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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La migraia es una enfermedad que padece del 10 al 20 % de Ia poblacién mundial
(Peroutka, 2001), afectando principalmente a personas jévenes. El tratamiento terapéutico *
de esta enfermedad incluye una serie de fitrmacos, asi como algunas plantas medici‘nales.
entre las cuales se encuentra Tanacetum parthenium conocida comtnmente en México
como Santa Maria. Esta planta también se ha utilizado ademas para aliviar los dolores

menstruales, ‘el asma, la artritis y como antipirético. Las hojas son ingeridas frescas, en una

dosis diaria de 2 o 3 hojas (Foster, 1991),

La Seroton a, también llamadu S- Hndroxnrlptammn (5-HT) es una de las substancias

qurmlcas que esta ala vanguurdm en la mvesugacuén de la mlgrnﬁa (Peroulku. 200! y Blau,

1992). El lmponnnle.papel. ue-juegala Serotonma en In f's:opatologla de la mu_.,mﬂa se

Seroloninn.

mduc dns por a - l‘emlef‘rma.

as i contracc Ones

dependiente del tfémp la concemrac:én, y es de tipo no competmva e lrreverSIblc en

preparaciones con y.sin éndoteho. Los extractos también causan una pérdida progres:va del

tono en anillos de aorta precontraidos. Estos resultados son similares a tos obtenidos por

VALLL DE URiGEN




INTRODUCCION

preparaciones de a-metilenbutirolactona y partendlida, obtenidas de los extractos de 7.

parthenium (Barsby et al., 1992),

E! compuesto al que se. Ie hn confcndo la actividad biolégica es la partenélida

(Heptinstall et al.. 1992); sin embnrgo el Tanaa.-rum parthenium mexicana no contiene este

compucesto. (Romo” «.'I al.,

(Mczqunu. 2000)

En el presente truano se renhzé el estudio biodirigido de! extracto de Tanar:alum

arlhenmm mexncann para ldenurcnr el tipo de compuestos que le conf‘eren la acu
inhibitoria a las contmcclones mductdas por Serotonina en aorta de rata..

Los resultados demuestran que el extracto de diclorometano

fresca teniendo un efecto reversible.

Del fraccionamiento blOdll"lgldO se llcgo

dos' fracciones, una de las cuales presentu.

lactonas sesquiterpénicas dll‘erenlcs a ln panené da,:y la otra un compuesto ain no descrno :

en la literatura perteneciente a esta planta.

idad »de’i Tanacéltlm arthenium meXicana

Con lo anterior se concluye ‘que a"ac

puede ser debida a los nceltes esenc nles que conucne. a otras lactonas sesqulterpémcas no

descritas, diferentes a la partenéllda, oa ambos tipos de compuestos Estos resultados son

enen.. las preparacxones

importantes conslderando la 1mportancm comercial que‘

fitofarmacéuticas de esta plama, ya que consideran como compuesto activo a la partendlida.

i

Ui*;iim
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FUNDAMENTO TEORICO

TO TEORICO

2. FUNDAM

2.1.  MIGRANA
2.1.1. Caracteristicas
El término migrada procede de la hemicrania que utilizaba Gz%!ené Rafa_ describir un
wrastorno peridodico que comprendia un dolor hemicraneal phrpxis;icﬁ 'inte}:lSo. \/émilos,
fotofobia, recurrencia a intervalos regulares y alivio en un éxjnb‘icmc'fosi:urovy suefia

(Rnskin. 1990).

Ln mlgmﬁa e -Linxi 'enl‘ermedud frecuente en pers‘onas'entrv

25 'xyxr '55; -anos

después del dolor dc cnbeza y gstu caracter!zada porA molestias gastronn;gstinn!es y cambios

de humor (Lobo, 1999).




FUNDAMENTO TEORICO

Hay pocos factores causales que expliquen y se puedan identificar. como

descncadenantes de la migrafia, sin embargo. en un estudio rcnlizado a 30 r dividilos ncci‘éa

de las circunstancias con que sc produjo su primer ataque, una lercem parte reporta como

detonador. factores - psicolégicos, principalmente el estrés provocndo por cnrcuns(nncms

personnles o por factores ambicntales. Otra tercera panc Iu atribuye a f‘nctores fisi cos que

incluye clenos alimentos (chocolate, queso, cuf‘é frutas citricas) camblos hormonales.

alergias, etc. Una altima tercera pane la ntrlbuye a umbos f‘uctores (Blau, 1992)

2.1.2. Patoz,ema

Ex|slen teorfns qu ntentan:explicar. osmecanismos que producen la migraﬁn sin

embargo no son convmcentes, pues no explican exuctumeme los sfnlomas, su compleJldad

¥y especialmente su lento desarrollo.

e’los: ataqucs de mlgruﬁa suglere una :serie de procesos cn,

El cuadro clinico
rmmpales teorms

La teoria vnscular‘comlenzu on;visiones dmmelralmeme opuestas, algunos tmanos
favorecen la vasoconstrlccnén y- otrosila vasod:lnmcnén. Se postuia que los mnques
comienzan con la vasoconstncc:on, produclendo el aura, seguido por la vasodilatacion para
explicar las pulsaciones en el dolor de cabeza. Se ha demostrado que la administracién de
ergotamina reduce la amplitud de la pulsacién de la arteria temporal en los pacientes con
cefalea y que este efecto 2 menudo pero no constantemente se asociaba a una reduccién del

dolor. La medicién del flujo de sangre en el cerebro podria explicar esto, sin embargo,




FUNDAMENTO TEGRICO

después de 25 nﬂos los rcsull dos permnnccen contrndlcto S, el mcrcmcnto d;l ﬂluo ecs

soportado por un grupo y Ia hx T 6n por otro usnndo Iu mnsma tecmca (Blau. 1992)

eléctrico observndo en nn males de cwpenmenlacxén. que se produce en.la cerébrnl

ldad electnca e

por accién -ante estimulos nocuvos. Ocurre reduccién focal de la ac

incremento del flujo sanguineo, y a continuacion extensuén (dlfusxén) de eslos fenémcnos a

través del hemisferio, a un ritmo de 2 2 3 mm/min (Pcroutka, 200!).

En la teoria quimica plantea que de acuerdo a esludios réalizi:dds en’las dos altimas
décadas acerca de la regulacién del tono de los vusos snngufneos cercbrales. se ha

encontrado que son una serie de mediadores qulmlcos Ios que rela_;nn, comracn o modifican

la permeabilidad y funciones de los vasos ccrebrale 5 Estos mednadorcs son derivados del
sistema simpitico, parnsxmpnuco y de nerwos sensormles que inervan los vasos cerebrales

y también factores humorales (Fcuerjste[n. er a(.. B 997).

2.1.3. Tmtam’en'to‘

La mlgrai’la se puede (mmr pur medios farmacologlcos medlante ‘un programa de

medicacién mtensw prof‘ldcuco o combinado. La seleccnén del método terapéutico

apropiado debe bnsarse en’ una valoracion detnllada “de la frecuencia y gravedad de Ia

migraiia (Peroutka. 200[)

r—a*’xrq—.ﬂ CON

RIS
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FUNDAMENTO TEORICO

Cuando se trata de migrafia leve, se puede tratar con analgésicos leves, tales como Ia

aspirina, acetaminofén, ibuprofeno, naproxen, etc. La migraila moderada se trata con

alcaloides del cornezuelo del Ccnleno o con Sumatriptin. La forma mds grave de m
requiere el emplec de agentes prorldcucos ademas de los farmacos para ternpéuuca nguda

v anticméticos como la meloclopram|da (Peroulkﬂ, 2001).

2.1.3.1. Agudo

Desde 1920 se reconoce la eﬁcacia de los derivados alcaloidcs .del cornezuelo de
centeno para combatlr la mlgraﬂa. Su mecanlsmo dc acc:én cs compleJo y continua en

controversia. Estos nlcalmdes son férmncos no sclecllvos, pueslo que interactian con gran

numcro de rcceptores, emrc ellos estﬁn Ios 5- HT| y 5 HT-_». asi. como- los receptores
adrenérgicos y doparnmérglcos (Pcroutkn. 200!) - o o .
Los alcaloides del cornezuelo de’ centeno dlspombles y. unles para el tratamiento

abortivo de Ila m:grnﬁa son.‘ la ergolnmlnn, el mcsnlmo de dlhldroergotamma. y.la

ergonovina.

