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RESUMEN

En el presente trabajo se llevé a cabo la valoracian de la actividad relajante in vitro
de los extractos metanélicos de 13 plantas utilizadas en la medicina tradicional de
México para tratar padecimientos gastrointestinales. Se demostré que los
extractos metandlicos de Brickellia paniculata, Ruta graveofens, Bocconia
gracilis, Salvia cinnabarina, Piper sp., Teloxys graveolens, Litsea
glaucescens, Smallanthus macullatus y Archibaccharis androgyna inhiben la
respuesta contractil inducida con K* en el ileon de cobayo in vilro. Asimismo, se
valoro el efecto antagonista de calcio del extracto de Tefoxys graveolens y de
crisina (1) y pinostrobina (2), dos compuestos flavonoides contenidos en el
extracto. La revision bibliografica de los antecedentes etnoboténicos reportadosa
sohre estas plantas o especies cercanas en el género, permite establecer una
correlacion entre las propiedades curativas que la poblacion atribuye a estas
plantas y los efectos relajantes demostrados con sus extractos. Finalmente, se
concluye que Teloxys graveolens y los flavonoides crigsina y pinostrobina se
comportan como antagonistas no-competitivos sobre el calcio, presentando la

pinostrobina el mayor efecto



INTRODUCCION

Algunos compuestos clasificados como antagonistas de calcio tienen importante
aplicacion clinica en la terapia de la hipertension, de las arritmias cardiacas o en
la angina vasoespastica. Por sus efectos relajantes sobre el muscuto liso intestinal
han sido propuestos como antiespasmodicos {Samueli y col., 1984, Kachur y col,
1986). También se ha demostrado experimentalmente que estos farmacos tienen
efecto analgésico {Saavedra y Paeile, 1990) y las observaciones realizadas con
tejido aislado de ileon de cobayo sefialan que algunos anestésicos locales

bloguean la entrada de calcio al interior de la célula (Spedding y Berg, 1985).

El avance logrado en el conocimiento de los mecanismos que median la
accién antagonista sobre el caicio y la posibilidad de contar con farmacos mas
selectivos (Murad, 1990), ha propiciado el interés por encontrar otros compuestos
con estas propiedades y la herbolaria puede ser una fuente que proporcione

nuevas moléculas activas.

Se refleja en la literatura cientifica la inguietud por impulsar el desarroflo de
programas de rastreo farmacologico sobre extractos de plantas medicinales que
pudieran ofrecer expectativas en la busqueda de antagonistas de calcio y
destacan los estudios realizados con varios preparados herbolarios de la medicina
tradicional oriental, Los principios activos encontrados corresponden a estructuras

quimicas diversas y algunos compuestos han sido aislados de nlanfas que son




utilizadas para fratar problemas gastrointestinales, en especial la diarrea y los
dolores abdominales; aunque otros, provienen de plantas usadas para la

hipertension y las arritmias cardiacas (Ichikawa y col., 1988).

Con relacion a la basqueda de compuestos antagonisias de calcic en
plantas de la herbolaria medicinal mexicana, es importante sefialar que hasta la
fecha no se han llevado a cabo rastreos sisteméticos basados en estudios
etnobotanicos para validar las propiedades atribuidas a las especies utilizadas en
los padecimientos cardiovasculares. Por ello, se propuso llevar a cabo la
valoracién de probables propiedades blogueadoras de calcio utilizando un grupo

de plantas ya reportadas como espasmoliticos (Tortoriello y col., 1995)

De estas plantas fueron seleccionadas 13 especies que corresponden a
géneros diferentes y cuyas propiedades se demostraron en un rastreo
farmacologico previo sobre las 150 plantas representativas en la medicina
tradicional maya de los Altos de Chiapas para resolver problemas
gastrointestinales y de las vias respiratorias {Berlin y col., 1990, Tortortello y col,
1995: Meckes y col, 1995). Los extractos metandlicos presentaban a una
concentracion fija de 250 pg/ml, potente actividad inhibidora del penstaitismo del

ileon aislado de cobayo y estimulado eléctricamente (Tortoriello y col . 1995)

(73]




Por otra parte, el comportamiento calcio-antagonista que poseen algunos
flavonoides ha sido motivo de estudios anteriores (Abdalla y Abu-Zarga, 1987,
1989; Capasso y col., 1991, Morales y col., 1994). Teloxys graveolens es una
planta importante en la medicina tradicional de México y desde épocas
precolombinas ha sido ampliamente utilizada para fratar diversos padecimientos
gastrointestinales: dolor abdominal, diarrea, como antihelmintico etc. De esta
especie se han aislado flavonoides; entre eflos pinostrobina y crisina (Mata y col,,
1987). Tomando en consideracion que crisina es un compuesto ya reportado por
sus propiedades antagonistas de calcio (Capasso y col, 1991}, se propuso

rastrear este efecto con pinostrobina.

El analisis de los resultados obtenidos sentd las bases para el

fraccionamiento quimico biodirigido de Brickeflia paniculata.

® ® ok ow R



ANTECEDENTES

1.1 Papel fisiolégico del Ca™

El calcio es un elemento que se distribuye en el organismo de manera prioritasia
en los huesos y en pequefias concentraciones en el fluido extracelular, en la
estructura y en el citoplasma de la célula. Es esencial para la integndad funcional
de los nervios y de los musculos y juega un papel predominante como mensajero
celular ya que participa en las reacciones biologicas relacionadas con la secrecion
de neurotransmisores, la activacion de enzimas clave y en el complejo proceso de

la contraccion muscular.

Regula la tension de! masculo liso, siendo la contraccion del tejido un
proceso mediado por el incremento de la concentracion de ca® en el citosol ¥
para ello, su contenido en el plasma se mantiene en un rango muy estrecho que
se logra gracias a los mecanismos de control que se ejercen en los sitios de
entrada del Ca’* al sistema (intestino delgado) y de salida (rifién) y por medio de
depositos que se almacenan en el esqueleto para cubrir los requenmientos del

sistema periférico.

A nivel celular, la concentracion de Ca®" también se regula controlando el
intercambio de este ion entre el medio intracelular y el fluido extracelular
(Haynes,1990). El incremento del ion en el citosol tiene como propdsito trasmitir

informacion desde el exterior al interior de la célula y el concepto del calcio como



seflal- como un mediador celular- es adoptado ampliament en la actualidad. El
calcio es la sefal para regular la permeabilidad de fa membrana, la salida de la
glucosa de! higado, la activacion del crecimiento y ta divisién celular, también el

proceso de fa muerte de la célula.

La concentracién de calcio en el plasma es 10,000 veces mayor gue |a
correspandiente en el citosol. La concentracion de ca®! libre en el citosol de la
célula det muisculo liso es de aproximadamente 5 x 10 M en el estado de reposo
de la célula y durante la excitacion aumenta hasta 1 x 10® M Este gradiente se
establece por medio de bombas en la membrana y sitios de almacenamiento
intracelular (mitocondrias, reticulo sarcoplasmico). Agentes enddgenos como [a
histamina, acetilcolina y serotonina enire otros, estimulan el influjo de calcio a
través de los llamados "canales de calcio,” que operan por receptores mientras
que concentraciones elevadas de K y la despolarizacion de la membrana celular
por estimulos eléctricos, aumentan el influjo de calcio extracelular a través de los

"canales voltaje-dependientes”.

1.2 Canales de calcio

L.os canales idnicos son poros formados por macromoléculas que se encuentran
en las membranas celulares. Los canales de calcio voltaje-dependientes
pertenecen a una familia de proteinas que se clasifican en tres subtipos. LLNyT

de acuerdo a la conductancia y sensibilidad al voltaje. En general soio el tipo L es



sensible a la mayoria de los agentes antagonistas de Ca® en uso clinico. Los

canales L son abundantes en el mudsculo cardiaco ¥ musculo liso (Murad, 1990).

