura lisa. 

Es un hecho bien establecido que el tracto gastrointestinal está inervado 

por Jo que se considera Ja tercera división del sistema nervioso autónomo 

(SNA), conocida como sistema nervioso entérico (SNE). Conjuntamente con el 
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SNE, las otras divisiones del SNA (simpático y parasimpático), son Jos 

responsables del control de las secreciones y motilidad del tracto 

gastrointestinal (Gershon, 1981 ). 

Se han encontrado evidencias que indican la presencia en el SNE de 

numerosos neurotransmisores que incluyen: la Ach, la noradrenalina, la 

serotonina, el ácido y-aminobutírico (GABA), el trifosfato de adenosina (ATP), 

péptidos endógenos (encefalinas, dinorfinas y endorfinas), la sustancia P y el 

polipéptido vasoactivo intestinal (Fumes, 1982). La presencia de sustancias 

neurotransmisoras adicionales a Ja Ach y a la noradrenalina, indica una 

semejanza entre el SNE y el SNC (Gershon, 1981 ). De tal forma que la 

musculatura lisa gastrointestinal constituye un tejido adecuado para la 

caracterización de compuestos con actividad farmacológica. 

La presencia en el SNE de diversas terminales nerviosas, con diferentes 

neurotrasmisores y varios tipos de receptores, le proporciona una gran 

versatilidad a la preparación de iléon aislado. Además, la relativa facilidad del 

bioensayo y el requerimiento de pequeñas cantidades de sustancia para 

inducir un efecto en el ileón, hacen que este modelo sea muy apropiado para la 

evaluación preliminar de Jos efectos farmacológicos de los extractos de plantas 

y para el monitoreo de la actividad biológica durante el proceso de aislamiento 

de los principios activos (Samuelsson, 1991 ). 

En el caso de la presente investigación, se evaluó el efecto de Jos 

extractos metanólicos de las plantas objeto de estudio sobre las contracciones 

espontáneas del iléon aislado de rata. Esta evaluación demostró que los 

extractos metanólicos de las ocho plantas evaluadas inducen una disminución 

en el tono y la amplitud de las contracciones espontáneas del ileón, de una 

manera dependiente de la concentración. La Figura 1 del Artículo 1 muestra las 

respectivas curvas concentración-respuesta obtenidas para el efecto inhibidor 

de los ocho extractos. A partir de estas curvas se obtuvieron los valores del 
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efecto máximo (Emax) y la concentración inhibidora media (Cl50), mismos que 

se indican en el Cuadro 1 del Artículo 1. 

Los valores de potencia se calcularon utilizando como comparación el 

efecto inhibidor inducido por el extracto metánolico de Datura lanosa (Cl50= 
11.91 µg/ml), el cual tiene un alto contenido de los alcaloides espasmolíticos 

atropina y escopolamina (Bye et al., 1991 ). Se demostró que el extracto 

metanólico de D. viscosa (Cl50= 9.65 µg/ml) es el más potente, con una 

potencia casi comparable a la del extracto de D. lanosa. 

Los resultados derivados de esta evaluación farmacológica preliminar 

permitieron corroborar el efecto antiespasmódico que se les atribuye a las ocho 

especies objeto de estudio en la medicina popular mexicana. De manera 

adicional, indicaron que la especie Dodoanea viscosa era el candidato más 

idóneo para la obtención de principios activos potenciales con propiedades 

antiespasmódicas. 

5.2 COMPUESTOS RELAJANTES DE LA MUSCULATURA LISA DE 

DODONAEA VISCOSA 

Con la finalidad de obtener los principios activos espasmolíticos de la 

Dodoanea viscosa, se decidió realizar un estudio fitoquímico biodirigido, 

utilizando para el monitoreo de la actividad biológica la determinación del 

efecto inhibidor del extracto, fracciones y compuestos puros sobre las 

contracciones espontáneas del ileón aislado de cobayo. La razón por la cual se 

decidió cambiar el modelo farmacológico, se basó en la consideración de que 

el ileón de cobayo es un tejido de uso más difundido en los estudios 

farmacológicos (Wagner et al., 1979; Achterrath-Tuckermann et al., 1980; 

Hagas et al., 1986; Abdalla et al., 1989; Capasso et al., 1990; Capasso et al., 

1991; Morales eta!., 1994; Lozoya eta/., 1994; Sammuelson, 1991; interalia). 

Esta circunstancia permitiría comparar más fácilmente los resultados obtenidos 
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en la presente investigación con los resultados de trabajos publicados por otros 

investigadores. 

En una serie de experimentos posteriores a la realización del rastreo 

farmacológico preliminar, se demostró que el extracto CHCl3 -MeOH (1: 1) de D. 

viscosa era tan activo como el extracto metanólico en el ileón de cobayo. En la 

Figura 3 del Artículo 2 se indica la curva concentración-respuesta 

correspondiente al extracto CHCl3-MeOH (1 :1 ), el valor de Cl50 calculado a 

partir de esta curva fué de 79.5 µg/ml. Con base en estos resultados, se 

decidió utilizar la mezcla CHCl3-MeOH (1:1) como disolvente de extracción 

para la realización del estudio fitoquímico biodirigido. 

En este estudio, 1.9 Kg de la planta seca y molida, se extrajeron con 

una mezcla de CHCl3-MeOH (1 :1 ). El extracto activo se fraccionó vía una 

cromatografía en columna de gel de sílice utilizando como eluyentes mezclas 

de hexano-cloroformo, cloroformo y cloroformo con cantidades crecientes de 

metano!. Como resultado de este proceso se obtuvieron 1 O fracciones 

cromatográficas primarias. Todas las fracciones fueron evaluadas sobre la 

contractilidad espontánea del ileón de cobayo a la Cl50 del extracto original. 

Estas evaluaciones demostraron que las cinco fracciones menos polares tenían 

un efecto relajante y que la mayor actividad se concentraba en la Fracción 1. 

Las fracciones restantes no mostraron ningun efecto relajante significativo e 

incluso la fracción 10 inducía contracciones en el ileón (Figura 1 del Artículo 2). 

Con base en estos resultados, se procedio a realizar el aislamiento de 

los principios activos mediante sucesivas recromatografías en columna y en 

capa fina. Estos procesos de separación permitieron el aislamiento de cuatro 

principios espasmolíticos. Estos compuestos se caracterizaron, mediante 

métodos espectroscópicos y espectrométricos como: la sakuranetina , la 3,7-

dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona el ácido huatriwaico y el ent-15, 16-epoxi-9cxH

labda-13(16)14-dien-3j3-8cx-diol (Figura 2 del Artículo 2). Las constantes físicas 
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y espectroscópicas derivadas de cada uno de los compuestos aislados fueron 

comparables a las descritas previamente (Mata et al., 1991 ). 