Los preparados de ergotamina . tienen sabor ‘desagradable ' y':sus  efectos téxicos

incluyen nauseas, 'vémiios, calambres nbdorﬁimﬂés;rdlaﬁea, cbmrn;:cidncs uterinas
dolorosas, vasoconstriccion, frmldad entumeclmlen!o y: hormlgueo en los dedos de las
manos y los pies. Lns dos:s alms provocan sed confusnén. alucmncuones e inconsciencia;
con el uso crénico se ha informado la aparic_ién de gangrena de las extremidades y
valvulopatias cardiacas. Los alcaloides del cornezuclo de centeno tienen una historia

interesante como agentes de intoxicaciones y alucinaciones en masa (Smith, 1993).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




FUNDAMENTO TEORICO

Cualquiera dc los alcalo:dus del cornezuelo de cemeno. mcluldn la Ergommma'
(Fig, 1), esta conlrﬂmdxcado durnme el embnrazo y en los pnmcnlcs con hlpcnensmn

enfermedad vascular oclusuvu y enfermedad hepﬁucu,o renal (Smuh, 1993).

Figura 1. Estructura de la Ergotamina

relucionado

Otro ﬁ:'lrma(:O' utilizado "es el Suma(riptnn (F'g. 2), cl cual‘es(é

estructuralmente “con Ia 5 HT' presentando'unn clara acuv:dad ngo sta sobre czertos

al.. 1992),

Figura 2. Estructura del Sumatriptin

] TRSIS N
| FALLA DE UniGEN




FUNDAMENTO TEORICO

Estudios recientes han demostrado una eficacia del Sumatriptin del $6-77 % cn una
hora. Los efectos adversos del Sumatriptdn incluyen nausea, vémito, fatiga, marco. Son
raros los reportes de vasoespasmos coronarios, angina de pecho e infarto al miocn;dio
(Lobo, 1999).

Algﬁnos ensayos . clinicos con Sumatriptan . han descrito. "sintomas del pecho™,

incluycndo la pesadez, estrechez o presién de pecho. (Nilsson, T., Longmore, 1. ef af, 1999)

Et uso de opmceos‘desp rta conlroversm. ya que no son comGnmente prescntos pnra

la mlgraﬁa, aun cunndo hay dulos que demuesxmn claramcnte su efcucm. Rcduce en

nproxlmadamcme un 54.5.% el dolor de cabeza unn hora después de su admlnlslrn(:lén.

El uso dc comcostero:des en pacnemes con mxgraﬁa es comrovcrsml, hay

comunes cuando la terapia esta’] mitada a menos de una semana’(Lobo, 1999).

2.1.3.2. Profilactic

Cuando la frecuencna de Ia mlgraﬁa no excede de tres crisis al mes. pueden tratarse de

manera profilictica, Algunos de los f’armncos uulazndos son:
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Antidepresivos triciclicos. como la amitriptilina y la nortriptilina. los cuales

son bloqueadores de Iosv"lransporladobres de la. 5-HT y antagonistas - de muliiples

neurotrnnsmisorcs‘ ‘Sus efectos - colaterales -~ ‘estin  relacionados ~con' . sus propiedadés

5 6n borrosu. retencién urinaria, arritmia cnrdmcn ete

anllcolmergucns' marcos, v

Antagomslas seroloncrglcos como Ia meusergtdn y la cprohepmdma. los

cuales son derlvndos er;,éucos. Los ef‘ectos colatc nles comunes al uso de estos son: nausua.

vémno y. dmrrcu. -+

efectos colmerulcs comunes a su uso -son’ hlpolcnsxdn. insomnio y nauseas.

os»canales de Ca®*%: la ﬂunamcma, el dlltmcem, la

Bloqueqdores de

nifedipina y la himop Los ef‘cclus colnterales los desnrrollan del ’10 al .60 % de los

pacientes, pero usualmente son leves y consnsten de consupacuon e hlpotensuSn (Peroutka,

2001).

2.1.3.3. Plantas medicinales

La mayoria de las grandes culturas como . la China, India, Egipcia, Griega y muy
particularmente la nuestra ha sabido aprovechar los portentosos beneficios que el reino
vegetal aporta al bienestar humano, mediante el descubrimiento y uso de preparaciones

naturales. Las plantas medicinales han sido objeto de profundos estudios, los cuales han
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dado como resultado la ncumuld;ién' de conocimientos herbolarios que nos permiten saber

como, cuindo y qﬁé_plﬁrilzis uiilizal{ cn cada caso (Aguirre, 1993).

Entre; esta: s, tales 'como . la noradrenalina, Ila

adrenaiina 'y la'dopa

presentes alguno:

Aaz. Prostaglandinas (PG

activador de plaqueta.

la substancia P, ‘la

la Anglotensma 11, la esma (Feu:rstcm, et al., 1997).

Se han lnformado -de’algunos: nucleétldos comu dilatadores de vasos cercbrales: la

adenosina, el ADP, el AT X el GRP el CCK la galanlna. la neurotensina, la somatostina y

dc algunos gnses como el éxido nitrico y el monéxido de carbono

la dinorfina B. Ade.’:‘x

(Feuerstein, et al.. 1997).
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Otras sus‘lancin's vasorelajantes que se han estudiado para explicar la patogenin de la
migraiia- son los producidos por el cndplelio: la prostaciclina (PGla) y el Factor de
Relajacién Derivado del Endotelio (FRDE). identificado actualmente como el éxido nitrico.
La PGl y ¢l FRDE son quimica y biolégicamente inestables. Ambos a través del AMPc y
GMPc, - respectivamente gjercen no solo . vasodilatacién sino también .. un ﬁccic’in .

antiplaquetaria. La migraia ha sido tratada con un gran namero de inhibidores de Iu cnclo-, .

oxigenasa, la cual suprime. la b|osfnleS|s vnscular de PGI y otras posmglu dnns.

(Gryglewski, er al., 1990).

papel que juega la Scrotonina en:la:{isiopatologia’de la’migraila se hace cvidente si se

considera que se¢ ha cncohtmdo n’ aumento de sus metabolitos en orina durante el ataque

de migrafia, ademas de que divers S farm os'qu’eise utilizan para aliviar la sintomatologia

de la migraiia son activos sobre sistel ;efbtonérgicos (Flérez, et al., 1992 ).




FUNDAMENTO TEORICO

2.1.4.2. Serotonina (S-Hidroxitriptamina)
La 5-Hidroxitriptamina (5-HT) es una amina biégena compuesta'porv un nnillo

indélico y una cadena lateral etilamino (Fig. 3). Fue aislada e :denuf‘cndn en el plasmn en

1948. Se localiza y sintetiza en las células emcrocromuf'nes dcl lrﬂcto gastromtesnnnl y en

lecho vascular concreto esta determmndo _po

vasoconstrictoras 'y vasodxlntadoms. Cuando se estudna su’ ncclén sobre teJldo vuscular,

aislado, predomma la respuesta contrﬁctll (Flérez, eral., I992 )

En gran medida; la accidn vasoconstrictora esta relacionada con los receptores 5-HTs,

puesto que es especificamente bloqueada por los antagonistas de estos receptores, como la
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ketanserina. Sm embargo. en cuertos vasos crunealcs. este efecto vnscconsmclor no esta

hgado ala ncuvncxén dc rcceptorcs 5-l IT_. sino que depende de Ia unién de fa Serolonmu a

5. 5- HT)- cuya naturnleza no esta claramente determinada. Por otra

parle “en ‘ciertas condlctones es poslble observar una- acciéon vasodilatadora, ‘que  la

Sero!omnu puede t..Jercer “ya sea por. activaciéon de receptores 5-| HT.,\ que mcdmn la"

hberaclén de faclorcs reln_]z\ntes endoieliales o bien por inhibicién de la l|bemcnén de'

norndrcnahnu. lo que genera una respuesta dilatadora (Flérez, er al., 1992).

Ademﬁs, la Serotonina tiene la idad de po iar la accién vasoconstrictora

tanto de noradrenalina como de otros agentes que contraen la fibra .vascular, . como la

angiotensina Il' 0. la PGF:zq. Este mecanismo contribuye igualmente a- facilitar; la‘accién

vasoconstrictora de la amina (Flérez, ef al., 1992 ).

2.1.4. 3. Modelo en nona tordcica

La aorta es el vaso nnerml de mnyor cnhbre dcl cucrpo. En la nonu se dusnnguen una

porcion nsccndenl (uona ascendcme),' el arco ﬂértll:o (arr:zn aorlae) y la porclén

descendente (aorla dcscendenle) La aona descendeme se dlvnde. a’isu- vcz, en dos :

porciones: |la nortn loréclca Y ln aona ubdomlnal (Tmannov l994).