1.3 Participacién del calcio en el tejido muscular liso

La contraccion dei tejido muscular liso es una respuesta al aumento de la
concentracién del Ca?* intracelular [Ca®'] . La célula modula esta concentracion,
regufando el influjo del calcio a través de los canales de calcio que se localizan en
la superficie de la membrana plasmatica. En el masculo fiso hay canales de calcio
gue dependen del veltaje y canales de calcio que se activan al interactuar las
drogas con el receptor. Los cambios que experimenta el potencial de voitaje en la
superficie de la membrana plasmatica alteran la concentracion del calcio en el
citosol del tejido muscular liso. En estado de reposo, el potencial de la membrana
es de —40 a —70 mV, valor negativo respecto al potencial de voltaje en el espacio
extracelular. Cuando este potencial se hace mas positivo (despolarizacion) se
abren los canales de calcio voltaje-dependientes. Asi, Ia despolarizacion del tejido
muscular liso con una solucién alta en potasio (60 mM) aumenta ta permeabilidad

de la membrana al calcio, la concentracién de este dltimo se incrementa y la

madguinana contractil se activa.

£l incremento de la concentracion del Ca’* en el citosol puede, de manera
secundaria, mobilizar e! calcio almacenado en el reticulo sarcoplasmico y en las

mitocondrias (Bolton, 1979). Por otro lado, la unién de hormonas y de



neurghormonas a sus receptores (canales de calcio dependientes de los
receptores) aumenia la permeabilidad de la membrana a los iones de Ca®' y de
Na®*, se produce un cambio en el potencial de membrana y consecuentemente,
se abren fos canales de calcio Sin embargo, la activacidn de estos canales
dependientes de receptores ocurre via una proteina G, misma que activa la
fosfolipasa C de la membrana plasmatica y forma 1,4,5 inositol tnfosfato (InP3) y
1,2-diacilglicerol {DAG). El InP; se une a su receptor en el reticulo sarcoplasmico y

Iibera del depésito al calcio almacenado (Berridge, 1987).

La liberacion del calcio almacenado en los depdsitos intracelulares ocurre
ademas por la accidén del propio calcio en el cifosol, corresponde al proceso
denominado “Ca?*-induce la salida de calcio” (lino, 1989). Por otro fado, la
disminucion del contenide de calcio en |os depdsitos de almacenamiento
intracelular, puede abrir unza via para volver a llenarlos a través del aumento del
influjo de calcio desde el medio extracelular, proceso que se conoce como la

“entrada capacitativa def calcio” (Putney, 1990}

El citoplasma es el compartimento en la célula donde se encuentran la
mayoria de las enzimas sensibles al calcio y que son las encargadas de reguiar la
interaccion del calcio con las proteinas contractles. La unidn del calcio con la
calmodulina forma un complejo Ca®-calmodulina el cual activa la cinasa de la

cadena ligera de la miosina, produce la fosforilacion de la serna en la cadena



ligera de la miosina, la que en su forma fosforilada activa a la ATPasa de la

aclina-miosina y el musculo se contrae.

1.4 Agentes bloqueadores del calcio

Los agentes blogueadores de calcio son sustancias quimicamente heterogéneas
que interfieren con la disponibilidad del i6n calcio intracelular, necesario para que
se produzca el acoplamiento entre el estimulo y la contraccion muscular. Inhiben
la contraccion det tejido bloqueando la entrada de calcio a través de la membrana
plasmatica, de la salida del calcio de los depositos de almacenamiento intracelular
o compitiendo con el calcio en ia union a las proteinas como la calmodulina (West,
1982). Todos los farmacos clasificados como “antagonistas del calcio” inhiben la
contraccion inducida con soluciones altas en K'. si bien, la accién de estos
agentes puede e-star mediada por los diferentes mecanismos anteriormente

sefalados por West (Broekaert y Godfraind, 1979).

1.5 Antagonistas de calcio en plantas

1.5.1 Revision bibliografica

Los programas de rastreo de plantas medicinales de China y de Japon, y méas
recienternente, los estudios realizados en Alemania, (lchikawa y col., 1986;
Rauwald y Brehm, 1991, 1994), han dado por resultado 1a identificacion de
numerosas especies cuyos extractos integros presentan  propiedades

antagonistas de calcio. También se han aislado e identificade compuestos



bloqueadores de calcio que pertenecen al grupo de alcaloides fipo indolicos,

cumarinas, lignanos, flavonoides y terpenocs.

La hirsutina (3) es un alcaloide indélico presente en algunas de las
especies del género Uncaria. Estas plantas han sido utilizadas en la medicina
tradicional china para tratar la hipertensién Se ha demostrado gue hirsutina tiene
efecto vasodilatador por un mecanismo asociado al blogueo de los canales de
calcio. Los estudios sobre el mecanismo de accidn involucrado, presuponen que
el bloqueo ocurre principalmente por inhibicién del influjo del calcio a través de los

canales voltaje-dependientes y que es de tipo competitivo (Yano y col., 1991).

De las raices de una especie botanica de la herbolaria medicinal china que
es ulilizada para tratar afecciones de los bronquios y dolor del pecho se aislo
praeruptorina A (4), una cumarina que tiene actividad relajante de la musculatura
flisa intestinal de! lleon de cobayo y que inhibe el influjo del calcio al interior de la

célula (Kozawa y col., 1981).

En un programa de rastreo para evaluar la actividad farmacoldgica de
algunos preparados de la medicina tradicional china se demostré que 17 extractos
crudos presentaron actividad inhibitoria de la respuesta contractil inducida con K.
Solo algunas de estas plantas han sido utihizadas para tratar padecimientos

cardiovasculares (Ichikawa y col., 1989). Conciusiones similares sobre el uso de



plantas no relacionadas con padecimientos cardiovasculares y que tienen
propiedades antagonistas del calcio habian sido reportadas anteriormente par
otros grupos de investigadores (Harmala, y col., 1991). El alcohol de patchouli (5),
sesquiterpenc aislado de Pogostemom cablin tiene actividad antagonista del
calcio. La planta es utilizada como un remedio para tratar dispepsia, vomitos y
diarreas. Asimismo, de la fruta de Prunus mume gue tiene uso terapéutico como
antitusigeno, antidiarreico y para tratar el vomito, se obfuvo el compuesto 5-
(hidroximetil)-2-furaldehido (6) que tiene también actividad antagonista del calcio
(ichikawa y col., 1989). La actividad ha sido reportada también para osthol (7).
una cumarina aislada de Cridii mannieri que inbibe la contraccion inducida por
K* en preparaciones in vifro con aorta de rata (Harmala y col., 1991), para el
alcaloide crichina (8) que relaja la aorta de la rata actuando a nivel de los canales
de calcio voltaje-dependientes y canales que operan por receptores (Ko y col.,
1993 y para un grupo de derivados de la papaverina {9) porarmepavina (10),
reticuina (11) y coclaurina {12), compuestos con actividad antiespasmodica

{Martin y col.,, 1983).

Hasta la fecha no se ha podido establecer una estrecha relacion estructura-
actividad entre los compuestos antagonistas de calcio identificados (lchikawa,
$989). Sin embargo, existen reportes sobre ta actividad antagonista de calcio de
un grupo de lignanos y sobre la relacion estructura molecular y los efectos

antihipertensivos que presentan dichos compuestos. Los lignanos evaluados



farmacologicamente pertenecen a la clasificacion de los compuestos bis-
tetrahidrofuranos, butandlidos,  ariltetrahidronaftalenos, tetrahudrofuranos  y
esteaganos. Los resultados en estos estudios demostraron que de 33 lignanos, 17
estructuras se caracterizaban por su potente efecto Ca-antagonista, siendo los
butanclidos las estructuras que demostraron mayor potencia. De los compuestos
mencionados, traqueciogenina (13) present6 la mayor actividad. Es un lignano
aislado de la fruta de Arctium fappa, tiene un importante efecto antihipertensivo y
se asume que esta propiedad bioldgica esta relacionada con un mecanismo de

accion antagonista del calcio (ichikawa y col., 1989).