Los cuatro compuestos aislados también inducían una inhibición de las 

contracciones espontáneas del iléon de cobayo, de una manera dependiente 

de la concentración (Figura 3 del Artículo 2). Todos los compuestos resultaron 

ser más potentes que el extracto original, pero menos potentes que el extracto 

metanólico de D. lanosa (Cuadro 1 del Artículo 2). 

El efecto inhibitorio de las contracciones espontáneas del iléon de 

cobayo inducido por los cuatro principios activos, no proporcionaba ninguna 

información con relación al mecanismo de acción de los mismos. La 

disminución de la contractilidad originada por los metabolitos de D. viscosa en 

el ileón de cobayo, podría ser el resultado de una interferencia con la síntesis, 

liberación o degradación de neurotransmisores en el SNE. Pero también podría 

ser una consecuencia de la interacción directa de los principios activos con los 

receptores para neurotransmisores, hormonas o autacoides. Asimismo, los 

compuestos podrían estar interfiriendo con el metabolismo de segundos 

mensajeros, que influyen en los niveles intracelulares de Ca2•, el cual es 

importante para la contracción. De manera adicional, también existía la 

posibilidad de un efecto directo sobre los algunos de los componentes 

involucrados en la contracción del músculo liso (Samuelsson, 1991 ). 

Con la finalidad de iniciar la caracterización farmacológica del 

mecanismo de acción de los principios activos, se decidió investigar su efecto 

sobre las contracciones del ileón de cobayo inducidas por estimulación 

eléctrica y por diferentes agentes espasmógenos (Ach, histamina y cloruro de 

bario). 

En primer lugar, con el objeto de detectar si la actividad relajante de los 

principios activos involucraba un componente anticolinérgico, se determinó la 

influencia de los cuatro compuestos sobre las contracciones inducidas 

eléctricamente y por la Ach. El primer modelo se seleccionó considerando que 
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la Ach es el principal neurotransmisor liberado del plexo mientérico del ileón de 

cobayo estimulado eléctricamente (Ennis et al., 1985; Samuelsson, 1991 ). 

El conjunto de experimentos diseñados para determinar el efecto de los 

compuestos sobre el iléon precontraído eléctricamente, demostró que los 

cuatro principios activos producían una inhibición de las contracciones, de una 

manera dependiente de la concentración (Figura 4 del Artículo 2). En estas 

evaluaciones el ent-labdano y los dos flavonoides fueron más potentes que el 

extracto original, en tanto que el ácido hautriwaico fué menos activo. Sin 

embargo, todos los compuestos fueron considerablemente menos potentes que 

la atropina (Cuadro 2 del Artículo 2). 

En el caso de los experimentos en presencia de Ach, los principios 

activos se evaluaron a la Cl50 requerida por el extracto original para inhibir las 

contracciones del ileón evocadas eléctricamente (106.19 µg/ml). Estas pruebas 

demostraron que el ent-labdano, la sakuranetina y el ácido huatriwaico 

inhibieron las contracciones inducidas por la Ach, siendo los· más potentes el 

ent-labdano y la flavanona. 

Por otra parte, con relación al flavonol, estudios previos han demostrado 

que los flavonoles 5, 7 disustituídos generalmente relajan el ileón de cobayo 

precontraído con Ach a concentraciones menores de 106.19 µg/ml (Fanning et 

al., 1983; Capasso et al., 1988; Capasso et al., 1991; Havsteen, 1983). Sin 

embargo, la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona, no modificó la respuesta del 

ileón precontraído con Ac~1 a la concentración de 106.19 µg/m (Figura 5 del 

Artículo 2). Existe la posibilidad de que este compuesto, que tiene un patrón de 

sustitución diferente al de los flavonoles previamente evaluados, sea menos 

potente. En tal caso, sería necesario evaluar concentraciones mayores para 

definir inequívocamente si la acción de la flavona no involucra ningún 

componente anticolinérgico. 
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A partir de los resultados derivados de los dos modelos experimentales 

antes mencionados (Figuras 4 y 5 del Artículo 2) se puede inferir que la 

sakuranetina, el ent-labdano y el ácido huatriwaico no bloqueaban 

directamente los receptores colinérgicos muscarínicos como en el caso de la 

atropina. Sin embargo, no descartan la posibilidad de que estos metabolitos 

interfieren en alguno de los pasos involucrados en la neurotransmisión 

colinérgica o en los mecanismos de transducción mediados por la Ach en el 

proceso de la contracción muscular. 

En otra serie de pruebas, se evaluó el efecto de los principios activos 

sobre el ileón de cobayo precontraído con histamina, utilizando un diseño 

experimental semejante al empleado en los ensayos con Ach. El empleo de 

histamina como espasmógeno de prueba se consideró conveniente dada la alta 

población de receptores histaminérgicos en el ileón de cobayo y la importancia 

de este neurotransmisor en la regulación de los movimientos del músculo liso 

gastrointestinal (Samuelsson, 1991). 

Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 5 del 

Artículo 2. Como se puede observar, los cuatro compuestos inhibieron, de una 

manera significativa, las contracciones del ileón evocadas por la histamina. 

Estas observaciones sugerían que los principios activos podrían estan 

interfieriendo en alguno de tos pasos de la neurotransmisión histaminérgica y/o 

en tos mecanismos de transducción de señales activados por ta histamina. 

La siguiente evaluación en la secuencia metodológica planteada para la 

caracterización farmacológica preliminar de tos principios activos, fué la 

determinación del efecto de los compuestos sobre tas contracciones del ileón 

de cobayo generadas por el BaCl2 . En esta ocasión la concentración de prueba 

empleada para evaluar la acción de las sustancias fué la Cl50 del extracto 

original requerida para inhibir las contracciones espontáneas del ileón (79.51 

µg/ml). 
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Estos experimentos se realizaron con el objeto de evaluar una posible 

inteñerencia de los principios activos en el transporte y/o el metabolismo del 

Ca2• en la célula muscular. Se ha determinado, que el bario, de manera 

semejante al calcio, activa las proteínas contráctiles de músculo. Asimismo, se 

sabe que el cloruro de bario ocasiona una despolarización en la membrana 

muscular, originando la activación de canales de Ca2• voltaje-dependientes 

con el subsecuente aumento en la entrada de Ca2• al interior de la célula. De 

manera adicional, este aumento en la concentración intracelular de Ca2• 

provoca un incremento en la liberación de Ca2• a partir del retículo 

sarcoplámico. En resumen, la activación de las contracciones musculares 

provocada por el BaCl2, es una consecuencia del aumento de la concentración 

citoplásmica de Ca2• y de la activación directa de las proteínas contráctiles 

(Antonio et al, 1973; Van Den Broucke y Lemli, 1982; Capasso et al, 1991; 

inter afia). 