La aorta tora ca eslﬁ sltuadn en el medmsuno posterior, por delante de Ia porclén

toracica de la’ columna venebral. Du ramas viscerales hacia los érganos de la cavndad‘

toracica (hacia el perncnrdlo, Ia lréquea, los bronquios, el eséfago) y ramas panetales. hacta

las paredes de la cavndnd torxicu:a estas ramas van hacia el dlafmgma 'y anerms

intercostales. A’ través del agujero*uérnco. en la. porcién lumbar del dmfragmn,:la ‘aonuv
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tordcica ‘pasa a la’ cavidad abdominal, continuandose en la- aorta ' abdominal

(Tatarinov, 1994),
El interior det lumen de Ia pared del vaso sanguinco ésta forrado con capas de células

endoteliales y la parte de afuera del vaso esta cubierto con tejido conectivo. Las células del

miisculo liso estdn arregladas concéntricamente.
Los estudios: farmacolégicos e terias (teji dos;: 'ya que

contienen un amiplio rango de:recéptores que median traccién: (5-HT, a-

ni;s éndqielinlc_s (acetilcolina) (Ferkany,

adrendrgicos), yyre']ujaciér;/ (B-adrenérgicos) y, f[{

1998).
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2.2, Tanaccium parthenium
.2.1.. Generalidades
Pertenece "a. la familia Compositae o Asteraceae. Sus nombres . cientificos . son:

henium’ . (L.) " Bernh..

Tunucelum parthemum (L.) Shultz-Bip, C/u A par

Lcucanlhemum parlhenium (L) . Gren: & Gordon, Pyretrum parlhenim}_i f(L‘.)i'Sm..

A«Ialr:carta parlhcnmm ( L )

co [31 'es con que se le conoce son: Feverfew (del Ialln ji-brlﬁ:go),

Stmta Marfa. Hlerba santa, manzanilla grnnde, manznn Ia romana.

Almmnza, chrb

mnstranzo mutla En:otom dhala.manzamlla. en nahuatl callemc.vha (Fosler; 19913

Arguelq. l 994)

Tanacclum parlllenmm (Flg. 4) es una planlu nrbustwa. erecm, aroménca. dc 30 cm -

almde altum, cscasamcnte velludn, puede tener el tallo snmple o ramlﬁcado desde la basc.
Sus hojas son S|mples, dc color verde,’ alternas, con graba en la cara superlor. pubescenle en

la cara mferlor, pinatifida, con lébulos obovados y dentados. Las flores,  que aparecen de

Julio a octubre, estin dispuestas cn corxmbos de hasta 30 piezas, con algunas- florecillas-

blancas alargadas y otras amarillas en. forma de disco con bracteas involucras cubiertas de

pelusa (Martinez, 1992; Ar'gugm,; 1994; ’l';inx_n"es. 'l9>96).

Se considera driginhria ‘de”lIrén, Irak y de Europa, adaptada a climas calidos,

semicilido, semiseco .y: tenjpludo.‘ Se-cultiva en huertos familiares, crece a orillas de

caminos o en terrenos de cultivi

FALL: D ORIGEN
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Figura 4. Tanacerum parthenium mexicana (Santa Maria)

En cstados como Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Morclos, México, Tlaxcala y Veracruz,
sc utiliza para diversos tipos dc ccfalea, como analgésico, para la artritis, pama aliviar
trastormnos de ia menstruacion (como emenagogo, anticspasmaodico, contra la dismenorrea y
colicos menstruales), y para provocar ¢l aborto. Sc toma ¢l cocimicnto de las ramas o de las
florcs (Lawrence, 1990; Argucta, 1994).

En la medicina tmdiﬁiqnn[ del Reino Unido y Europa ha sido utilizada para aliviar cl
dolor dc cabeza, los <clolol;cs. ﬁichstrualcs, cl asma, la artritis, ' como antipirético. Las hojas
son ingeridas frescas, en una dqsﬁs diaria dc 2 o 3 hojas (Foster, 1991).

También ha (cni&d us.ds' como planta de jardin, va que aromatiza el aire debido a su

fuerte olor. Funciona ademas como repelente de insectos (Foster, 1991).

16
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2.2.2, Composmlén qulmlcn .

ca - presente en . Tanacetum parlhehium es un -

La prmclpal lactpnp ,sesqunblcrypv

bcrmncmnohdo a

delcrmmur ‘laac

cacién 'y mslam:ento. Exnsten varios

procedimientos de cxlraccnén, Ios cuales incluyen”la cromatogmﬂa en columnn abierta,

espectroscopia infrarroja, cromalo&rn 2’ de ses y Cromulogmﬁa quuuda de Alta

Resolucién (HPLC) (Brown, et al, 1996).

es en 7. parth

El resto de las lactonas sesquiterpénicas pre
en pequeilas cant;

de membolltos los ualcs probableme e

con o sin rearreglo nlihco de la pnrlenolldu (nght 1995) Estos incluyen la custunélida, la

17 e
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3B-hidroxicuslon6lida. la :3B-hidroxipartendlida, la artemorina, a 3B-

hidroxianhidroverlotorina, la cpoxiartemorina y el peréxido correspondiente. (Fig. 6).

° “R=H - custundlida

3p-hidroxipartenolida - )
e T - - R=0OH - 3p-hidroxicustundlida

3[}-hldroxianhldroygrldlpfln

Figura 6. Germacrunélid‘osfp:i' se

Estdn’ pr

P . OMe
- Metil éster del acido céstico

Reinosina

Figura 7. Eudesmanos pr en 7 um parth;

GEN
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El resto dc las Iacxonas sesquiterpénicas_son del tipo guayendlida (Knight, 1995:
Bohlman'y Zdero, |982) Sc encuentran trazas de Su-hldromcstarmmn. acompaiiadas por
los corrcspondlentcs dsteres lsobuulnto y angelmo. Sc encuentran tamblén dos series:de

p,uayenélldas. la serie [ represemnda por la mnapumna-a- peroxldo la canina y pequeﬁus

trazas de lo-ep La scrlc |3 corresponde a tanapnruna-ﬂ-

Secotanapartolida A Tanapartina-B-perédxido

10-epi-canina

Artecanina Seco-tanapartolida 8

Figura 8. Guayendlidas presentes en Tanacetum parthenitn.

19
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En estudios realizados a' 7. parthienium mexicana se encontraron la Crisartemina A, Ia
Crisartemina B y la Santamarina (Fig. 9). no asi la partenélida. (Romo er al., 1965; Romo
et al.. 1970). Estudios posteriores confirmaron que ambas Crisarteminas corresponden a la

Canina y Artecanina respectivamente (Hewlett, et al., 1996).

la ‘compleja déhdiferéhtes tipos de

arneseno .y el alcanfor,
risantenol junto

ién_se’encuentranpresentes el cis-

verbenol, la 4[3-uceloki risantenona, asf o;elr bornil acetato y, bornil angelato; (Fig. 10).

(Bohimann y Zdero, 1982)7. ;

FALLA Db UelGEN
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/l\/\/‘\/\/u\/

P-farneseno
Germacreno D Alcanfor
OAc iSOR
H B H HO'
Crisantenil acetato -~ . R=H cis-crisantenol cis-verbenol

R=Ac Crisantenol acetato
RxAng Crisantenol angelato
Ra=Val Crisantenol isovalerato

CHy

OR

HyC. L
Aco o HsC

R=Ac Bornil acetato .

4f-acetoxicrisantenona
R=ANg . - Bornil angeialu

Figura 10. Principales compuestos de las partes aéreas de 70 'pa‘rlhéh,x)m‘f -

También se encuentran una serie no terpenoide de éteres _espivrbce;él icos (Fig.11), l'os

cuales también se encuentran en pequefias cantidades. Estos mismos han sido encontrados

en las rafces de la planta en niveles relativamente altos, lo cual quizi indicaria el rol de

defensa de este compuesto (Bohlmann y Zdero, 1982)

21 — z
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R=0Ac
R=OVar

R=0Qvar

Figura 11. Eteres espirocetélicos de 7. parthenium

Los principales compuestos que constituyen el aceite esencial de 7. p'ar/henizim son el

ina y la‘isofraxidina’

o (Williams, “et ‘al.

1999).