Los flavonoides constituyen un grupo de compuestos de importante
actividad bioldgica y se ha reportado la actividad antagonista de calcio en algunos
de ellos. Cirsimaritina (14), una flavona aislada de Artemisia judaica y de
Teucrium polium, plantas que son usadas para tratar padecimientos
gastrointestinales, demostraron efecto inhibitorio de Ia cantraccion fasica y del
tono en e! ileon de cobayo, por un probable mecanismo de Interferencia en el
influjo del Ca®* extracelutar y/o en la liberacion del ion de los depositos
intracelulares (Abdalla y Abu-Zarga, 1987} Se ha reportado que Ia flavona, crisina
(1) y algunos flavonoles, entre ellos quercetina (15} inhiben la contraccion del
ileon estimulado eléctricamente y que el efecto espasmolitico se asocia
probablemente con la interferencia en la disponibilidad del Ca®', mas que con una

accion inhibitoria de la ciclooxigenasa (Capassc y col., 1981; Morales y col.,



1994}, Se ha reportado un estudio comparativo sobre el efecto antagonista del
calcio que presenta quercetina en aorta e ileon de cobayo. En ambos tejdos,
concentraciones bajas de quercetina producen una respuesta contractil transitoria
que se exphca como la accion inhibitoria que ejerce el flavonoide sobre la ATPasa
Na'-K® de la membrana plasmatica y sobre la ATPasa Ca* /Mg del reticulo
sarcoplasmico, produciendo consecuentemente un aumento transitorio del Ca”
en el citoso! y activando asi la maquinaria contractil. A concentraciones mayores,
se comporta la quercetina como antagonista de calcio, impidiendo el influjo del
Ca? al interior de la célula. E! ileon resulté un tejido mas sensible a la accién del
flavonoide que la aorta (Morales y col., 1994). De lo anteriormente expuesto se
desprende que una serie de compuestos de estructuras moleculares muy diversas
poseen efecto antagonista de calcio y las plantas gue contienen este tipo de
compuestos, no siempre son utilizadas para tratar problemas cardiovasculares
siendo frecuente el reporte del uso relacionado con disturbios gastrointestinales

como la diarrea y el dolor abdominal.
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1 5.2 Seleccion de las plantas (criterio etnobotanico).
En México, la flora medicinal es extensa y se registran alrededor de 4,000
especies botanicas utilizadas con fines terapéuticos. Sin embargo, solo un escaso

numero de ellas ha sido evaluado experimentalmente.

Para el presente estudio, la seleccion de las plantas se abordd tomando
como base los resultados del proyecto sobre etnomedicina ¥ herbolaria medicinal
de las poblaciones tzeltal y tzotzil de Chiapas, iniciado en 1987 por el Programa
de Colaboracién Sobre Medicina Indigena Tradicional y Herbolaria {(PROCOMITH,
Centro de Investigaciones Ecolégicas del Sureste CIES, Edo. de Chiapas,
México). El analisis de la informacién obtenida en este estudio, permitio
seleccionar las especies relevantes en el tratamiento de problemas
gastrointestinales, especialmente para tratar disenteria y diarrea, asi como de las
vias respiratorias (Berlin y col, 1996, Berlin y Berin, 1996). La evaluacion
experimental de los efectos de estas plantas en un rastreo prelminar condujo a la

seleccion de las 13 especies incluidas en el presente estudio {Tabla 1).



Tabla 1
PLANTAS SELECCIONADAS PARA EL ESTUDIO

FAMILIA

Asteraceae

Asteraceae

Astéraceae

Chenopodiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Labiatae

Lauraceae

Papaveraceae

Piperaceae

Rutaceae

Solanaceae

Verbenaceae

* HERBARIO PROCOMITH

ESPECIE BOTANICA PARTE USADA CODIGO*

Smallanthus maculatus
{'ail, phlix}

Brickeltia paniculata
{chail pox)

Archibaccharis androgyna
(sakil turisno té de monte)

Teloxys graveolens
{epazote del zorillo)

Acacia angustissima
(xaxib pukuj, zorra de caballo palo)

Calliandra porforicensis
{chic’nr’}

Salvia cinnabarina
(yaxal)

Litsea glaucescens
{tziltzit ujch”, Jauret)

Boceconia gracilis
(tzemen té}

Piper sp.
Ruta graveolens
(lula, ruda)

Brugmansia candida
(kampana jomaol)

Lantana camara
{ch’il te'vet, hierba dulce,
cinco negritos)

hoja

hoja

tallo

hoja

tallo

raiz

talto

hoja

hoja

toja, talla

hoja

hoja

corteza

226

935

1661

11133

203

1023

931

1574

965

223

1693

214




4.6 Descripcion de las plantas seleccionadas ( Berlin y Berlin, 1996)

Acacia angustissima: arbusto que pertenece a la familia Fabaceae. Al igual que
en otros paises, esta especie s utilizada en la medicina tradicional para tratar
enfermedades gastrointestinales; especialmente la diarrea infecciosa, el dolor
abdominal asociado a la gastroenteritis y el dolor estomacal. Los nombres
populares mas frecuentemente utilizados en la zona maya son meja'te, érbol de

xabib, arbol de zorra, xaax o bién, palo de puique y coro-te en Oaxaca.

Archibaccharis androgyna: especie de la familia Asteraceae, conocida en los
Altos de Chiapas como sakil turisno fe, turisno womol, kaxian turisno, turasnu
womol. Se usa la planta para tratar afecciones relacionadas con procesos

inflamatorios.

Bocconia gracilis: especie de la familia Papaveraceae, se conoce como tzem en
té y tzajal en lengua tzeltai y se reporta el uso del fruto y de las hojas para tratar

la diarrea con sangre y ef dolor de orina,

Brickeflia paniculata : ch'ail pox y tuxnuk’ ch'o son los nombres populares mayas
que con mayor frecuencia se aplican a esta especie de la familia Asteraceae. Se
usa la hoja para tratar el dolor de estdmago y én ciertos casos para las

torceduras.




Brugmansia candida es una especle difundida en la Repubhca y conocida
ampliamente como floripondio y florifundio. En la region de los Altos de Chiapas,
se la denomina kampana jomol y se usan 1a hoja y la flor para combatir la diarrea,

tratar el abuitamiento del estomago el edema.

Calliandra portoricensis: de la familia Fabaceae. Las especies Calflandra en
general se denominan como chic’ni’ y el género es importante entre los mayas
tzotzil v tzeltal para tratar problemas gastrointestinales, en especial la diarrea y los
dolores abdominales También se usan estas plantas para problemas urinarios,

infecciones de {a boca y para combatir la tos.

Lantana camara: arbusto de la familia Verbenaceae que se propaga
extensamente en los Altos de Chiapas. Se le conoce como cinco negritos, ch'ili vet
y mas comunmente como hierba dulce y orozuz en muchas regiones del pais. Las
hojas y fos frutos son referidos como remedio para el tratamiento de las diarreas
severas con sangre y moco. Se le afribuyen también propiedades anfitusigenas y

febrifugas.
Litsea glaucescens De la familia Lauraceae, conocida entre los mayas de los

Altos de Chiapas con los nombres {zzif ujch’ en lengua tzeltal y izis uch, tzij uch

té y teiji uch en lengua tzotzil. Esta planta es repoitada para tratar el dolor de
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onna, de cabeza, de estdmago, y algunos sindromes de filiacion cultural,

principalmente para mal de ojo, frio y coraje.

Piper sp. Las especies Piper son recursos herbolarios muy difundidos en las
practicas médicas de muchos paises. Los usos medicinales reportados para estas
plantas son diversos, aunque destacan sus aplicaciones en el tratamiento de
bronquitis, asma, inflamacion, edema, reumatismo y para combatir el dolor y la
fiebre. A ciertas especies se les atribuyen también propiedades como abortivos y

emenagogos (NAPRALERT).

Ruta graveolens Las especies R. chalepensis y R. graveolens son usadas con
frecuencia en las medicinas tradicionales del mundo para tratar padecimientos
diversos. Tienen uso como abortivo, emenagogo e inductor def parto. Son plantas
que se emplean también ampliamente para aliviar los dolores de estomago, de la
cabeza y para bajar la temperatura corporal. En los Altos de Chiapas, a esta
especie se la denomina Jula aunque ruda es el nombre popular mas extendido en

el pais.

Salvia cinnabarina: Especie que pertenece a la familia Lamiaceae vy al género
de mayor relevancia en la medicina tradicional en los Altos de Chiapas. Esta
planta es utilizada para tratar padecimientos gastrointestinales, la diarrea y el

dolor de estdomago. La informacion en los bancos de datos registra usos para
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colicos, calentura, escalofrio, colecisttis y dolor de corazon (IMSS-ETNODATA).