En la Figura 5 del Artículo 2, se presentan los resultados derivados a 

partir de la evaluación de los compuestos sobre las contracciones del ileón 

inducidas por el BaCl2. Estas observaciones parecen indicar que la 

sakuranetina, el ent-labdano y la flavona, inteñieren de alguna manera con el 

transporte del Ca2• y/o con los procesos metabólicos mediados por este catión 

en las células del músculo liso. Por otra parte, el ácido huatriwaico indujó un 

efecto excitatorio de las contracciones del ileón, el cual resulta muy dificil de 

explicar con base exclusivamente en los hallazgos obtenidos a partir de este 

diseño experimental. 

Los resultados de las evaluaciones descritas hasta este punto, con 

relación al comportamiento de la sakuranetina y el ent-labdano, indicaron que 

ambos compuestos bloqueaban las contracciones inducidas por estimulación 

eléctrica, Ach, histamina y BaCl2. Todas estas observaciones conducían a 

pensar que el mecanismo de acción relajante de los dos metabolitos, no 
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involucraba Ja interacción con algún receptor membrana! en especial y más 

bién, sugerían que estos compuestos podrían estar actuando en un paso 

común· en el mecanismo de contracción mediado por los espasmógenos de 

prueba. Más aún, el bloqueo de las contracciones inducidas por el BaCl2 

indicaban una probable interferencia con el transporte de Ca2• y/o con Jos 

procesos metabólicos mediados por el Ca2•. 

Con base en las razones anteriormente expuestas y considerando que 

las investigaciones relacionadas con los esfectos espasmolíticos de las 

flavanonas y diterpenoides son muy escasos. Se decidió examinar el efecto de 

Ja sakuranetina y el ent-Jabdano en las contracciones inducidad por el Ca2• en 

tejido de útero, previamente despolarizado con altas concentraciones de K•. En 

estas condiciones, el útero se contrae como consecuencia del influjo de ca2• a 

través de los canales de Ca2+ voltaje-dependientes tipo L (Bolton, 1979; 

Granger et al., 1986; Godfraind et al., 1986). En un medio libre de Ca2•, el 

útero se relaja, de tal forma que Ja subsecuente adición de concentraciones 

acumulativas de Ca2+, ocasiona un aumento gradual de las contracciones 

tónicas del útero que depende exclusivamente del influjo de Ca2• extracelular 

(Granger et al., 1986). 

En el caso del presente estudio, se diseñaron una serie de experimentos 

en Jos que se evaluó el efecto de concentraciones únicas de la sakuranetina (1, 

3 y 5.8 µM) y del ent-labbdano (3, 1 O y 18 µM) sobre las curvas concentración 

de Ca2•-respuesta contráctil. En estas evaluaciones, ambos compuestos 

produjeron un desplazamiento hacia Ja derecha de las curvas control de Ca2+ 

(Figura 6 del Artículo 2) y una reducción en el efecto máximo, sin afectar 

significativamente los valores de Ja concentración efectiva media (CE50) 

(Cuadro 3 del Artículo 2). Por lo tanto, asumiendo que las contracciones 

evocadas por el Ca2• en el tejido de útero despolarizado están directamente 

realcionadas con el influjo de Ca2+ al interiror de Ja célula, se puede proponer 
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que la sakuranetina y el ent-labdano actúan como bloqueadores no 

competitivos de la entrada de Ca2+. Sin embargo, con base exclusivamente en 

estos resultados, no se puede descartar la posibilidad de que estos 

compuestos interfieran en alguno de los procesos metabólicos mediados por el 

Ca2+ en el proceso de contracción muscular. Más aún, existe la posibilidad de 

que el efecto relajante de la musculatura lisa que presenta la flavanona y el 

diterpeno, se deba a la acción sinérgica de diferentes mecanismos de acción 

que involucren no solamente la interacción con algún receptor membrana!, sino 

también la interferencia con algún proceso metabólico en el mecanismo de la 

contracción muscular (Bolton, 1979). 

Por otra parte, los resultados de este trabajo sugieren que el mecanismo 

de acción relajante de la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona no involucra la 

interacción con algún receptor membrana! específico. De hecho, el efecto 

inhibitorio sobre las contracciones inducidas por BaCl2 indican que 

posiblemente este flavonol interfiere con el transporte de Ca2+ y/o con su 

metabolismo. La validez de esta hipótesis dependerá en parte, de los 

resultados que deriven de los estudios sobre el efecto de este compuesto a 

concentraciones mayores de 79.5 µg/ml sobre el ileón de cobayo precontraído 

con Ach y de los resultados de estudios en útero de rata despolarizado con 

altas concentraciones de K+. 

Finalmente, las observaciones derivadas de los experimentos 

efectuados con el ácido huatriwaico resultan insuficientes para la proposición 

de un mecanismo de acción específico. Sin embargo, la significativa respuesta 

inhibidora de las contracciones inducidas por histamina y el débil efecto 

obtenido en el caso de los experimentos de estimulación eléctrica y con Ach, 

sugieren a priori que este compuesto tiene un importante componente 

antihistaminérgico en su mecanismo de acción relajante. 
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES 

1. En el presente trabajo, se comprobó el uso etnomédico como agentes 

antiespasmódicos de las especies vegetales Conyza fi/aginoides (D.C) Hieran 

(Asteraceae), Croton tragilis HBK (Euphorbiacea), Dodonaea viscosa Jacq. 

(Sapindaceae), Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less. (Asteracea), 

Parfhenium tomentosum D.C. var. stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), 

Potentilla thurberi A. Gray (Rosaceae), Pterogonum atrorubens (Englem.) H. 

Gross (Polygonaceae) y Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae), mediante la 

demostración in vitro del efecto relajante de la musculatura lisa intestinal de los 

extractos metanólicos, empleando el modelo de iléon aislado de rata. La 

especie más potente fué la D. viscosa. 

2. El fraccionamiento biodirigido del extracto CHCl3-MeOH (1: 1) permitió el 

aislamiento de cuatro principios espasmolíticos. Estos compuestos se 

caracterizaron como: la sakuranetina , la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona 

el ácido huatriwaico y el ent-15, 16-epoxi-9cxH-labda-13(16)14-dien-3j3-8a-diol. 