22
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Sc tienen repoi estanol,  campesteral |y

sitosterol, estigmasterol. tucosterol e isofucosterol ( 1996)

u-plﬁeno B Y i b-plne’r‘\‘a',y' : i N ;
:» : HOZ /iL o OH

-ter g Crisantenol ' ’ :
o-terpineno . o Terpinen-4-ol
HO o -

; & OAc DOAc
a-terpineol ¥
Crisantenil acetato Bornil acetato
u—larngsgno L (;err_nacreﬁo D Sl e
L T - Epoxido de p-cariofileno

Figura 12, Compuestbs del aceite e'sehg:ial de 7‘ parklienimh

= TESIS CON
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2.2.3. Actividad biolégica

2.2.3.1. Estudios clinicos

Lns ho_,ns de 7. parthenium se han sometido a estud:os C”nICOS paru evalunr su

actividad cn la m:gmﬁn. En uno de ellos se realizé un estudlo doble clego con plﬂccbo en cl

que pnnlcuparon 20 pacientes. Se evalud la eficacia de las hoJas de . esta plnnlu como
prohlacuco para: la ‘migraia. Los 10 pacientes que recab:eron el placebo tuvlcron un
incremento sugnll‘cauvo en frecuencia y scvcrldad de dolor de cabeza, ndusea ¥ vémito con
Ia apancién de efectos indeseables severos, en los prlmeros meses de estudlo. Los otros 10
pacientes que recibieron las hojas secas de T parthenium no presenmron cambios en
frecuencias y severidad de los sintomas de la mi‘gmﬂa. Esto proporciohn bases de que la
planta tomada como profildctico previene los ataques de este phdccirniemo (Johnson et al.,

1985).

Los resultados anteriores fueron conf'rmados por otro estudlo reallzado sngmendo un

paron 72 pﬂC entes. De este estudxo se concluyé

diseiio aleatorio cruzado en el cual pamv

que ¢l tratamiento con la plantn reducc ln severldad (emplea a una conccnlracxén de 70 a

114 mg por cipsula, donde se comlene de 2-l 9‘p.mol de partenélida por cépsula), el ntmero

de ataques de migrafia y la inlensidﬁdAde sin embargo, el tlcmpo de dumclon de los

ataques no se altero. Tnmblén se concluyé que: la planta no produ_:o efec!os colaternles de

importancia (Murphy et al., I988),

Se realizé un estudio . - parecido’ a’ los: mencionados ' anteriormente en donde

participaron 57 pacientes (47 nihjercs ¥..10 homb s),.- los gﬁuziles se dividieron en dos grupos

al azar. El estudio fue un doble ciego placebo controlado. Los resultados demostraron que

T. parthenium causa una reduccién significativa en la intensidad del dolor, asi como, una
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dlsmmumén dc los sintomas tipicos usunlmcmc relacuonndos con los ulnques dc m graﬁa

(vomlto, nauscas scnslbllldud a la luz y al ruudo, etc ), en compamcuén con cl lrﬂtam iento

plnccbo (Pnlevnch el al., 1997 L

Los rcsulmdos oblemdos por' Prrus dk Niéi pboiuk (’1'999' de tudio clinicds en

el Centro para .el:tratamiento de la  migrafiniconfirman el uso-de

T parlhenlum como

prol'lécllco para el tratamiento de la migrana

experimental

doble ciégo

adverso mas comun que se registré f‘ue la ulcerucién'd .1a’boca (6.4 96), seguido de :dolor

abdominal e indigestién (3.9 %), sabor desagradable (3.0 %), sensacién de cosquilles (3.0
%), problemas urinarios (0.9 %), dolor de cabeza (0.9 %) y diarrea (0.4%6) (Argueta, 1994).
Los efectos adversos presentados en un estudio realizado con {6 pacientes, ocho’ tratados

con hojas de 7. parthenium y ocho con placebo fueron los siguientes (Johnson er al.,1985).



pom— Y obresato

=33 Tonsion o dolor e cateza (ha m T 3
- .
= Tosomniv. sueno imermmpido T ]
T Dolor d¢ articulaciones 3 3
[T = 3

o
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intomas Pacicntes con planta Pacientes con placcho

K

Nausca

Destumbramicnio

Periodos Je desatencion profunda

Palpitaciones

Dolor abdominal por colico 1

Frecuencia urinaria

Tabla 1. Efectos adversos de Santa Maria

En este cstudio se administraron diariamente 50 mg de hojas de’ T parthenium

durante scis meses. Todos los pacientes presentaron al menos un’ efecto adverso. mientras

que 4 de los 8 pacientes tratados con la plantn no tuvu:ron efeclo nlguno. A estos mismos
pacientes se les realizé un estudio lequlmlCO y hemulolé;,lco antes y después del

tratamiento, encontrindose que la plnnta no modlt'cn dichos pardmetros (Johnson er

al.,1985).

2.2.3.2. Actividad ant "-inﬁamn_tb‘rbih; :

Recientemente se hnn estudlad los efectos antinoniceptivos y anti-inflamatorios de

los extractos de 7. parthcmum en rn!us'y ra(ones. administrados por via oral cuando se

induce el edema con dcido acélico y carragenina. Estas respuestas son dosis-dependienles
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(10, 20, 40 mz,/kg. p.o.). La pancnélldn tambu,n mucstrn efeclos a la dosus de Ly2 mg/kg

i.p. (Nnveen el al.. 1999)

inflamatorias  de - los

El extmcto clorol'érmxco dc ln parte ﬂérea de T parlhemum macerado con solucién

amortiguadora de fosfntos 50 mM aun pH de 7. 4, lnhlbe 1a sintesis de prostaglandinas (50
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secas de

proinflamator 3 Den libébolisacéridos (LPS) estimulados por macréfagos. La

funcién és!rub;ural a-metilen-y-lactona le confiere el efecto inhibitorio (Hwang er al.,

1996)

El extracto cloroférmlco de las hojas l'rescas Y. de los produclos comerciales .de la

hoja seca de 7© parlhcmum, producen ln mhlbucnén de a gene nclén de. lromboxuno Bx

(TXB2), leucomeno Ba (LTBs) en leucocnos de pentonco de ram ;: Ieucocuos PMNs de

i 'c 6n de TXB2

sercs humanos. Los valores de ICsg estdn en el rango de 5-50 pg/mL la in

¥y LT ocurre en paralelo (Summer er al., 1992). 2

El extracto acuoso de 7. parth aco aciones dé (504200vmg7ml;) inhibe los

productos metabdlicos de la clclo-oxigcnasu y de la llpo-ox{genasa. nmbos productos del

metabolismo del 4cido amquldémco (Capasso, 1986). "
E! extracto cloroférmico de la hojas de T par/henium puede. mhlb:r la compactacién

de las plaquetas por su efecto sobre los grupos sulf'hudrllo. (Hep!lnsmll et al., 1987).
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2.2.3.3. Investigaciones realizadas con la Serotonina

El extracto cloroformo/metano!l de las hojas secas de 7. purlhenmm |nh|ben Ia

actividad. secretoria de Serotonina de las plaquetas y leucocitos po. morfonuclenres

(PMNs). La agregacion de plaquetas se inhibe pero la sintesis de tromboxnno no se llcvn a

cabo. Este mismo extracto también inhibe la liberacién de vnnmma Bn umdn a proteinns de

PMNs, inducida por diferentes agentes (Heptinstall er al, 1985). Olro"estuduo,reahzado

demuestra que los extractos cloroférmicos de 7. partheniun inhiben'la liberacién de la

Serotonina en plaquetas, neutréfilos y leucocitos PMNs. Los combdcstds identificados son

Ia panenéhda, la 3B3-| hldro\lpaﬂenolldn, la secopanenélndu A, laL’c i%riz_\ y la vdncc‘:lnina

(Groenewegwn e? al.. I986)

Se renhzé un estuduo en una prepnracuén del fondo gasmco para evnlu' r ln» chvudad

de la pnnenéhdn (ulmacenamuemo liberacion y esumulacuon) fre te

Las curvas doms—respuesm a la Serotonina y ia accién mdlrecta de’la’ fenfl E'nminu y' la

dextroanfe!amlna en. el fondo gastrico son obtemdos en’ presencm y:ausencia de la- -

partenélida a una concentracién de 10° — 10° M. La partenéhdn no’ muestra ncnvndad =

agonista ni anta&,omsla a la Serotonina en el fondo gastrico de” rata, sm embargo |nh|bc ln
respuesta contrictil de la fenfluramina y dextroquelamma. Lo ‘antenor |pd|cn que ‘la
partendlida inhibe la liberacién de Serotonina pbr un;x accién indirecta a nig“onislas‘éﬁ«él
fondo gastrico (Bé&jar, 1996). S

Weber er al. (1997) demoslro que Ia panenéllda desplaza a Ia [JH] ketanserma de los *

receptores S’HT-.A dcl ccrebro de rata y ccnc_]o Y. en receptores 5 HT. E clonados.

Las .

constantes de armdad eslnn en el rango de 100-250 M. Los resultados soportan en pane la

hipétesis de que la partendlida es un antagonista de la Serotonina. La débil at:lividud de la
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partendlida a receptores 5-HTaa sugiere que otros receptores puecden - ser iguqi ‘o 'mas
importantes que los receptores 5-HTza. Se sabe que los receptores 5-HTa no sonel blanco
principal de la partendlida. La actividad de 7. parthenium puede estar )dada'/p'or/' otros -
compuestos ademais de la partendlida, los cuales pueden tener actividad bpox'- muiltiples

mecanismos. De estos compuestos, la partendlida ‘puede jugar un. rol mediando

parcialmente mecanismos basados en receptores 5-HTza.