En general, las especies Salvia se denominan yaxal.

Smallanthus maculatus: es un arbusto semiherbaceo, abundante en la zona. La
planta es reconocida por sus propiedades medicinales y se usa en los Altos de
Chiapas para tratar los dotores abdominales, las diarreas inespecificas y para
curar heridas. Los tzotziles le denominan K'ail, plilix momol en tanto que los
tzeltales la laman kin. En algunas localidades, se le conoce también por girasol ©

mirasol.

Teloxys graveolens (Chenopodium graveolens): pertenece a la familia
Chenopodiacea; la especie es menos frecuente que Chenopodium ambrosioides
en los Altos de Chiapas; sin embargo, es ampliamente utilizada en la medicina
tradicional de México y su uso es consistente en toda la Repdiblica: la refieren
fundamentalmente para tratar padecimientos gastrointestinales, como vermifugo,
antipirético y para aliviar los dolores de cabeza. El nombre popular mas

reconocido en el pais es epazote de zorrillo.
La planta ha sido motivo de estudios quimicos y farmacologicos recientes,

buscando los principios activos responsables de la actividad antiprotozoaria contra

Entamoeba histolytica y Giardia famblia ( Velazquez C. Tesis de Maestria , 2000)
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El efecto relajante observado con el extracto integro de Teloxys
graveolens y el interés que representa el estudio relacionado con el mecanismo
de accion de algunos flavonoides antagonistas del calcio, mas recientemente el
caso de la quercetina, llevo a evaluar las propiedades antagonistas del calcio de
dos flavonoides aislados de esta planta (crisina y pinostrobina, compuestos

obtenidos por 1a Dra. Mata, Fac. Quimica, UNAM}.
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JUSTIFICACION

Existe una constante blsqueda de agentes terapéuticos que tengan alta
especificidad y menos efectos colaterales; las fuentes naturales son una
alternativa para encontrar estas nuevas estructuras con actividad biologica En
este sentido, las plantas medicinales constituyen un recurso que estd siendo
contemplado con estos propésitos y para ello, es necesario considerar estrategias
que permitan rastrear las especies que ameritan ser investigadas con ¢l cbjeto de
aislar los principios activos, como en este caso, plantas medicinales con
propiedades relajantes sobre la musculatura lisa intestinal por mecanismos

antagonistas sobre el calcio.
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OBJETIVO

Evaluar el efecto relajante de los extractos metandlicos de 13 plantas medicinales
sobre la musculatura lisa del ileon de cobayo en preparaciones in vitro y el
probable efecto antagonista sobre Ca® de la crisina y de la pinosirobina, dos

flavonoides aislados Teloxys graveolens.

OBJETIVOS PARTICULARES

1 Estandarizar los modelos biologicos para la evaluacion del efecto relajante de
ias plantas en estudio sobre €l ileon de cobayo en preparaciones in vitro.

2 FEvaluar la inhibicidn que producen los extractos metandlicos sobre la
contraccion del ileon aistado inducida con K (60 mM)

3. Evaluar la inhibicién que producen los flavonoides crisina y pinostrobina sobre
la contraccién del ileon aislado inducida con K™ (60 mM)

4. Determinar la potencia del efecto relajante de los extractos y flavonoides
(Clsg)

5. Hacer curvas conhcenfracion-respuesia al Ca” en el ileon aislado en
preparaciones con y en ausencia de diferentes congentraciones de
pinostrobina y crisina y determinar CEsp.

6. Seleccionar los exlractos para posterior fraccionamiento gquimico biodirigido.
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METODOLOGIA

2.1 Material vegetal

Las especies botanicas incluidas en el estudio {Tabla 1) fueron colectadas en los
Altos de Chiapas, en la regidn sureste del pais. La colecta del material y la
identificacion botanica de los ejemplares fue labor del Programa de Colaboracion
sobre Medicina Indigena Tradicional y Herbolaria (PROCOMITH) del Estado de
Chiapas. Los eemplares de colecta (donativo de PROCOMITH al Herbario

IMSSM) se encuentran depositados en ambos herbarios.

Las plantas se secaron a temperatura ambiente expuestas a la corriente de
aire y protegidas de la accion directa de la luz. Parte del material vegetal seco y
molido de cada especie (10 @) fue sometido a extraccion exhaustiva con metanol
(5 x 200 ml) por maceracion a temperatura ambiente y agitacion continua Los
extractos obtenidos de una misma planta se mezclaron y se concentraron hasta
un volumen aproximado de 100 ml, a presion reducida (40 °C y 337 milibares de
presién)*. Se determiné el rendimiento de los extractos para cada planta,
evaporando alicuotas (4 x 1 ml) hasta sequedad completa bajo corriente de
nitrégeno y e! valor promedio del peso de los sdlidos (equivalente a 1 ml), se

extrapol6 con el del volumen total del extracto.
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2.2 Preparacion de las muestras para pruebas bicldgicas
Para la valoracion de los efectos farmacolégicos, alicuotas de los extractos libres
del solvente organico (12.5 mg) se preseivaron en viales sellados a temperatura

de 4 °C, los cuales se redisolvieron en 1 mi de dimetilsulféxido (DMSO} al

momento del estudio.

2.3 Modelo biolégico

Se utilizaron cobayos Hartley machos y hembras de 400 a 650 g los cuales se
mantuvieron en ayuno previo de 18 horas con acceso libre al agua. Los animales
se sacrificaron por golpe en la nuca y dislocacion cervical y por diseccion se
obtuvo la parte distal del ileon E! {leon se coloco en una caja Petri con solucién
Tyrode {1) a 37 °C, pH 7.4 y burbujeo continuo de 95%0,-5% CO,, La composicion
de la solucion Tyrode fue la siguiente (en mM): NaCl 127, KCI 2.7, Ca,Cl 1.8;
NaH,PO, 0.36; MgCl, 0.88; NaHCO, 12.0; glucosa 55, Luego de lavar
cuidadosamente e fumen para extraer restos de matena fecal, se cortaron
segmentos de 1.5 cm atando de manera independiente ambos extremos con hilo
de seda (no.5/0). Los tejidos se dispusieron longitudinalmente en camaras de
vidrio verticales para tejidos aislados, con 10 ml del medio Tyrode N a
temperatura de 37 °c manteniendo el burbujeo de 0,-CO; en forma continua El
hilo de uno de los extremos se enlazd a un transductor FTO3 acoplado al
poligrafo previamente calibrado a una sensibilidad de 2 mVicm, siendo el

desplazamiento de la plumilla de 2 cm para Ia tension de 1 g del tejido Durante
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todo el experimento los tejidos se mantuvieron a 1g de tension (Apéndice). Las

observaciones se reatizaron de manera paralela en 5 segmentos (esquema 1).

* Rotavapor Buchi Re-140/EL-141 automatico acoplado a una homba Vacobox B-160 con
confrol de vacijo entre la presion atmosférica y 10 milibares.

| os animales fueron donados por el Dpto. de Bioterios dei Inst. Nac. de Higiene y por ef
Bioterio del Centro de Investigaciones Biomédicas del Sur (IMSS) y el cuidado y
mantenimiento de los mismos estuvo a cargo del Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo
XXi del IMSS.

*** Paligrafo mulicanal Grass modelo 7D

Ver en APENDICE ia preparacion de las soluciones.



Esquema 1

TRATAMIENTO DEL TEJIDO Y MONTAJE DE LA PREPARACION CON EL
TEJIDO DE COBAYO AISLADO

ajUna vez identificada a unién ileo-
cecal, se corta un segmento del
fleon, descartando los primeros
10cm del tejido

LN
= —4
e T e e ST

b) se limpia el tejido perfundiendo
intraturminalmente con solucién
Tyrode pH 7.4 a 37°C y burbujeo
de 95% O, -5%C0,

/_c.ﬂ.:ﬁ.___

c) se coloca el segmento de ileon
verticalmente en bafio de tejido
en solucién Tyrade a 37°C y
95%0;-5%C0;, atados a un
transductor FTO3 que se acoplia al
potigrafo multicanal Grass-7D

*figuras tomadas defl hbro” Pharmacological Experiments on Isolated Preparation”, del Dpto.
e Farmacologia de fa Umversidad de Edimburgo, 2da.edicion, 197¢
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2.3.1 Método para evaluar los extractos metanélicos sobre la contraccion del

muscuilo liso intestinal inducida por despolarizacién con K.