3. La caracterización farmacológica preliminar de la sakuranetina y el ent

labdano, indicó que el mecanismo de acción antiespasmódica de estos 

compuestos involucra un bloqueo de la entrada del Ca2• al interior de la célula 

muscular y/o una interferencia con alguno de los procesos metabólicos 

mediados por el Ca2• en el proceso de contracción muscular. 

4. Los resultados obtenidos en la presente investigación, sugieren que la 

relajación de la musculatura lisa inducida por la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi

flavona, se debe a una interferencia con el transporte de Ca2• y/o con el 

metabolismo de este catión en la célula muscular. 
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5. Las observaciones derivadas de la caracterización farmacológica del ácido 

huatriwaico, resultan insuficientes para proponer un mecanismo de acción 

específico. Sin embargo, sugieren que la relajación muscular inducida por este 

diterpenoide, involucra un componente antihistaminérgico. 

6. El diterpeno ent-15, 16-epoxi-SaH-labda-13( 16) 14-dien-3¡3-Ba-diol, constituye 

una nueva clase de metabolitos secundarios que interfieren con el transporte 

y/o con el metabolismo del Ca2+ en las células del músculo liso. En 

consecuencia, los diterpenoides de tipo ent-labdano representan un nuevo 

prototipo estructural de fármacos, para el desarrollo de agentes medicinales 

novedosos con posible utilidad en la terapéutica de los trastornos 

cardiovasculares. 

7. Como lo demuestra el presente trabajo, es indudable que el empleo de una 

estrategia de investigación interdisciplinaria permite por una parte, corroborar 

las propiedades farmacológicas de plantas medicinales de reconocido uso 

etnomédico, que podrían constituir nuevas alternativas para la resolución de 

problemas primarios de salud pública. Y por otra, obtener nuevos prototipos 

estructurales de productos naturales útiles para el desarrollo de nuevos 

agentes terapéuticos. 
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7. PERSPECTIVAS 

1. Culminar la caracterización farmacológica preliminar de la 3,7-dimetoxi-

5,6,4'-dihidroxi-flavona, mediante la determinación de su efecto, a 

concentraciones mayores de 106. 19 µg/ml, sobre las contracciones del ileón 

aislado de cobayo precontraído con Ach y el análisis de su acción en el modelo 

de útero de rata despolarizado con altas concentraciones de K•. 

2. Confirmar, de manera inequívoca, si la relajación de la musculatura lisa 

producida por la sakuranetina, el ent-15,16-epoxi-9cxH-labda-13(16)14-dien-313-

8a-diol y la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona involucra un bloqueo de los 

canales de Ca2• voltaje-dependiente tipo L. Par tal fin, se propone el empleo de 

métodos electrofisiológicos más específicos, como por ejemplo las técnicas de 

patch clamp y voltage clamp. En este sentido, ya se han establecido los 

contactos pertinentes con investigadores del Departamento de Neurobiología 

del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, con quienes .se 

realizará un trabajo de colaboración para analizar el efecto de los principios 

activos de D. viscosa sobre canales iónicos membranales, mediante la técnica 

de voltage-clamp en ovocito de Xenopus /aevis. 

3. Realizar los estudios correspondientes para la determinación de l¡¡i toxicidad 

de los principios activos de D. viscosa. 

4. Explorar nuevas fuentes naturales de diterpenoides de tipo labdano, con la 

finalidad de obtener moléculas novedosas que permitan la realización de 

estudios de relación estructura química-actividad biológica, a fin de encontrar 

candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos agentes antiespasmódicos 

con posible aplicación terapéutica. 
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Summary 

The presenr invesrigarion describes rh~'~{fe;t ~~~h~i1ol~i~~\atil~u',;; ~f ~erha~olicexrracrs 
derived from Conyza filaK;noides (D.C;) l:fürÓn(Asteráceáé), CroÍon fragi/Ís}iBK.(Euphorbia· 
ceael, Dodonaea viscosa ]acq. (Sitpirida.i:éaeJ;Gymnospéntiiiglutinosum (Spreng) Less; (Asréra: 
ceae), Parthenium tomentosum. DC. _va'r. straniónfum. (Greene), RoUins (Asre~aceae); Potentilla 
thurberi A. Gray (Rosaceae), PterogÓn;/~ ár~orÚbéns (ErigiCm:l H .• cross (Polygoruiceae), Zornia 
venosa Mohlcnbr. (Fabaceae) aÍid Ddturá lanosa B~rCla\• ex Bye (Solánace,ae), In '11J clte cases the 
extracts inhibired,. in a con~e~rr3ri~:~~d·~~~~~e~t-~~f('1.e"r;: ~~.e(.sP~~r-~O~?Us·.·co~~aC'rfó~·. ~.f..th~_-in:. 
tesrinal smooth mus~lé. The ino_sr acrive 'exrraér ";as'rhat ~f n: 'viséosá. These fiñdings rend ro 
suppon rhe ethnomedii:alíi;e'óf.rh~ ~.i;;;;r;;d spec'ie's as spas~ol)'ric'aíiénr~ in .M~xica11 miditión~ 
al medicine. AddiriOnally, thepotenrial ancimicrobi~I acrlviey of rhc; emaO:s. ágainsr. pathogenié: . 
enrerobacreria was invésrigar~d. Seven óf rhe ni ne plarírs evaluared displÍÍyed al1ribácrerial effeé:rs. 

'·-· ''.· ... +··, )}-,:1·:!; .. (;,:i>-. ~-·. ":.', :'. ·'."{ _-: .. ~·;:·'.;':<:_:~¡.:~:<~~~':· :····,: -<;'., ·.'1:.:.-· '.: ~::·· ·_.': ~."··:· 
Key words: Conyza (iláiinoides;;croton fragi/isiDodo11aiá ,;;scosa;, Gym~osperma gluÚno;' 

sum: Parthenium tomentosÚm:·PaenÚlla thúrberii PtérogonÚm atrorub~ns:'Zornia'venosa; Da-· 
tura lanosa; isolared rar Üeum; sp~s~oJyric cffect; smooth musde relaxario.n; anrimiérobial effecr. 

lntroduction 

__ ~-~ _-¿·~~~-:·~~,:~:·~:.:~,,:;_·,,_,.~~"L.~ -~-~·º- ~-~;-_·;·~.::-- ~~,- ,50-:--,.""c.:-·o:·""":--<';:'> :·. ..,/, 

· -~ "' sp~-s-ffioJ}~tic aCd~¡·i)'.. o·~ ~ame' ~f thCs~:s#é~ies. arld_ t.~._is~late 

Mexican herbolaria Jirerarure refer's i~ ~he ;,~e cif~~~~g¡ 
plants for rhe rrearmenr of sromach'.achei;'lwirhor;wirholJr 
diarrhoea), pains of hepatic or splenic origin,:'ííréri~e 'éolic ' 
and other disorders involving smóorh.:muscles.:Howevei, 
most of rhese spccies ha ve nor ver béen" irívesriga red from a 
pharmacological ora phytoch~mi~al poini"of viéw:' There: 
fore, we have initiated a screeni.1!;' prOSra~'"·to~e'Valu'are·rh~ 

, ····". ,-, ._ ... ,•. 