Se realizd ln evalua ién. iclorometdnicos de 7. parthenium y del

compuesto pancnéhdu en Ia esnmulacuén de’receptores 5-HTap y 5-HTaa. Se mididé la

respuesta lsomclnca en’ f‘ondo géstrlco e |Icon de rata, también sc evalué el extracto

degradado lérmlcamcnte a 60 "C y 75 % de humedad. Los resultados obtenidos muestran
que la partendlida antagoniza no compelmvnmemc los efectos de la d-fenfluramina pero no
asi los receptores S-HTap y :5-HT24 en fondo géstrico e ileon de rata. Por el comrari& el
extracto diclorometdnico si presenta este efecto antagonista. Los extractos de f’parlheniu'rn

degradados muestran una disminucién en su actividad antiserotonérgica (Mittra, 2000).

2.2.34. Inhibicién de la comraccnén en amllos denorta

El extracto cloroférmico de ho_jas frescas de T. partlwmum mhlbe Ias contraccnones

inducidas por la fenilefrina, Serolonma, lromboxano U466! 9y angl tensma ll en anlllos

aparentemente también dnﬂa Iu cnpacldad de la aceulcolma para mductr lns rela_;acuones

dependientes del endotelio. Estos rest'ltados son similares a los obtenidos por preparaciones
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de a-metilenbutirolactona’'y la partenélida, obtenidas de los extractos de 7% parthenium

(Barsby et al.. 1992).

Sec compararon los extractos cloroférmicos de productos comercmlcs dc lns hojas

secas de 7. parthenium con extractos de plantas frescas. Los dos exlrac(os
radicalmente en su contenido de a-metilbutirolactonas y en su perﬂl farmacoléglco cunndo

es evaluado in vitro en anillos de aorta de concjo y prcpnmcuones ‘de anoco cig nus dc ratn. :

Los extractos de las hojas frescas causan una inhibicién depcndxeme de la dosus y el !lcmpo

a la respuesta contrdctil por agonistas como la I‘cmlcfrma. la anglotcnsma Il y la Serotomna.

Los extractos cloroférmicos del polvo de planta secn no presenta este’ efecto, estos mismos

no contienen partendlida ni butirolactonas (Barsby er al.;

E!l extracto cloroférmico de las hojns frescas'de' T.”parlhenium rcduce la inactivacién

de la corriente de potasio dependleme del voltaJe a concentmcxoncs mhnbltorlus (Clso) de 56

Hg/mL. Se tiene un bloqueo completo de lla corriente ‘siise ncrcmem.a ta concentracién a

I mg/mL, En . células . de ancria‘de‘cbn'ej educe: la ‘corriente de potasio

dependiente del voltaje, pero no tieneﬁe'fecto orriente dep:hdiente del calcio. Estos

resultados sugieren que el extracto cloroférmico de.7: parthenium contiene un sustancia no

conocida capaz de ser selectiva en el bloqueo de canales de potasio dependientes del voltaje

(Barsby er al., 1993).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La migraiia es una enfermedad que padece del 10 al 20 % de la poblacién mundial
(Peroutka, 2001), afectando principalmente a personas jovenes. El tmtamicmb térnpéutico
de esta enfermedad incluye una seric de farmacos, asi como algunas plantas medicinales,
cntre las cuales se encuentra Zunacetum parthenium conocida cominmente en‘México

como Santa Maria.
La Serotonina, también llamada  S-Hidroxitriptamina (S-HT), - es: 'una de : las

substancias qufmicas que esta a ln vanguardia en la investigacién de:la mlgraﬁa (Peroutka.

2001 y Blau, 1992). Los e‘(lractos de dlcloromelnno de la planta f‘resca de orlgen europco

se han evaluados in vitro en nnlllos de aorta de conejo, presenmndo nctwndad |nh|bnorla a

la contraccién inducida por. Sero(onmn (Barsby et al., 1993) La panenéllda es'a qulen se
: all er al.. 1992)

atribuye prmc:palmente la nctwndad terapéutica de esta planta (Hepll
“al.; 19705’ Mezqulta, 2000)

Estudios reallzados en 7'. parlhemum mexncnna (Rorno;r.f

demuestran que no conuene este compuesto “sin“embargo,/ acuvndad como

vasorclajante en anlllos dc aorta de raln

Por lo antenor, es que en el presente trabr.u

extracto de Tanar:elum parlhemum mexncann, par

confieren la acnv:dad mhlbnorm a las contraccxone ducidas por Serotomnu ‘en aorta de

rata.
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4. HIPOTESIS

Debido a que Zunacetum parthenim mexicana no presenta partendlida. principal
compuesto al que se le adjudica la actividad terapéutica contra la migrafia, deben existir cn

esta especie otro(s) éompuestos(s) que le confieran dicha actividad farmacolégica.
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OBJETIVOS

5. OBJETIVOS

GENERAL

Realizar el estudio biodirigido de Tanacerum parthenium mexicana para identificar el

o los compuestos responsables de la actividad inhibitoria de las contracciones inducidas por

Scrotonina en aorta de rata.
ESPECIFICOS

Comprobar que:Tanacetum. parthenium mexicana presenta actividad biolégica atn
cuando no contiene partendlida.

Evaluar la actividad inhibitoria a las contracciones inducidas por Serotonina en aorta

de rata, de los extractos de diclorometano de la planta fresca, seca y aceite esencial.

Realizar el fraccionamicnto biodirigido de las fracciones mas activas del extracto de

la planta fresca.

Identificar el tibo de comﬁueslos responsables de la actividad biolégica.

CoN
FALLA DE URIGEN
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. MATERIAL VEGETAL

: Sonom (Méuco D.F.)

Tanacetum parthenium mexicana fue adquirida en el Mert:a'
en tcbrero del 2001 con un colector del Estado de Pucbln‘ La 7| ‘u cncxén taxonomlcn la
realizé la maestra Abigail Aguilar del Herbarxo Medlcmal del IMSS deposnnndo una
rmuestra de referencia que se registro con el numero 1362” E P

La planta fresca se utilizé recién adqumda para preparar el exlmcto con. CH-»Cls

obtener el aceite esencial. Para el extracto dec CH-CI» de la planla secn. se. deJo secar la

planta a la sombra a temperatura ambiente durante | mes. Lus pnrtes uéreas de la plantn

i olyenle se obtuvxeron 55y52g

En la Fig. I3 s rama’; gcncral de ia obtencién de los cxtractos de

diclorometano de ln plamu frescn de la planta seca A del ucente esencial.
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P

! .
Tanacctum parthenim
Parte adrea

e B

B Planta seca
Planta fresca
| gar Some fesse J C;;,:ﬁ_ﬂ'

I

— e i e e e
Extracto CH;Clz Aceite esencial Extracto C'H,CI,
5.5g 1. 528
N e et e . s e e e e i 2 e

Figura 13. Diagrama general para la obtencidn de los extractos de Tanacetun parthenitum.

6.3. FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EXTRACTO DE CH:Cl2 DE LA

PLANTA FRESCA

El fraccionamiento se Eealizé siguiendo la actividad dé las f‘mcciones, para lo cual se
selecciond cn cada c!apn, aquellns frnccuoncs que presentaron mayor ncuvndad como
inhibidores a las contrncclones mduc:dns por Serolonmu. SR

El fracclonnmucnto se. reahzo uullznndo cromnlograﬁa cn columna abierta con

Silicagel 60 (Merck),.  para lo cual se: preadsorblcron los cxlrnclos en silica gel en

proporcién 1:1. El fraccxonumlenlo se snguné por cromalograﬂa en capa fina, utilizando
como revelador sulfato cérlco amonmcul y cnlor. Prevuo a In reveluc:én se observaron las

placas con luz uitravioleta a una longitud de onda de 365 nam. El fraccionamiento completo

se muestra en la Fig. 14,

TESIS (W
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[ PLANTA FRESCA 5 kg '

J EXTRACCION CON CHCl;

{L:_: RcSid,u,lL_. _ J Exlrncl:jc.cl'lgcl:
4
l PERCOLACION
il
, Fexano:Diclorometano 1

f T 1 -
F-I_ﬁ . F- F-4 ‘ F-§

1:0 ( 0:1

15.1 g

‘e:lnlro de etilo:Metanol ’
F-5.6

2:1
olg

[

l Diclorom:lnno:ACE‘mlo'd ‘
s s

Mezcla de lactonas
sesquiterpénicas

fresca de T Las 'lineas de color mas intenso indican las
fracciones que presemuron mayor acuvudnd antagonista a las contracciones inducidas
por Serotonina. .
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6.4, OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