Los tejidos se dejaron estabilizar en la solucién Tyrode () durante 45 minutos
cambiando la solucién Tyrode cada 20 minutos. A continuacion se sustituyo el
medio en el bafio por una solucién despolarizante Tyrode (Il) alta en potasio (60
mM K'). La concentracion elevada en K" se logré sustituyendo el NaCl por
concentraciones equimolares de KCI para conservar [a isotonicidad de la solucién
Transcurridos 15 min. se lavaron los tejidos con solucién Tyrode (I} y la
operacion se repitié otras dos veces, 15 min. antes de la Gitima despolarizacion se
adiciond una solucion acuosa de atropina para inhibir Ja acetilcolina liberada por la
manipulacion del tejido (1 x 10 M como concentracién final en el bafio) seguido
de la solucién Tyrode con K {Hl} en la que se mantuvieron los tejidos por espacio
de 50-60 min. Se procedié al registro de la respuesta maxima de contraccion
midiendo el efecto (mm de tensién) al término de los 60 min, valor que se

consideré como el 100 % de la respuesta tdnica.

De manera secuencial se adicionaron cada 3 min, concentraciones
acumulativas (5 pl) del extracto vegetal disuelto en DMSO (12.5 ugul), es decir
6.25 g por 1 mi del medio en el bafio. En €l estudio se hicieron curvas contro! con
el disolvente {DMSO). La inhibicion de la contraccién para cada concentracion del

extracto aplicada fue calculada como valor porcentual respecto al efecto maximo
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aleanzado con K'. Se expresaron los valores como la media + desviacion estandar
(DS) de 10 segmentos de tejido para cada punto y por regresién no iineal se
caleuld Ja concentracion de los extractos que inhibieron el 50% de la respuesta

maxima del tejido {Cls, pg/mi).

2.3.2 Curvas concentracion-respuesta al Ca™*

Para determinar la actividad del extracto integro de Teloxys graveclens y los
flavonoides crisina y pinostrobina sobre la contraccion inducida con Ca”, las
preparaciones de ileon de cobayo estabilizadas en Tyrode normal se incubaron en
una solucién Tyrode {1} libre de Ca®, tensando los tejidos a 19. Se procedio a la
despolarizacién del misculo liso con una solucién Tyrode sin Ca® y alto en K* (60
mM) (IV}, se adicioné al bafio una alicuota de 100ul de atropina (1 x 107 M) y de
manera secuencial cada 3 min, concentraciones acumulativas de CaCl;.2H20 (0 1,
05.1,2 4,5, 6, 8, 10, 20 y 30 mM } y e maximo de la respuesta contractil se
alcanzé con concentraciones de CaCls >10 mM. Luego de abtener los registros de
las curvas controles se lavaron las preparaciones de ileon y restablecidas las
condiciones iniciales se procedi6 a valorar ef efecto con concentraciones vanables
de los extractos y de fos compuestos puros {crisina y pinostrobina) siguiendo el
procedimiento arriba descrito. Las concentraciones del extracto de Tefoxys
graveolens, 5, 10 y 30 pg/ml, de crisina, 5 x 10% 1 x 10° y 2 x 10° My de
pinostrobina 2 x 10°, 4x10° y 5 x 10°° M se incubaron con el tejido 10 minutos

antes de aplicar el CaCl;
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Para el estudio de cada una de las concentraciones aplicadas se utilizaron
de manera paralela 5 tejidos, repitiendo fa observacion una segunda vez con
segmentos de ileon de un nuevo animal. La contraccién de los fejidos con cada
concentracion de CaCl; (media + ESM; n=10) se expresé como valor porcentual
respecto a la respuesta de contraccion maxima del tejido en la curva control
(100%). Se determiné la concentracion de CaCly que produjo una respuesta
contractil iguat al 50% del efecto maximo (CEso} para cada curva dosis-respuesta,
asi como las concentraciones respectivas del extracto de Teloxys graveolens,

crisina y pinastrobina, capaces de inhibir el 50% de la contraccion maxima (Clsp).
La diferencia significativa entre los valores CEsy obtenidos en la curva

conlro! y con la adicion del extracto de Teloxys graveofens, crisina y pinostrobina

se determind por medio de la prueba t-Student.
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RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran las plantas que fueron estudiadas en el presente
trabajo. Las plantas pertenecen a diferentes familias botanicas y en las fichas de
calecta, se encuentran incluidos los nombres populares en idioma maya que

fueron aportados por fos informantes fzeltal y tzotzil.

Con el objeto de definir el disolvente apropiado para solubilizar los
exiractos y los compuestos puros se hicieron estudios preliminares utilizando
etanol y dimetilsulfoxido (DMSO). El volumen de etanol necesario para la
disclucion total de los productos resultaba notablemente mas elevado que el de
dimetilsulfoxido, aungue las curvas concentracidn-respuesta de calcio se
comportaron de manera similar por lo que en el estudio se utilizo DMSO para
disolver los productos vegetales. Después de lavar las preparaciones y
recuperadas las condiciones iniciales, se repitié la curva control inicial sin agregar
DMSO. El analisis comparativo entre las curvas indico la diferencia entre los
valores CEsq no fue estadisticamente significativa (p <0.05) El valor CEsg de la
curva control se tomé como referencia para analizar el desplazamiento de las

curvas con la adicion de los productos vegetales (datos no ilustrados}).
En la figura 1 se ilustra el registro clasico de la respuesta contractd del

intestino aislado de cobayo de acuerdo al procedimiento disefiado para el

presente estudic En 1A se observa el registro de ia contraccion del tejide al
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aplicar la solucion 60 mM K’ (a) asi como la respuesta contréactii maxima (100%)
alcanzada después de 50-60 min. (b). El valor promedio de {a respuesta maxima
en el total de las preparaciones fue de 2.86 + 0.38 g de tension (n=114). El
volumen de DMSO en el bano fue variable dependiendo de la solubilidad de los
extractos vegetales (entre 0.4-1%); a estas concentraciones del vehiculo no se

observaron diferencias significativas con respecto a la contraccion maxima

inducida con K’ {p < 0.05).

En la figura 1B se ilustra la inhibicion de la respuesta maxima que produce
la adicion de concentracicnes acumulativas del extracto metandlico de Teloxys

graveolens (c).



(a) et —_ (¢)
—_—
60 min.
: taso
fig. 1A Too ar xe i
5 ()
100 %
\\ 1g. tensidn
3 min
—
EXTRACTO
fig. 1B TGD mi X+ T
1,25 { pgfml )

Fig. 1 Registro tipico de la contraccién del ileon aislado de cobayo, inducida con
solucién despolarizante de K* (60 mM )

b) efecto maximo de la respuesta contractil después de 50-60 min; c) accion sobre el
efecto maximo por la adicion acumulativa de DMSO (1A ) y del extracto ( 1B)

35



Tabla 2

EXTRACTOS METANOLICOS, POTENTES INHIBIDORES DE LA RESPUESTA
CONTRACTIL INDUCIDA CON K* (60 mM) EN EL ILEON DE COBAYO in vitro

EXTRACTOS METANOLICOS Ciso (ng / ml)
Brickellia paniculata 1182 +1.06
Ruta graveolens 12.84 £2.46
Bocconia gracilis 13.16 £ 1.38
Salvia cinnabarina 17.17 £3.35
Piper sp. 23.60 £ 3.21
Teloxys graveolens 29.71+ 197
Litsea glaucescens 49.06 + 5.96
Smallanthus maculatus 50.19+2.98
Archibaccharis androgyna 53.03+£5.80

Se consideraron en la tabla los extractos de las plantas que produjeron valores Cls
infetiores a 100 pg / ml. Los valores se presentan como promedic + DS (n=10)
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Los extractos metandlicos que inhibieron la contraccion inducida con K" (60 mM)
pertenecen a las especies Brickellia paniculata que resulto la mas activa {11.82
ug/ml) y los de Ruta graveclens, Bocconia gracilis, Salvia cinnabarina, Piper
sp, Teloxys graveolens, Litsea glaucescens, Smallanthus maculatus y
Archibaccharis androgyna. En la tabla 2 se ilustran los valores Clg, (ng/ml)
calculados para cada extracto. Este pardmetro indica la concentracion del
producto vegetal que disminuyé la respuesta maxima del tejido en un 50% y gue
para las plantas arriba mencionadas mostraron valores entre 11.82 pgf/mly 53.03
ugfml. Los extractos integros de Acacia angustissima, Calliandra portoricensis,
Brugmansia candida y Lantana camara produjeron inhibicion de la contraccion

con valores Clsy > 100 pg/ml.