• Taken in pan from the Ph. D.' Th~Sis of Á.' Rojas. 

die acrivé consriruenr(s) for,rherape':'ric éxploirárion .. : · _ 
'Among rhé niosr commonl¡; pre5cribed~herbs ro. rreai 

sroniach'aches;rhe following' spedeswere sclecréd for théir 
pharÍnacological .. eval~arion: :Conyz;; ,filaglnoides !_CDC.). 

: Hieran. ·_(Asreraceae), · Crotoñ.'(ragilis HBK! (Euphorbia
ceae), Dodonaeá viscosa Jacq:' (S~piiídaceáe);' GY,,,nospcr· 
m": glutinosum (Spreng;¡ I..éss. (Astér~ceaé¡; Párth~niÚm Ío· 
mentosilm DC. var. stramonfum .(Greéne) Rollins (Asrera
ceae), Potentilla thurbéri f..: Gray (Rosaée~é), Ptérogomtm 
atrorubcns (Engle~.) H.Gross ·cr_olygonaceae), iorn_ia.,ve-
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nasa Mohlenbr. (Fa baceac) and Datura lanosa Bardar ex 
Bye (Solanaceae). 

Soxhlcc exrracred wich l 00 mi of methanol ar 70 ºC or 
100 mi of chloroform ar 50 ºC far 6 hours. The exrraccs 
were evaporated under vacuum to a thick residue which 
~ere. stored ar room temperature for la ter use. 
· -For bioassays, ali exrracts were dissolved in dimerhylsu
foxide. The final concentration of the solvent in the isolat
ed organ bath chamber was 0.2 % vlv. 

lsolated rat ileum test 

Scudies concerning che chemical composicion of sorne of 
these species have been previously·described; however,-nei
ther the plan e excracts nor' cheir constfruenis ha ve' been --
studied pharmacologically. Phytochemical investigaiicms of 
D. viscosa ha ve allowed thé isolacion 'of diffe'rent-cypes'of 
sccondary meabolites''.in~luding,~ev'úal: flavonoids (Sascry 
and Nayudamma; 196.6rsai:lídeV..·aiid' K.ulslíréshtha; 1983; 
Mata et al., 1991), ~omé-dicérpe'noid~-·(Hsu'et ál~il971; 
Sachdev and Kulshresht1-.'á;:1983i'Maiii et a1:~199l);con
densed cannins (Sasiiiand Nay,o.idamm~,'p1~6), rricerpen- Sprague-Dawley male raes (200-250 g) were kill~d by 
oids and two biologicallyiáciivcº saponin; -·(wág;;er ,et. al., - cervical dislocacion. After discarding the l O cm· nearest the 
1987). PhycocheniicaJ'.-aiialyses'of P.'tome;,ú)srmi have re- ileocaecal junction, the terminal ileum. was 'removed and 
vealed che presence in"Íhé"pl~ni'of á'ií'U~ber Ófcompo~nc!s, placed in a Krebs-Henseleir solucion (at 37~C ánd j>H 7A) 
including several guaianolide.rype'of sesquiterpene l~éronés of thc following composition (mM): NaHC0320.,-NáCJ 
(Maldonado ec al., 1985),)ái fl~vÓne•' (Rodríguez'< é[i al;, 119, KCI 4.6, KH2PO,l.2, MgS04 L2, CaCl2 I.5 and glu: 
1972) and sorne monoterpenóids '(i(ÍÍmainoto er al:; 1985 ). cose .1 L4, bubbled. ':"ith. 95 % O.i and 5 'Yo CO~;,The intes'.
From G. g/utinosum ch~re havé been isolated iWo flávo'nes, rinal concent was removed by~wa~lling-witÍlKrebs~Hensel-: 
three monoterpenes <Dómínguez;• 1974) and,orie direrpenc eii sol_urion and the.mesen!CriC:-~e~i~J.~s-€ei-~"eli¡ninar~d. _ 
(Mikayado et al., 19'74). 'a~Spinast~;()J'andJ3-Amyrin \Vére ·, The ileum was cut into l cm lo,ng segmenrs; Each segmem 
isolared from C. filaginoidesi([)omíngu-ez;''1972)'iind D.: Ówas placéd v~rticálly-iri á lOmltissue cliiímoei-á_ód bathed 
Lanosa was found to contain"several~tropaT:~ alkaÍoids in~. -with Krebs-Heriseleir,~oluiiOÍÍi'Añ~initial tension of l g was 
cluding scopolamine an'd'am:Ípine; i\v;;- ~·11 known 'a:mi- fapplied io~tlÍe'ilea'and a'30min pericia of scabilization \~as 
spasmodic agems (Bye et al;, 1991). . "'. ':. 'i. ,,,;< ';¡;_·-,:: : allo\ved. Sporiranéoús acrivicj·:was measured using force 

The present srudy was underraken in order to confii-;Jl ilíe: : Írá--nsducers (Gráss IT03) conn-ected ró a polygraph (Grass 
spasmolyticactionsuggestedbrtherradirionaluseofthese'' ,7Dl:''.'/ -,\•::":':' > _-_ ;' • . _ . · -· 
lected species by invesrigating the effect of their mérhanolic: ;- Following the srabilization period, a l O min control peri
exrracts on spontaneous contractions of rhe isoláted rát ilé-' ;: od was 'recorded: Afterward, ea ch methanolic plant extract 
um. In addition, the pocenrial antimicrobial acriviry o(tlíe was 'ádded ro.che bath cliamber in a volume of 20 µI at dif
extracts against pathogenic enterobacteria was invesrigáted. ' ferent ·nan'-cumulativC coÍlcCntratiOns.(only one concentra-

, ·" tion was used for each ileum segment). The concentrarions 

Materials and Methods 

Plant material 

.·used were from 0.5 to 5000 µ'g/ml. Wlíen required, inier
mediare doses were tested. The merhanol éíaraci of D. La
nosa (from 0.5 to 500 µg/ml) was.o.ised ás a positive control 