El aceite esbncinl se obtuvo: de las panes aéreas dc la plumn frcsén'(700 g), a través

én por armslre con vapor de agua Ll ncmpo de destulacnén fue de- 30

de una destilac

minutos.;Una.vez l a elle e encml (l 3 mL) se guardd en un vml de color ambar,

munléniéndolé en refriger: 6n_(FHEUM N 2001)

LA

IDENTIFICACION  DE

PARA

ldenuf‘cados en T parlhemmn de distinto origen.. Dicho anilisis se Ilevé a cubo a través de *

Crommogmﬁa de Gascs acoplndo a Espectrometria de Masas: CG- EM para Io cual se -

hasta alcanzar 300 "C. La !écmca uuhzada Fue de bu_,n resoluclén por. mpacto electrémco y

deteccion de iones posmvos :
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6.6. ENSAYO BIOLOGICO

6.6.1. Disecéién de la aorta tordcica y sistema de registro.

EI csllx‘dior sAc‘:x:jealizé en ratas Wistar macho de 250-300 g de peso. Los animales sc
sacrificaron - por sobredosis de anestesia con éter etilico, posteriormente " se realizé la
disecciéﬁ‘ de Ia :iqna tordcica, limpiandola de grasa y tejido conectivo. Se cortaron 8 anillos
de 2'mm’ de largo aproximadamente, los cuales se incubaron en camaras verticales para
tejidos aislados conteniendo solucién Krebs con composicién mM de NaCl 117; KCl1 4.7;
CaClx 2.5; MgSOy 1.2; NaHCO; 24.8; KH;PQ., 1.2 y glucosa 11.1. Los anillos de aorta

(AA) se mantuvieron durante toda’la evaluacién a una temperatura de: 37 + | °C con

burbujeo conli'nuo‘chS% Oa va“’/uA:’ CO;‘_(gas ;ixx;bégcno). B

Bajo estas condiciones, los AA se’ etaron ‘con ganchos de alambre Nncromcl Num

25, al fondo de:la cdmara:y el otro extremo al trnnsductor de dcsplazamuenlo dc fuerza‘

FTO03, el cual estd
utos se renhzé uutomnucamemc por medxo del programa

La adquisicién d

A fue de 3 r de;andolqs

Acknowledge (B p ck, o‘ USA) La tcnsxén mlcnal pam los

estabilizar por un pertodo de 30 mlnulos. :
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Antes de realizar la evaluacién de los extractos., los AA: se - estimularon con

noradrenalina (Bitartrato de (-)-Arterenol, Sigma Co.) a una concentracion de 1x10°® M,

tres veces a intervalos de 30 minutos, Después de cada estimulacion’se; lavaron tres veccs

con solucion de Krcbé.

indicadas.

De los ochos AA que se lu\{ieroh en’'cada experimento, uno o dos de ellos se tuvieron

como control. La solucién,c‘oﬁl’rol,sve' prepard adicionando’ la misma cantidad de Tween 80

para alcanzar la misma concentracién que se adicion6 en la sustancia de prueba.

40
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6.6.3. Actividad inhibitoria a las contracciones inducidas por Serotonina

Se determind realizando curvas concentracidon-respuesta acumulativas de Sei-otéhina
a concentraciones de 1x107, 3x107, Ix10%, 3x10°, 1x10° y 3x10° M adicionadas ¢n cste
orden. Primero se realizé una curva acumulativa de Scrotonina sin que los AA ‘l1a§éxn sido

incubados con extracto, para tomarla como referencia y asi calcular ‘el porcentaje. de

inhibicién a la contracciones. Después de lavar el tejido por tres veces con solucién Krebs,
el tcjido se dejé reposar durante 30 minutos. Posteriormente s¢ incubaron los anillos de
aorta durante 10 minutos con los extractos de prueba, después de este periodo se volvieron

a contraer los AA con Serotonina a las concentraciones evaluadas inicialmente.

Las concentraciones evaluadas de los extractos fueron de 50, 75,

pg/mL, preparadas de manera similar a las descritas anteriormente.

Para evaluar la reversibilidad de Ja actividad del aceite esencial como inhibidor a'las

experimento de vasorelajacién, también se corrieron preparaciones de A A controles en cada

experimento, los cuales se trataron con el vehiculo.
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7. RESULTADOS

7.1. CROMATOGRAMAS DE LOS EXTRACTOS DE CHa2Cl: DE LA PLANTA SECA

rRESCA Y. PART!:NéuDA
La partenolldn (m/z 248) no se encontré en los extractos obtenidos de Ia planta fresca ni

en la obtcmdn de ln planta seca como se muestra en los cromatogramas de gases, Flg. 1S5y 16.

Pariendlida

tow 1 208 wuwC

Figura 15. Cromatograma de gases de la partendlida, TR 24.65 min. (1), Espectro

42 TF’": CO¥
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Figura 16. Cromatograma de gases del extracto CH2Cla de la planta fresca (l),
cxtracto de la planta seca (2), bajo las mismas condncnones experlmentales g

7.2. ACTIVIDAD VASORELAJANTE DE ~LOS EX'r_RACTpS DEi CH:Cl2' A

NORADRENALINA -

L.os extractos obtenidos de la plant: frescn prodUJeron una vasorelajacxén en. los anillos

de aorta comrni’dds con'n

ot FEAT
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FALLA DE ORIGEN




RESULTADOS

Figura 17. Efecto vasorelajante de los extractos de CHaCly a la contraccién
inducida por noradrenalina Planta fresca 84 % (A), Planta seca 42 % (B). Aceite
esencial 0 % (C) y Control 0 %(D). A concentraciones de 50 (1), 100 (2)y 200 (3)
ue/ml. de extractos de nrueba.
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7.3. ACTIVIDAD INHIBITORIA A LAS CONTRACCIONES INDUCIDAS POR

SEROTONINA
7.3.1. Estabilidad de la preparacién

Para determinar la estabilidad [a preparacién se realizaron dos curvas i:oncentracién-

respuesta de Scrotonina, esp'\c:ados cada uno por 30 minutos, tiempo utllundo pam realuzur ia

evaluacion de los extractos.  La prepamclén fuc  establc: y Ins curvas rueron tomlmcntc

reproducibles en la nusmn prepnmmén.:bn_]o lns condvuones expenmenlules en Ias que se

trabajé. (Fig. 18).

Porcienta de respuesta méxima
Contraccion

s _6'_,‘ Tl T
Serotonlna (-Log MDD

Figura 18. Curva Concentmclén-Respuestu pnra evaluar :la estabilidad ‘de " la

preparacién. Actividad vasoconstrictora’ de'la Serotonina a tiempo O (® ), a los 30

minutos (V) después de haber  realizado la primera curva. Los resultados son el
promedio - EEM de |8 repeticiones.
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7.3.2. Efecto antagonista de los extractos obtenidos de la planta fresca, la planta seca y
aceite esencial, sobre las contracciones inducidas por Serotonina

En cuda experimento s¢ consideré una o dos prucbas control, demostrindose que este no

influia en la resplie'sylrn:“del» tejido; (Fig. 19).

o
-
!
>
—Y
N

prucbas conlrol
lxlO" y.(6) 3x|o"

Figura 19. Curvas concemmmén-respuesta acumulativas de Serotonm
concentraciones de~ (1) 1x107%; (2) 3x107, (3) 1x10%, (4) 3x10 (S

(7) lavado."A. Tlempo 0, B. A los 30 minutos.

presentaron ‘una

El aceite esencml y la planta fresca de T
va dependtente de la concemmcnén. a las con!mccnones inducidas por

inhibicién no compet ]

Serotonina. La plama seca no presenté este efecto. (Flg. 20, 2! Yy 22).
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Figura 20. Curva Concentracién-Respuesta contractil provocada por

Serotonina (1x10° M). En ausencia (®) y en presencia del extracto de CHaCla
de la planta fresca a concentraciones de 50 (V ), 75 (m), 100 (0). 150 (A) ¥

200 (O) pg/ml. Los resultados son el promedio + EEM de 6 repeticiones.
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Figura 21. Curva Concentracién-Respuesta contrdctil provocada por Serotonina
(1x10° M). En ausencia (®) y en presencia del extracto de CHxCl2 de la planta seca a

concentraciones de 50 (V ),100 (@) y 200 (0) npg/mL. Los resultados son el promedio
+EEMde 6 repetiqiones.
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120 -~
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E 100 -
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g
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Figura 22. Curva Concentracion-Respuesta contrictil provocada por Serotonina
(1x10™® M). En ausencia (®) y en presencia del Aceite Esencial a concentraciones de
50 (V ), 75 (m), 100 (0), 150 (A) y 200 (O) ug/mL. Los resultados son el promedio
+ EEM de 6 repeticiones.
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RESULTADOS