£l efecto de relajacion producido con Teloxys graveolens y los
compuestos puros crisina (1) y pinostrobina (2) obtenidos de esta planta (Mata y
col., 1987) se ilustran en las figuras 2-4. Para el extracto metandlico se calculo un

valor Clg,= 29.71 + 1.97ug/ml; para el flavonoide crisina Clgp=11.22 % 0 63 pg/mi

(44.14 uM) y para pinostrobina Clse=3.65 £ 0.70 pg/ml (13.49 pM)
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EFECTO RELAJANTE DEL EXTRACTO DE
TELOXYS GRAVEOLENS

76

\
N v - .

INHIBICION DE LA CONTRACCION {%)
8
]

EXTRACTC

(=3

11 i4 16 17 i 19 194

o4
fog pg/ml

fig.2 Inhibicién de la contraccién maxima inducidaa con K* (60 mM ) en el ifeon
aislado de cobayo.

Concentraciones acumulativas del extracto metanclice de Teloxys graveolens . Cada
determinaci6n es el promedio de n=10 con una desviacion estandar > 10% respecto al

promedio.
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INHIBICION DE LA GONTRACCION (%)

G o7 [N

log pgfiml
fig. 3
EFECTO RELAJANTE DE PINOSTROBINA
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fig. 4.

Inhibicién de la confraccion maxima inducida con K" (60 mM) en el iteon
de cobayo aislado con concentraciones acumulativas de crisina (fig. 3) y
de pinostrobina (fig. 4).
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En una siguiente serie de experimentos se valoro el comportamiento del extracto
de Teloxys graveolens y de los flavonoides crisina y pinostrobina sobre las
curvas concentracion-respuesta del calcio. En cada caso, la eficacia del extracto y
de los compuestos puros se determiné por medio de las curvas concentracion-

respuesta, comparando el efecto producido con las respectivas curvas control.
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E max=100%

5A

control

3 min

T a T b F3321

5B

10 Wi DMSO
Ta e [Ca?]
5C
10 uM crisina
— . .
Ta To [Ca*]

3
¥

—4 -
1x10 ¥ 3x10 3M

fig. 5 Curvas concentracién-respuesta de calcio

a) despolarizacion del tejido con K* { 60 mM ), sin Ca?"; b) adicién acumulativa del CaCly; c)
registro de la respuesta maxima de contraccién (5A). Se ilustra como gjemplo la curva control
( 5A); con la adicién de 10 ul de DMSO (5B) y con 10 pM de crisina (5C)
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La figura 5A ilustra el registro tipico para la obtencion de las curvas concentracion-
respuesta de calcio en musculatura lisa intestinat de cobayo. Las preparaciones
estabilizadas en el medio sin calcio se despofarizaron con una solucion alta en K*
(60 mM), libre de! cation (a). Se adicionaron concentraciones acumulativas de
CaCl, hasta alcanzar el maximo de la respuesta contractil (b) y posterormente se
lavaron los tejidos dejando estabilizar las preparaciones hasta recuperar las
condiciones iniciales. Se repitic el procedimiento anterior adicionando los
volimenes de DMSO, equivalentes al de las respectivas alicuotas def extracto o

de los compuestos puros {curva contral con DMSO, figura 5B).

En la figura 5C se ilustra el efecto producido por [a adicion de crisina .

42



Tabla 3

EFECTO ANTAGONISTA SOBRE EL CALCIO DEL EXTRACTO DE TELOXYS
GRAVEOQLENS Y DE LOS FLAVONOIDES CRISINA Y PINOSTROBINA

PRODUCTO CEsp (mM) %E

Teloxys graveolens (extracto metandlico)

Control 1.08+0.01 100

5.0 pg/ml 1.74+0 11 80.99+3.77
10 pg/m! 5 54+0.74 62.15% 0 20
a0 pg/ml 9 83+0.23 50.77+2 04
Crisina

Controf 0.60+0.03 100
5x10°M 5.49:0.24 76 82+3.25
1x10%M 6.85+0.20 67 00+3.13
2x10°M 7.85+0.20 49 414412

Pinostrobina

Conlrol 0.76+0.05 100
2x10°M 11 3840 46 69 00+2 34
4xi0°M 15 85£0.79 66 8412.44
5x10° M 19 25+0.88 36 40+1.93

La respuesta del tejido con la adicion de concentraciones acurnulativas de ca™. se expreso
como valores porcentuales respecto a la contraccién maxima del tejido registrada con ca”
Por regresion lineal se calculé {a concentracion efectiva del 50% {CEs) para las curvas
control y con fas diferentes concentraciones de! extracto y de los compuestos puros Se
reporta el % de la respuesta contractil a las concenfraciones de ca® (3 x 1072 M} que
produjeron la respuesta maxima en ia curva control.
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EFECTO DEL EXTRACTO INTEGRO DE TELOXYS GRAVEOLENS
SOBRE LA CURVA CONCENTRACION - RESPUESTA DE Ca *

100 control
1. 5 ug/ml
= ! 2. 10 ug/ml
s |
& | [ ;3. 30 ug/ml
Z 50° f
o i
< }
39- .
|
j
{
:
0.1 1 0 2030 (M ca2h)

fig. 6

A los tejidos despolarizados con solucién Tyrode libre de Ca** y K+(60 mM)
se agregaron concentraciones acumulativas de Ca”™. Las curvas se
obtuvieron antes (0) y después (8) de adicionar el extracto a las
concentraciones indicadas (1-3). La respuesta se expresé como % de la
confraccién maxima sin el extracto vegetal.
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EFECTO DE CRISINA SOBRE LA CURVA CONCENTRACION -
RESPUESTA DE Ca

% CONTRACCIOHN

fig. 7

A los tejidos despolarizados con sofucién Tyrode libre de Ca” y K+(60 mM)
se agregaron concentraciones acumulativas de Ca”’. Las curvas se
obtuvieron antes (0) y después (8) de adicionar crisina a las
concentraciones indicadas (1-3). La respuesta se expresé como % de la
confraccion maxima sin el compuesto.
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EFECTO DE PINOSTROBINA SOBRE LA CURVA
CONCENTRACION - RESPUESTADE Ca?

100 control
.5
= 1. X0 M
[
3 2. 4x1077 M
oy
L=
o
—
=
[an] i
_‘:: 50 ¢
g .
(o
3, 5107 M

fig. 8

A los tejidos despolarizados con solucién Tyrode libre de Ca*" y K+(60 miM)
se agregaron concentraciones acumulativas de Ca®. Las curvas se
obtuvieron antes (0) y después (#8) de adicionar pinostrobina a las
concentraciones indicadas (1-3}. La respuesta se expresé como % de Ja
contraccién maxima sin el compuesto.
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Las figuras 6-8 muestran las curvas concentracién-respuesta del intestino aislado
de cobayo al calcio en presencia del extracto metandlico de Teloxys graveolens,
crisina y pinostrobina respectivamente. El promedio de la respuesta maxima del

total de los tejidos (a 30 mM de calcio) en los estudios fué de 5.311 0.97g.