· due ro its high concenr of scopolamine áñd arl'opine. Ali the 
The planr macerials u sed in the present stud)' were collect- responses were recorded durfog 10 min. • -:"" 

ed in differcnt parts of Mexico: Conyza (ilaginoides from · Pharmaco/ogii:al data a1uilysis :.- .· , . , 
Juchitepec, State of Mexico; Dodonaea viscosa from Oaxa- · -- -
ca; Gymnosperma glutinosum from Sana Catarina Sta te of The effect of che extracts ,~as"derer~i_ned by_ comparing 

the areas u. nder the curve. 'insc.· .rib. e.d. 'b)'.rhe._ f_ re.quency;and Mexico; Croton fragi/is, Da tura lanosa, Parthenium tomen- :- · -· ·, - · · · -- - · 
' ' amplicude:o. fthe'.il.eu'm .. 'contr. act.".1.'o.n;: .. be.-.. fore á.nd after .. th.e 

tosum var. stramonium, Potentilla thurberi; Pteróg(;>.nUm'Ot-.... · · · " ' · - ,. · h ,.. • 

rorubens and Zornia venosa from Chihuahua: Auchenticat•.c- applicarion of the exrraé:is;'Ai-.iiás:,veré'calculaced from the 
ed Voucher specimens (Bye and Linares '.17983; Cisneros. polygraph""C~traClngs;}~sing ¡['an {aha!Ógicai~igiral iabler 
368, Bye and Linares 17985, Bye 18019, Byel5622; Bye. (CPLAB'.10) and. a¡speciaUy designed sóftwarc.,The values 

18014, Bye 18057, Bye 18037 and Bye 18069, i-especiively) . \\Íere expressed ~s peré:eríiage~ ofinhibidon 'of éorirraCiile 
are deposited in rhe Ethnobocanical Collection. of thé Na- respc)nse: calculated frcÍm '.six data; S.' E. The. -differences 

~~;:~ ~~;i~::i~~i~!:i~i'.~.~~'.? !:x~~,ocaC_n,:~.~I Ga'r~:n' ',~iuTh~=-~~~r~;~~-;1·~~p~r~J~;~.~v~['fe;t2~~;~:~.~;i:~ t~e 
: ,~ ~ :·.<. e·conc~ntrat1on·respo~se c~~es ~:ir th~ extr~~~ w~re: 

Extraction 

Pharmacological and microbiological ~cÚdi'":' wer~· per
formed wich excracts of che dried planes prepared as fol
lows: 20 g of che finely ground dried planc' marééial were 

· plóried ~nd. rhe exP.,rimenial data· fróm'~iie 'cRc wér~ ad; 
jústeCl by th~ néinlinear, leasi squár~s;'cúrve fitting program 
(PC NONLIN), using . rhe ·. following equationi. E;;· (Emax 
OJ/(0 _;_ IC50') where Emax is che. maximum inllibitcÍry ef: 
fect, C ist the_ concentra tia~· of th.C~~~~a~[;· JC5Q. ist :r.he con· 
cenrrarion ª" which 50 % of che maximüÍn inhibition of il· 
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eum sponraneous conrracrion was achieved; y (gamma) is a Determination o( mínimum inhibitory conccnrrarion 
number expressing rhe sigmoidity or the concenrration-ef- (MIC) was accomplished b)' the serial dilution technique 
fect relationship. When y is less than 1, the curve flattens; (Huffort et al., 1975). For the quanritative anrimicrobial 
when ir is grearer than 1, the curve becomes sreeper assays, each extraer was dissolved · in MeOH-H20 1: 1 
(Schwinghammer and Kroboth, 1988). Parameters derived (20 mg/ml); 0.5 mi of. this. solurion was · then added to 
from this adjusrment were compared by means.of:rheir':. 4:Sml of'nutrient brorh:·noubling.·seria!'dilurions were 
95 % confidence inrervals. The initial ~alues far nonlincar '' 'ásepticall); prepared from. rhis broth with '.concen'tations 
adjusrment were obtained after the logit transformarion ·of ranging from 2000:4 µg/ml. Eách dilution was inoculated 
experimental data. ,· ·with '¡oµJ of bacteria ro a final coricenrration'.of'l06/ml. 

Screenlng for antimicrobial activity 

The enteropathogenic bacteria used in the present stud)' 
were isolated from human clinical samples. They include: 
Aeromonas hydraphila, Escherichia cafi, Proteus mirabilis, 
Pseudamonas aeruginosa, Safmanefla typhi, Shiget/a flex
neri, Staphylocaccus aureus, Vibrio choferac, Vibrio para
hemafyticus and Ycrsinia enteracafitica. Ali microorgan
isms are deposired in the stock culture of the Faculry of 
Chemistry, Universiry of Querétaro. . .. 

After overnight incubarion the MICwasderermin~d. 

Results 

Intestinal srnooth muscfe re/axant activity 

The merhanol exrracrs of ali rhe species rested showed a 
concenrration-dependent inhibirion of rhe tone and ampli
rude of spontaneous contracrions on the rat ileum. F\g. 1 
sho\\'S the concentrarion·response Curves for rh~ nine ex- · 
rracts. · · · , 

Ir is worth noting that ali the extracts displayed a similar 
efficacy in inhibiting spontaneous activiry. No sratisricall)'. 
significanr differences in the 95% confidence.·inrervals 
were observed beween rhe Emax of the.exrrac!s.The máin · 
difference berween the groups was related to theirJnhibiro
rr porency (see Table 1 ). D. viscosa showed the highest po-

,.tencr compared wirh ·rhe extraer of D. lanosa (posirive con-
, trol). . ' .... , 

The methanol and the chloroform exrracrs were evaluat
ed for qualitarive antimicrobial acriviry using the ágar piare 
diffusion assar (Hufford et áJ., 1975; Ríos et al.',:,1988). 
Agar piares conraining 1 mi (106 bacreria/mf)Óf ·in over~ 
night broth culture were prepared. Filter '¡)áper•.discs 
(0 = 6 mm) (Schleicher and Schuell) were dreñch'éé!; \virli 
100 and 50 µI ofthe crude extracts ar a concenirariori' of 
1 O mg/ml and dried in rhe open air. The clises were: placed: 