El aceite esencial y la planta fresca son mas potentes que la planta seca para inhibir las
contracciones inducidas por Serotonina. Esto sugicre que parte de la actividad de la Santa

Maria esta en los compuestos que constituyen el aceite esencial. (Figura 23)

120 4

Porciento de efecto maximo

Y T —
o 50 100 150 200 250

[kg/mL]

Figura 23. Curva Concentracion-respuesta del efecto inhibitorio del Aceite esencial @
(Clso=125 pg/mL), Planta fresca V (Clsp=130 pg/mL), y Planta seca (®) a la respuesta
contrictil inducida por Serotonina (3x10°® M).Los resultados son el promedio + EEM de
6 repeticiones.
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7.3.3.Efecto antagonistia reversible del Acutc csencml

El aceite esencial presen(o un efecto anmgonlsta reversnble (Fq,. 24). es demr cuando el

tejido fuc lavado y nuevamente COnlraldO con’ Serotonlna dcspués de hnbcr Jint

ndnca que el ncene'

contracciones, dsie vuelve a contraer en 1

mlsmu ‘magnnud lo cun

esencial no dafa el tejido. Lo nntenor no sucede con el extracto de dlcloromctano dc In planta

fresca ya que este provoca una pc..rdldn rogresnvn ‘del tono ‘en anillos de nonu precontraldos.

marcando una diferencia entre el Acelle escnc-al y'el exlracto de CHsCh de planta. fresca El

efecto irreversible del extracto. de Tanacelum parrhcnium lo habfn seﬁnlndo prev:ameme

Barsby y col. (1992).

120

Porciento de Respuesta Maxima
Conlraccion
3

las. ‘contracciones inducidas por

Figura 24. Curva Concentracidon-Respuestade::
en presencia del Accite esencial a

Serotonina. Antes de aplicar el Aceite esencial:(e),
una concentracién de 130 pg/mL (V) y 30. min. después de haber aplicado el Accite
esencial (m). Los resultados son el promedio + EEM de 6 repeticiones.
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7.4. ACTIVIDAD INHIBITORIA A LA SEROTONINA DE LAS FRACCIONES DEL
EXTRACTO DE CH:zCl: DE PLANTA FRESCA
7.4.1. Fraccionamiento biodirigido
En la figura 14 se presenta al extracto de diclorometano las lineas de color mz‘ls iﬁ:enso

indican las fracciones que tuvxcron mnyor actividad mhlbxtorm de las contracciones mducldns

por Serotonina (3\]0" M)

7.4.2, Actividad amagomsm a Ias comraccnones |nduc1dus por Serotonma y compuestos

de las fracciones prlmarlas y secundaruas’

1as fracciones primarias y secundarias del extracto de

Se evalué el el‘eclo lnhlbnorl

carioftieno, el cariofileno’y los ésteres espi

que no se identificaron.

s con’ nones moleculures a

En la fraccion F-4 se enconlraron pr

m/z 248. Los espectros de masas de estos compues son dlferenles alos de los compuestos

ya reportados con iones moleculures m/z 248 mcluyendo la pnnenéhdn.

En la fraceién F-5 se encontraron una mezcla de compuestos con ion molecular de 278

m/z y un compuesto mayoritario con ion molecular de 238 m/z.
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100 - 91.1
o 80 4
‘=
(=]
° 56.1
@ 60 o ; 48.1
172)
Lo
[4+]
p 40 -
5 21.6
=2 T
: 20
£ +
3 1.4 52
= o
.20 -‘ Control  F-1 F-2 E3 Fa F-5

Figura 25, Inhibicién a la respuesta contrictil inducida por Serotonina (3x10°° M) por
las fracciones primarias del extracto de CHaClz de 7 parthenium en anillos de aorta de
rata. Los resultados representan el promedio + EEMde 6 repeticiones, a una

concentracién de 200 pg/mL.
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La Fraccién mas activa F-5 se fraccioné obteniéndose las fracciones secundarias’
F-5.1 a F-5.6 (Fig. 26). Las fracciones que presentaron mayor actividad inhibitoria a-las
contracciones inducidas por Serotonina (3x10° M) fueron la F-5.2 y F-5.3. Los compuestos

mayoritarios de estas dos fracciones presentaron iones moleculares de m/z 238 'y m/z 278

respectivamente

100 1 g09 934

80 A

60 -

40 4
23.9
123 127

20 4

0.5 -11.9

% de Inhibicion a la Serotonina

-20 Control F-5.1 F-5.2 F-6.3 F-54 F-55 F.5.6

Figura 26. Inhibicién a la respuesta contrictil inducida por Serotonina (3x10°° M)
por las fracciones secundarias del extracto de diclorometano de 7. parthenium en
anillos de aorta de rata. Los r ltados repr 1 el promedioc + EEM de 6
repeticiones, a una concentracién de 200 pg/mlL.
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La actividad inhibitoria’de’ las contracciones inducidas por Serotonina por el extracto

de diclorometano de 7. parthenium seé debe a un sinergismo entre los diferentes compuestos

b 2) d:smmuye Onicamente la mitad en comparacién

polares (Fig.27). . .

Potencia
Extracto/ Fraccion CIS0 (ug/mL)
relativa
Extracto de Planta fresca 150 !
F-5 75 0.5
Fs2 86.4 0.576
F-5.3 95.5 0.636

Tabla 2. Concentraciones inhibitorias S0 (Clsp) de las fracciones
activas en el fraccionamiento biodirigido del extracto de CH2Cla
de planta fresca. Potencia relativa respecto al extracto de la
planta fresca.
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100

a0

40

Porciento de Respuesta Maxima
8

201.

[+ 50 100 150 200 2290
[ug/mL)

Figura 27. Compnracuin del efecto inhibitorio de las conlruccwnes mducndns
por Serotonina (3x107° M) del extracto de la planta fresca @ ' (Clso=150
ng/mL), de la fraccién F-5 V (Clso=75 pg/mL), de la’ frncc:én F-52. =
(Cls50=86.4 ng/mL), y de la fraccién F-5.3 ¢ (Clso—955 p.glmL). Los
resultados son el promcdno + EEM de 6 repetnclones .

7.5. CROMATOGRAMA DE GASES Y ESPECTRO DE MASAS DE LAS

FRACCIONES ACTIVAS F-S 2 Y F~5 3

En el Crommogfaina de G.as‘es_devlla‘ f‘ra}:cibn F 5.2 (Fig. 28) se observa un compuesto
mayoritario y el e‘épr'c‘ctvn‘-bv dé,ﬁ;sﬁs dei compuesto mayoritario. De esta fraccién se realizé un
nuevo fmccionnn&iéﬁlqivébleniéndose la fracciéon F-5.22.

El patrén deblfes;‘)écn’-o de‘ masas de la fraccién F-5.22 no corresponde a los reportados

para compuestos identificados en 7. parthenium de distinto origen, incluyendo la partenélida

r—wwr'{l:\ r:‘{')':\j
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Figura 28. Cromatograma de Gases de la fraccién F-5.2 (1) y el Especlfo de masas del ﬁico correspondiente
al compuestos mavoritario. a un TR de 19.08 min. (2), ‘
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Figura 29, Cromatograma de Gases de la fraccidn F-5.22 (1) y ¢ Espectro de masas del pico correspondiente
al compuestos mavoritario. a un TR de 8.73 min, (2),
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RESULTADOS

Por CG-EM se nnnlizér la - fraccién ' F-5.3 (Fig. 30), encontrando una mezcla de

compueslos con lon molccular dc m/z 278 y unoa m/z 280. Considerando los compuestos quc

se han ndcnul‘cudo en cslu espe

de mro ongen, los iones moleculares se ajustan. a las

formulas molcculares C.sHmOs y C,sH 05 corrcspondlcmcs a lactonas sesquncrpemcas.
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Figura 30. Cromatograma de ;Gz;s‘és de la fraccién F-5.3 (1) y los Espectros de masas
de los picos correspondientes a los compuestos mayoritarios, a un TR 22.86 y 24.54

min. respectivamente(2).
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7.6. COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DE Tanacetim parthenitim

Por CG-EM se identificaron en el Accite esencial (Fig. 31) compuestos tales como el
alcanfor, el p-cimeno, el a-terpineno, el terpineol-4, el B-farneseno, la ocimenona, el 6xido de
cariofileno, el cariofileno 'y los esteres espirocetalicos. Estos compuestos ya han sido
identificados en ¥ paﬁhenium de otr§ origen y los espectros obtenidos corresponden a los

descrito en la literatura. Fig. ‘(32-36).