Las concentraciones variables del extracto integro Teloxys graveolens (5,
10 y 30 pg/ml) produjeron desplazamiento de las curvas hacia la derecha con
valores CEg,=1.74 = 0.11 mM; 554  0.74 mM; y 9.83 # 0.23 mM
respectivamente. Se observé un decremento de Ia respuesta maxima dependiente
de las concentraciones del extracto aplicadas igual a 89.99 + 3.77%; 62156+ 020
%: y 50.77 £ 2.04 % (tabla 3). La concentracion del extracto vegetal que produjo

inhibicion de la respuesta contractil maxima en un 50% fué de 21.18 pg/mi {Clg}

Como se ilustra en las figuras 7 y 8, las curvas concentracidn-respuesta de
los compuestos puros se comportaron de manera similar al def extracto (fig 6 },
observandose desplazamiento de los valores CEg, concentracion-dependientes.
Concentraciones variables de crisina (5 x 10°, 1 x 10° y 2 x 10° M) produjeron
desplazamiento de las curvas con valores CE,=5.49 £ 0.24 mM, 6.85 £ 0.20 mM
y 7.95 + 0.20 mM respectivamente. Por otra parte, se observé un decremento de
la respuesta maxima dependiente de las concentraciones adicionadas del

flavonoide (76.82 * 3.25 %. 67.00 £ 6.25 % y 49.41 £ 412 %) y Ia concentracion
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del compuesto que inhibid la respuesta maxima en un 50% fue igual a 20.7pM

(5 28 ug/ml) con una concentracién de 30mM de Ca’ (fig.8, tabla 3).

En la fig.8 se muestran tas curvas concentracion-respuesta de calcio con la
adicién de concentraciones variables de pinostrobina (2 x 107° M: 4 x 10° M y5x
10" M). A estas concentraciones del producto la respuesta maxima obtenida en la
curva control se reduce a 69.00 £ 2.34 %, 66.84 + 2.44 % y 36.40 £ 1.93 %,
siendo el desplazamiento del valor CE, calculado para las curvas con
pinostrobina igual a 11.38 + 0.46 mM; 1585 + 0.79 mM y 19.25 = 0.88 mM
respectivamente. La adicién del producto muestra por lo tanto un comportamiento
de caracter no-compelitivo ya que se produce un decremento de la respuesta
maxima concentracién-dependiente y la pendiente en la expresién matemattica de

Schild es diferente a la unidad {Arunlakshana, 1959).
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Tabla 4

CONCENTRACION INHIBITORIA (Cls) DEL EXTRACTQ DE TELOXYS
GRAVEOLENS, DE CRISINA Y DE PINOSTROBINA EN ILEON DE COBAYO.

PRODUCTO TEJIDO DESPOLARIZADO CON K* (60 mM)
1.8 mM Ca®* 30 mMca®”
{contraccion tonica)
pglml
Extracto de T. graveolens 29.71 21.18
Crisina 11.22 5.28

Pinostrobina 3.65 -

* concentraciones actmutativas de CaCl; de 0.1 a 30 mM

En la tabla 4 se muestran las concentraciones del extracto de Teloxys
graveolens y de los flavonoides que inhiben la respuesta maxima contractil de los
tejidos en un 50%. Se observa que pinostrobina inhibe el efecto contractit inducido
con K’ con una potencia mayor que la crisina siendo la refacién entre los valores

Clso pingstrobina/crisina= 0.33
Las observaciones sobre la reversibilidad del efecto en los tejidos tratados

con crisina y pinostrobina se ilustran en las figuras 9 y 10 La adicidon de 1 x 104 M

de los compuestos a {as preparaciones, reduce la capacidad de respuesta

49



contractil de los tejidos en aproximadamente un 50 % cuando éstos han sido

bloqueados con crisina y en 40 % en el caso de ser tratados con pinostrobina.
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REVERSIBILIDAD DEL EFECTO POR ACCION DE
LA CRISINA SOBRE EL TEJIDO
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REVERSIBILIDAD DEL EFECTO POR ACCION DE
LA PINOSTROBINA SOBRE EL TEJIDO
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fig. 10
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten concluir que de los 13
exiractos metandlicos evaluados, los de Brickellia paniculata, Ruta graveolens,
Bocconia gracilis, Salvia cinnabarina, Piper sp., Teloxys graveolens, Litsea
glaucescens, Smallanthus maculatus y Archibaccharis androgyna,
preseniaron actividad inhibitoria de la contraccion del ileon de cobayo i vitro
inducida con K* con valores de Clse<100 pg/ml. Las plantas son utilizadas en la

medicina tradicional det pais para tratar afecciones gastrointestinales.

La revisidn sobre los antecedentes etnobotdnicos, fitoquimicos vy
farmacolégicos de estas especies botanicas dan un cuadro general sobre algunos

de los vegetales y permite en cieria medida sustentar los resuitados encontrados.

Sobre la especie Salvia cinnabarina en particular, no se encontraron
antecedentes reportados en la literatura cientifica; sin embargo, la revision del
género muestra que S. officinalis, 8. milthiorriza y S. sclarea han sido
evaluadas como antihipertensivos; siendo la especie S. milthiorriza uno de los
farmacos importantes en China para tratar la hipertension y la angina pectoris
También se ha demostrado la actividad antiisguémica y depresora del SNC que
posee esta planta. Son numerosas las especies Salvia que se utilizan como
anfiespasmaodicos, para tratar la diarrea y los dolores abdominales (Darias vy

col.,1989; Esquivel y col.,1989; Weniger y col.,1986) y se ha demostrado actividad
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espasmolilica en extractos de S. glutinosa, S. lanata, S. miltiorrhiza y en el
aceite esencial de S. officinalis (Bhakuni y col., 1969; Dhar y col, 1968, Lei y

Chiou,1986; Taddei y col.,1988).

Los estudios guimicos sobre las diferentes especies de Salvia registrados
en la literatura, muestran claramente la abundancia de compuestos
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenas y triterpenos, siendo npotable un grupo
de diterpenos aislados de S. milthiorriza (tanshinonas) (16) con actividad

antihipertensiva (Gao y col., 1979; Chen y col., 1979).

tos estudios fitoquimicos sobre el género Piper sefalan que estas plantas
contienen monoterpenos, sesquiterpencs, flavonoides, lignanos y alcaloides.
Entre ios alcaloides cabe mencionar ia presencia de piperina, alcaloide del tipo
amida, alcaloides tipo isoquinolinas y piperolactamos. Son abundantes los
reportes en la literatura cientifica sobre las actividades bioldgicas detectadas con
los exiractos crudos de estas plantas. Se ha demostrado actividad analgésica en
P. abutiloides, P. cincinatoris y P. methysticum, actividad hipotensora en las
especies P. aduncum, P. aurantiacum y P. betle, depresora cardiaca en P.
aurantiacum y espasmolitica en P. amalago, P. autitum, P. betle, P. longum y
P.nigrum. El extracto etandiico de los frutos de Piper nigrum demostré en el

ileon de cobayo, fuerte actividad espasmolitica (NAPRALERT).
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Ruta graveolens es una especie medicinal muy conocida en las practicas
médicas populares del mundo y se usa con frecuencia en problemas relacionadaos
con la reproduceién. Se ha demosirado que el extracto integro presenta actividad
antiinflamatoria (Mascolo y col., 1987) y que el extracto etandlico de las partes
aéreas de R. chalepensis produce depresion del SNC e hipotermia (Mansour,
1990). El extracto de |a raiz de R. graveolens demostré poseer efecto antagonista
del calcio en pruebas in vifro utilizando anillos abérticos contraidos con K
(Rauwald y Brehm, 1994) y ios estudios dirigidos a la evaluacién de las
propiedades farmacolégicas de esta planta demostraron que los aceites

esenciales y algunos de los alcaloides fienen actividad espasmolitica.

Las especies del género Ruta se caracterizan por su contenido en
derivados alcaloides quinolinicos del tipo acridonas, flavonoides (rutina) y
cumarinas (alloimperatorina). Tanto ta rutina como algunos derivados de la
imperatorina (Rauwald y Brehm 1891}, son compuestos anteriormente citados por

sus propiedades antagonistas del calcio.

La especie Litsea cubeba es utilizada en la medicina tradicional de China
para tratar el vomito, la flatulencia y la diarrea. De la planta se aslo el alcaloide

aporfirinico laurotetanina que en la musculatura lisa vascular in vifro expuesta a

- ¥ N - . - -
concentraciones elevadas de K , inhibe el influjo del calcio extracelular actuando
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como bloqueador de los canales de calcio voltaje-dependientes y los que operan

por receptores (Chen y col., 1984).