~~ ;1;.~'7~;a;~dh~~~~:::,~::/!~t~~:;~:s 1:;,!n~~~;r~~ •. ·····:· A~tib~cÍeriaf a~tivity > . . · .. · .. · .. ·: '. ;" ' > ..... · ... 
posirive conrrols, depending on rhe suscepribilit)' ofrhc éest .• +·Thé.';0;~~1i~1 :mri'niic;~bi:i1 ·a~i\·i~}· ~~.¡~.~~~~,~ ~~~e;o
bacreria (gentamicin: r. rnirabi/is, s. f/exnerí and }: ent~roc pathogenic' bacr~ria 'of '[he' 'rnerh,anol :and 'chlorofor~ 'éx
cafitica; sulphamethoxazole: A. hydrophila; arnpi~ilitÍi :E: 'éacrs óf the s~lected'sp~cies'aré presénr~din :Tabie 2. T.he 
co/i¡ genramicin: P. mi rabi/is; carbe~icill~n:: P. a~r:úgi~OSa~ ~. ·_f i-~S~1ts: á~.é:~éXp~-~~~e-~~ ·as:JTI¡~~m~-! _ i~~_¡'bil~~Y. cO~~~.~t~~~~on~ 
amikacin: S. typhi; cephalothin: S. aureus and rerraé:ycliné: ·• ... ·CMIC: f:''As .. shÓWn;·only five. ()f tlié ten micrÓC>rganisms em
\( chofcrae and V. parahemolyticus); In ali the cases~ the :. plo¡•ed,"'.ere5usceptible rorhé.test em.acrs:The niost active 
diameters of the resultan! inhibition zones were rneasÚred::: e:Krrá'er wa's thái of o: lanosa,' _,:,!,iich exhibitéd antimicrobi-

Fig.1. Concentration·r~sponse curveS -
for the methanolic cxttacts o{ Conyza fi
laginoides, , Croron·: fragilis,: Dodonaca 
viscosa, Gymnosperma glurinosum~ Par., 
rhenium roróentosum, PotCntilla rhur:be._ ,. 
Í'i,- PrerogOrUm aúorUbens, Zornia VeriO~·· 
Sá and Da tura larioSa · on rhe spontane~ 
oils conrracrion of isolared rar ileum. 

e: 
-~

:o 
'.2 

·= o 

'ºº 

log concentrotion (µg/ml) 
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al activity against S. flexneri, S. aure11s, \( cholerae, \( par
ahemolyticus and Y. enterocolitica with MICs of 625, 858, 
950, 875 and 1961 µg/ml respectively. 

Discussion 

The resulrs obrained in the present investigari~m i~~¡¡~~re · 
that the methanol extacts of the'11ine planrs evaluated havc 
spasmolyric acriviries to varying degrees on the isolated rat 
ileum preparation. The demonstrated activiry may accm.rnr· -
for the use of these species as anrispasmodic agent5 in niex
ican tradicional medicine. 

As previously menrioned, the potency of the extracts was 
calculated by comparing their relaxant effects with that of 
the methanol extraer of D. lanosa, which contains the spas
molyric alkaloids atropine and scopolamine. Both com
pounds possess anticholinergic activity. The mosr active ex
traer was that of D. viscosa, which exhibited almost· the 
same potency as D. lanosa. The methanol extracts of G. 
glutinosum, P. thurberi, Z. venosa and C. filaginoides, dis-. 
played anrispasmodic activities corresponding to. 32 .%; 
31 %, 23 % and 22 % of the positive control, réspecrively. · 
The less active extracts were those of P. tomentosum and C. 
fragilis, while the extraer of P. atror11bens produced ·ónl)' 
moderare relaxation of the spontaneous cóntractions óf the 
rat ileum. · · · · · 

Ir has been reporred rhat sorne flavonoids pr~du~e inhlbi
rion of induced or spontaneousconrractions .of guinea pig 
ileum (Capasso et al., 1991Í Fanning eta!.~ 1983; Havsreen, 
1983; Macander, 1986). The~efore:'ih·e ·¡,reseiiée ofthis 
type of secondary merabolitc could he relaré'a to the intesti
nal relaxant cffect demonstrared hy.thé'mcithariolic extracts 

'"" ;·:; ,,. - ,:'_/ - ~. , .. :-:::·~_,, ;"; - . ., 

of D. viscosa and G. glutinos1m1. Since. the spontaneous 
movements of the intestine are Ca2• dependent, ir is· p~oh· 
a ble that the inhibitory effect inducecf ·by the extracts of 
these species;mighr bedue to interferé11ce with Ca2• influx 
and/or Ca2~.teléase from·an inrracellular srÓre; as has been 
suggesr~d m inte<'Prere 'the irlhibitory éffei:is of 'sóme flavo
nóids otÍ guinea-pig .(ca'pásso et ·at.; 1991; Fanning et al., 
'1983; Havsteerí; 1983):'>;:::•./: · ·· :·.;•,:::it:k~ ·· ··.·• 
··· .. : The. 'data : ol:itairied .! f~om the ;presenr :'pharmacologiéal 
evalúaiíon arétnot sufficient to prÓ¡Íose a possiblc mecha
ni~m .ºr acriOn~iñv~tvéi:t · ;ri· rh'e'anrisJ>asíiioi:lic iicíiviiY of rhe 
species: Therefori< furtlier' pharmácólogiéal f aml . phyto
chemical studies'musí' l:ie'·úndenakén'fri"orde.r to clarify the 
mode of actio·n of the'áctiveprinciplés obtainéd from those . 
p~a'rlis~>:~~;f,~~~·;~:;~\ ';.\:.t~:'.H<';~:~.:./:~~:·~ .. :-~··./;::: .:·'.,~:<~:~:'·'.'._: - ·. ·.·. ·· . ',' .. ~~. 
· Regárding the inves.rii;a'rion of the ·planr exrracts for pós

sible antimicrobial 'áérivity,.the Ónly susceptible enterobac
teria ·:~~r~··s: fJeXn~i/ ~· 'au~eUs~ \~ cholerac, \~ parahemo
lytic11s and Y. énierocolítii:a. Seven of the nine plants evalu
ared displáyed antibaérerial cffcct against one or more of 
the. sus'cép'tible· microorganisms. However, the grade ·of 
anti~iotic porency obtained for the active extracts tend to 
be low compared with that of the positive controls. 
•·.' The inost remarkable activity was that produced by the 
chloroform exract of C. filaginoides and the methanol ex
tracts of G. glutinosum and Z. venosa against S. a11reus, 
\Vith minimal inhibitory concentrations · less . than 
400 µg/ml. On the other hand, the methanol exrract of D. 
lanosa showed the widest spectrum of activity; the extract 
significantly inhibited the bacterial growrh of S. flexneri, S. 
aure11s, V. cholerae, V. parahemo/yticus and Y. enterocoliti
ia with minimal inhibitory concentrations ranging from 
600 ro 1200 µg/ml. 