2l | & 4 =

;2 Tempse ol coripfiepe

7 i 8 M 9
o Terpinend .
0.96%" %( :

? éjon i BF?{SSSS/:N? . 'léx‘dozdjf-%i"m""" Eteres espirocetalicos

I
wwn | b s
a2 9
“ﬂ‘ __Jﬁ_—.fh‘.ﬁu N CEARR SR - A
.

& w12 14 e e 20 22 24

Figura 31. Cromatograma de Gases por IE del Aceite esencial de 7. parthenium
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El principal compueslo del ucenc escncml de T parthenium es ¢l alcanfor (61.28 %) y el

a-terpineno se evnluaron como xnhlbxdorcs a las contracciones inducidas por Serotonina, sin

embargo, . no mostraron acuv:dnd n 200 ug/mL. Lo "anterior sugicre que son otros los

compuestos que llenen lu ncuvndad
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ANALISIS DE RESULTADOS

8. ANALISIS DE RESULTADOS

La partendlida no se encontréd en los extractos de duclorometano de ln pluma fresca Y.

seca (Fig. 1S y 16). El pico base del Cromatograma (seﬂnl mayo que lo n l valor del lOO

%) de la partenélida, se encuentra a un tiempo de reten

compuesto con ion molccular de m/z 248 corresponde a; un’ compucsto con un pmrén de

fragmentacién distinto de la partenélida.

La ausencia de partendlida confirma los fesultados obtenidos por Romo er al., 1965
y 1970. Lo anterior hace .suponer Vqt:le_hay‘olrvds compuestos activos en 7. parthenium

mexicana.

Antes de mlcmr la evaluucnon de los extractos, fracciones y del acelte ‘esencial se

comprobé que el tejldo fuera eslable a Ias condxcxones expenmenmles en que se llevaron a

cabo las evaluaciones. Los resultndos obienidos demuestmn que el te_)ldo es estuble a las

condiciones experlmenmles en que S levaron:a cabo las evaluncnones (Fig. 17). Lo

anterior indica que la disminucién’ ‘en la”fuerza de contracclén al contraer el tejido con

Serotonina en presencia de los extractos no era debida a la pérdida de tono por agotamiento
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ANALISIS DE RESULTADOS

del tejido. Durante cada expcnmemo se tomaron uno o dos tejidos como conlrol nl cual se

les adlcxonaba el vehiculo sin ex(racto. obteméndose los mismos resulmdos (F'

18).” :

Ln planm frc ca presenlé una : mhublcléﬂ-ﬂO'éompe

concemracuén B las conlraccx

ncs mduczdns por Serotonmn (Fi

en anillos de aorta prcconlrafdos con la fenllefrma 5- hldmxltrlptammﬂ. tromboxano U466| B

9, y angiotensina Il.
La Clso del aceite esencial fue de 125 pg/ml.’y a de ia plnnta frescn de l30 pg/mL

indicando que prdicticamente tienen ln mlsma potenc:a. La planm seca sélo presemé una

disminucién del 18.56 % de la fuerza de contrncclén a una concentraclén de 200 pg/mi.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Del fraccionamiento biodirigido del extracto de diclorometano dc {a plama f'rcsca se

obtuvieron tmclalmenlc cinco fracciones (F-1 a F-5). Las fracciones F—2 y F-3 presentaronn
n de: 200 ug/mL' -

una mh:bncnén dcl 56.1y 21 .6 % respectivamente a una ccncenlra

terpineno, el. terpincol-4, el B-farneseno, la ocimenona,’

respectivamente’ a una concentracnén de 200 yg/mL. ;
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ANALISIS DE RESULTADOS

Al evaluar el efecto inhibitorio del extracto de diclorometano de la planta fresca, de
ia fraccién F-5, F-5.2 y de la F-5.3, sc observa claramente que la actividad antagonista de la
planta fresca se debe.a un sinergismo entre diferentes compuestos y no'a 'un: solo

compuesto, ya que la Clso no disminuyc significativamente (Fig. 27).

Despué§ de fraccionar la fraccién F-5.2 se obtuvo la fraccion F-S.éi coﬁ apx;ri‘encia
acenosn de color verde oscuro. En el cromatograma se vuelve a observar una mezcln de
compuestos, de’ los cuales el compucslo mayoritario estd presente en mis de un 95 %. El
espectro de masas de éste compuesto muestra un ion moleculur de m/z 238. El patrén de
fmgmentaci}én qu:_presentu este compuesto no ha sido dgscrito para Ios'compuestos ya
identificados de T parthenium de oo origen (Knight, 1995; Bohlman y Zdero, 1982). Lo

anterjor sugiere que este compuesto’es navedoso, sin embargo atin con los espectros 'de

RMN de hidrégeno no fue posible:hasta’ahora identificarlo, debido entre otras ;6sas ala

pequefia cantidad en la que se'encuentra ¥ a que no se logré purificar dado que se trala de

una mezcla de compuestos.

La fraccion F-5.3: present ie dmphesxosco’mo 'se ébserva en- su

Cromatograma (Fig. 30). 'EnA los espectros e:m sas_de estos compuestos v considerando

los compuestos que se hnn xden ficado:en T P rlhemum:de otro orlgen (Knlght. 1995;

Bohlman y Zdero, 1982), estos compuestos se ajustan a. lns formulas moleculnres CsH 1305

y CisH200s corrcspondlentes a lncxona sesquuerpémcns m/z 278.
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maron en: el ncenc esencm dc 72 .parllmmum nueve

Por CG-EM .. se iden

colnpucslos. los cunlcs yn hnbn’nn sxdo prevmmeme rcponados (Knlght I995 Bohlman y

Zdero, 1 982' Hendnk

El prmcupal compuesto del aceite esencial fue elialcanfor (61:28. %) este compuesto

Por otro' a
partendlida pcro p senta. e mlsmo efcclo de otros T. parthenium que crecen en otras
latitudes y que l| nen pnnenohdn, es lmponnme, ya que desde el punto de vista comercial

cstos resultados mdlcnn que el T parthenium mexicana se puede utilizar como materia
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prima para claborar: fitomedicamentos cuyo principio activo puede’ claborarse con’ el
extracto obtenido de la planta fresca sin que necesariamente corresponda - y cumpla con la
monografia para el 7. parthenizm . que. aparece en la USP XXV, y en su lugar: debe

considerarse In monografia del 70 parihenium que aparece en la FHEUM (lra'ed.) parael 7

parthenium mexicano (Santa Maria).

Queda abierta la investigacion para identificar los sesquiterpenos que se encuentran
en las fracciones activas y de esta manera identificar al o a los compuestos responsables de

la actividad terapéutica de 7. parthenium mexicana.
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9. CONCLUSIONES Y PROPUESTAS

De los resultados obtenidos se desprenden las siguicntes conclusiones:

e Se demostré que el extracto de diclorometano de la planta fresca y el aceite esencial
de Tanacetum. parthenium mexicana, inhibe -las . contracciones inducidas’ por
Serotonina siendo de tipo no competitivo y dependiente de la concenlracién.‘

e Con el fraccuonamlemo biodirigido del extmclo de dlclorometnno de la plantu fresca

se obtuvxeron dos frnccmnes actwns, una de ellas rica en lac(onas sesq erpénlcas

que no connenen panenéhda.;l.a otra fraccién llevé a un compueslo que aunque no

fue |dent| ncado completnmeme su ion no corresponde alos compuestos descnlos en

T. parrllemum de otro origen.

e Se ldennﬁcaron ueve compuestos del aceite esencial," los cunles ya habian sido

e La actividad dé Tunacetun ‘part hemnm mexncnnn pucde ser debida a los aceites

esenciales ‘que contie a otras lactonas sesqunerpemcas no reportadas diferentes a

la pnnenéllda, oaam os tipos. de compuestos.
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Propuestas:

ldcnurcar los compuestos mayoritarios de la f’racclén F-5 evalimr su actiVidad.

Evaluar la actividad bioldgica de los compucslos que constlluyen eI acene esencml

de Tanacetum parthenium mexicana.

Identificar los compuestos presentes en las fraccione F-2 y F-4, ya que también

contienen compuestos que poseen nctividnd o

Evaluar el extracto de diclorometano de la plamn fresca, secn, ucene esencml y sus

compuestos activos identificados con otros ngomstas tales como la noradrenallna.

la angiotensina I1, etc., para investigar el mecamsmo de accnén de estos compuestos

activos.
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