Ei uso de Litsea glaucescens en México es variable; la planta es
reportada para tratar la diarrea con moco y sangre entre la poblacion tzotzil y
tzeltal de Chiapas (banco de datos PROCOMITH) aunque en el Estado de
Oaxaca, esta misma especie se usa para tratar [a dismenorrea, infertilidad y para
acelerar la recuperacién postparto (Browner, 1985). Se ha demostrado efecto
antiespasmédico con los extractos etandlicos de L. glutinosa y L. monopetala;
sin embargo no hay datos relacionados con los efectos de ia especie L.

glaucescens.

De las partes aéreas de Teloxys graveolens se han aislado un grupo de
sesquiterpencides y de flavonoides, entre estos ultimos crisina y pinostrobina
(Mata y col, 1987). Como se mencioné anteriormente, las propiedades
espasmoliticas de crisina y pinostrobina han sido vinculadas con los procesos de

reguiacion del calcio intracelular (Capasso y col., 1991, Meckes y col., 1998).

Tanto el extracto crudo como los flavonoides aislados de la planta,
produjeron desplazamiento hacia la derecha de las curvas concentracion-
respuesta al Ca®. con decremento de la respuesta maxima de contraccion del

tejido. En esta sere de experimentos, la fuente de Ca®* fue exclusivamente
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extracelular: sin embargo el efecto observado no se puede atribuir de manera
concluyente a la interferencia del influjc del Ca®" al interior de la célula ya que
podria existir la posibilidad de que estas substancias actuaran también a niveles
intracelulares y se concluyd que los flavonoides aislados de Teloxys graveolens,
pinostrobina y crisina, inhiben la respuesta contractil del tejido despolarizado con
K' de acuerdo al comportamiento que tienen en las curvas concentracion-
respuesta de calcio. actiian como antagonistas no-competitivos del calcio. La
comparacién entre la potencia que muestran ambos compuestos, indica que
pinostrobina reproduce el efecto a concentraciones cercanas a la tercera parte de

las requeridas con crisina.

Para un grupo de las plantas estudiadas no se encontraron antecedentes
en la literatura que permitan sustentar los efectos biolégicos encontrados, entre
ellas, las especies Archibaccharis androgyna, Bocconia gracilis, Brickellia
paniculata, Brugmansia candida y Smallanthus maculatus. Cabe destacar
que, con excepcion del género Brickelfia, el resto se caracleriza por la presencia
en sus especies de compuestos nitrogenados: alcaloides tipo  indolico

(Brugmansia) e isoquinofinicos (Bocconia).
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CONCLUSIONES

1. Un porcentaje elevado de los extractos de las plantas medicinales (69%)
seleccionadas por sus propiedades antiespasmodicas reportadas en estudios
previos, producen relajacion de ta musculatura lisa intestinal del cobayo,
probablemente a través de mecanismos mediados por la accion del calcio. El
rastreo de estas plantas, utilizadas en la medicina popular mexicana como
“antidiarreicos™ y para tratar sintomas relacionados con efectos espasmogénicos
(colicos, vomito, dolor de estdémago, "empacho”, etc. ) puede servir como una

fuente potencial para la bisqueda de compuestos antagonistas del calcio.

2. De las 13 plantas estudiadas, los extractos metandlicos de Brickelfia paniculata,
Ruta graveolens, Bocconia gracifis y Salvia cinnabarina, presentaron la mayor
actividad relajante de la musculatura hisa intestinal en el fleon aislado de cobayo.
{os extractos produjeron inhibicion de la contraccion tonica Inducida con potasio
(60 mM), siendo los valores de la concentracion inhibitoria del 50 % {Clso) igual a

1182+ 1.06,12.84 +2.46,13.16 +138y 17.17 £ 3.35 ng/ml respectivamente.

3. Se reportan por primera vez las propiedades relajantes sobre la musculatura
lisa intestinal que presentan especies de los géneros Brickellia, Smallanthus y
Archibaccharis. Son plantas utilizadas en Mexico, y en especial en las medicinas

tradicionales de las etnias mayas de Chiapas, para ftratar dolor abdominal y
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diarreas inespecificas. Smallanthus y Archibacchans presentaron un efecto
inhibider de la contraccion inducida con K (60 mM), con menor potencia que el de

los extractos arriba mencionados, siendo los valores Clg, de 50.19 298 y 53.03

+ 5,80 pg/ml, respectivamente.

4. Por la potencia que muestra el extracto metanélico de Brickellia paniculata, esta
especie resulta interesante para someterla a estudios futuros, encaminados al
fraccionamiento quimico biodirigido, al aisiamiento del o de los principios activos
responsables de la accién antagonista del calcio y a la valoracion farmacolégica

del efecto.

5. El efecto relajante observado con el extracto integro de Tefoxys graveolens fue
moderado en comparacion al de Brickelfia paniculata (Clso 29.71 £ 1.97 pg/mi).
Esta especie constituye una de las plantas medicinales indigenas de México y su
uso para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales ha sido persistenie
desde épocas precolombinas. Los resultados encontrados en el presente estudio
permiten sustentar en cierta m'edida el difundido uso de esta planta para combatir

el dolor de estomago y para detener la diarrea.
6. Se demuestra que |a accién blogueadora del calcio que presenta el extracto

metandlico de Teloxys graveolens se debe en parte a la presencia de los

flavonoides crisina y pinostrobina. Estos compuestos actian como agentes
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antagonistas sobre el calcio aunque su efecto es de caracter no-competitivo.

Pinosirobina actda con una polencia tres veces superior a la de crisina.
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PROYECCIONES FUTURAS DEL TRABAJO

El iteon de cobayo aisfado ha sido ampfiamente utilizado en ef estudio de
bloqueadores de calcio en muscufatura fisa infestinal; sin embargo los produclos
estudiados podrian actuar de manera mas especifica en ofros tgjidos; entre elios,

Jos del sistema cardiovascular. Como siguiente fase, se encuentran en proceso fos
estudios sobre los efectos de algunas de las plantas seleccionadas en aorta de

rata y los mecanismos de accion involucrados en la aclividad refajante.
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ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

APENDICE

(1} Preparacién Solucién Tyrode (pH 7.4)

Soluciones acuosas de:

KCi 2.0g/100 m!

MgCl, 1.0g/ 100 ml

NaH,PO, 0.5g/100mi
A 8 g de NaCl, 2 g de glucosa y 1 g de NaHCO, se incorporan 10 ml de cada
una de las soluciones anteriores. Antes de aforar completamente a 1litro de
solucion, se agregan 0.27g de CaCl.HZ2O, evitando la precipitacion del
cation.
(1) Solucién Tyrode despolarizante con K+ (60 mM)

Soluciones acuosas de:

KCi 2.0g/100 ml

MgCl, 1.0g/ 100 mi

NaH,PO, 0.5g/100ml

A 3.55 g de NaCl, 445 g de KCI, 2 g de glucosay 19 de NaHCO, se le

adicionan 10 ml de cada una de las soluciones arriba mencionadas. Antes
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de aforar completamente a 1 litro con agua bidestilada, se agregan (0.27g de

CaCl, 2H;0, evitando la precipitacion de la solucion.

(lll) Solucién Tyrode libre de Ca '

La composicién es similar a la solucién Tyrode (Il omitiendo la adicion de

CaCl, 2H;0.

(IV) Solucion Tyrode despolarizante con K+ (60 mM) libre de Ca ™

La composicion es similar a la solucion Tyrode despolarizante con K i,

omitiendo la adicion de CaCl,.2H;0.

Reactivos

Atropina (sulfato) (Sigma ) PM 676 48
CaCl,. 2H0 (Mallinckrodt) PM 147.02
Crisina {Mata, 1987} PM 254.20
Pinostrobina (Mata, 1987) PM 270.29

DMSQ dimetilsulfoxido  (Merck)

Sales para la preparacion de los medios (Merck)
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Efecto de Ia tension inicial del tejido sobre la contractilidad

inducida con K'(60mM).
Tension inicial del tejido (g) Respuesta contractil (%)*
0.10 4464 + 4.30
025 59.29 + 360
0.50 76.80 + 2.77
1.00 92.24 + 2.02
1.50 96.15 + 1.34
2.00 89.30 + 0.02

* Los valores se calcularon como porciento respecto a la respuesta méaxima alcanzada
por cada uno de los tejidos. Los datos se presentan en |a tabla como el promedio £ error

estandar de la media de 20 tejidos
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