Table l. lnhibirion of th~ sP.,~ta;ne~~s ;c~~;;:~~n~f ii~la;~d rat ileum induced by the methanol extraer< of the plants 

Extraer ·--'~\:.·.- ··-Emaxf~_:- ,. .b:/;:.i'c -'=·---;·., ""ICsó (µg/mlJ y Potericy :-' 

D. lanosa 86:98 .. '4.7 • 9.65 .. 1.16 1.89 .. 0.46 
: (81.84"95.Í2J ·~ (7.33,- 11.97) 

C. filaginoides 109.55"6.75 ,:43.87~15:.,· 0.53=0.06 0.22 
(95-123) (13.87-73.87) . 

C. {ragi/is . 94.7S. 7.68 .·, .. '146.53~24.83·· o.51 .. 0.10. - 0.06 
- · · (79.6-110:1 ¡--- c. (96:s-196:1J · ·-

G. glutinosum 93.29~3.76 29S7.:6.29 0.91 .. 0.17 0.32 
(85.77-:100.8) !23;3.,-.42J 5¡ •. 

D. viscosa 90.58 .. 8.91 ·c11:91 ~3.18 . L27~0.55 0.8] 
(72.8-108.4) (5.55-18.27) 

1.34 .. 0:30 P. tomentosum . 95.81 .. 4.04 . : 145 ,;22.93 0.06 
(87.73-103.9) ¡99,14..:190.9) 

o.38~<J:o5 P. thurberi 103.4i5.29 ·· 30:58;;, 14.98 0.31 
(92.82-: 113.9) (0.62,;;60.54) ' .• .. ,-- '. 

P. atrorubens 88.65:'3.58 57.80.:i 14.92 0,59.;o.08 ·0.16· 
(81.49-95.81 J (27.9-87.64) 

Z. venosa 102.7S.5.34 . 41;32: 17,95 0.23 
(92.0i-113.4) ::.(5.42-7i;22J 

Values are means ~S. E.; n = 6 (9.S:.o/o confidence in~erval~)~ · . -. . _ . 
PotenC)' was obtained by thC for~ul~_: EC50 f?atur~ .~ana,s'!/~~5~ pla!lt exrracc, ass~mf~g ~ ,~~~lue ~! ~-~ºº/~~ Dat~.ª lqnosa. 
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Conclusions Rcfcrcnces 

h Byc, R., Mara, R., Pimentel, J.: Botan}', ethnoborany ;rnd chemis· 
T e antispasmodic activit)' demonstrated by the merha- rry of Datura lanosa (Solanaceae) in Mexico. Anales Jnst. Biol. 

nol extracts of the species evaluated in the present study, Univ. Nac. Autón. México, Ser. Bot. 61: 21-42, 1991. 
could provide the pharmacologic3:1 ba~is for, th~ __ tra_di~i'?ºª~--. _. -~~P~~so, ~-~ Pinr~, ~., l\1~~col_o~ N_·~· A~tor~, G.~ Sa_passo, F.: Re· 
uses of these plants as spasmolytic agenrS in"· Mexican .'tf.a~·, .··_ :'_: ducti"On-of -~goitist-induéed conira"c_rions· oí &~inea·pig. isolared 
ditional medicine. Furthermore, the modérate aiitibacterial · ileum b)' flavonoids.:Phytothei: Res. 5:85.:_87, J 991: .. · 
activity exerced by the exrracts agai~s~ .. ~~jjj~. ~-ª-~h-?ge·~¡~---~~- pomíng~ez;X;·A~:,T~o penr3_nlethoxylafe~ f1av<;>noids from Gym
terobacteria may be of additiorial. benefit.;in :the ·case;i:if ·.: :·,.nosperma glutinosum<Phytochem: 13:.1626-1628, 1974. 

, - '-.. ~oCninguez, _x~ f:..:~: .Trirer·penoidS' aO~· triaC:Oma~e f~o~ .. c.ofry~ ¡;. 
stomach-aches associated with inféétive é:liárrh~ea. •· · · :;: Jaginoides, Pfaytochem. 11: 1855;:; J 856;' ¡ 972: j.•: '": : .· 

:::::' .:·;. ,... 'Fanning,:~.: J.;:M~.~nde~'~ P.~ .~r~e~i:cki;:;c:;:~iddleton;.·E.: 
QUercetin_ inhibiis an.ap~ylact_ic cont~ac_rió'rl·of guine~~pig '.ileum 

. smoo.th ::mu5cle.'. :1nt»·.Arch. Aller¡fr ;App1:· /mmunot. 71: 
The technical assistance of ~éCt~·r P~lá·.~¿ ~~~·~Ü~1 É~~Í~~~a ~nd · · 3_71.:~?3; 198.3.'-~: .:,. . · '.~·:._ : .... -, :.:.'._ ·: ·:{ :~-{':. ~,. ;: :"">· '.'. :.;:,: J ;_ ·_' 

Patricia Méndez., (Universiry ':-o( '.QÜ_erétaro) ·'.· iS/acknówledged. ·· -' H_a_vsteen~ B.: Flavonoi~s~ a class of natural products of high phar-. 
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':_:-_ q.»~'~'os~nni_n;;~e~: labdañrriol· frof!l· ~Y!!r.r:o5Pt!rr1ia_glutÍrio
. s11m.'Phytochem.'13: 189-190, 1974:' / .. i . •• :··· Microorganism 

Shige/la flexneri 

Staphylococcus 
aureus 

Vibrio cholerac 

Vibrio 
parabcmo/yticus 
Yersinia 
enterocolitica 

• Positive control 

Extra et 

D. lanosa (methanol) 
P. tburberi (chloroform) 
P. thurbei (methanol) ,· 
Sulpha'meth0X3z.olé •..: . . 
C.filaginoideS (chlo~;;forml 
C. fragilis (chloroform) •,· :· 
o; lanosa (mcthanol) . . 
G. glutinosum (methañol) 
P. atrorubens (methanol) . 
z. venosá.(methanol) ·• · 
A,,,picilliti • ;.<' :.~ ... -,--
D. lanosa (methanol) 
P. tburberi (merhanol) .. 
P. atrorubens (m0thanol) 
Tctracycline~_:;-.. :,~, ··.;'· 
D. lano5a (mcthanol) . 

· Te_tracydi~e : : · .' : 
C. filaginoides. (chloroform) 
C. fragilis (chloroform) 
D. lanosa (methanol) · 
Gentamicin •, · 

:: RíoS~-)~.L:~}leci~~·.~~ e~; _Vil13r;·A:: ~~C~ni~C ~·~,rh0d~'fo'.''ri.3tural 
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