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“No es posible que los problemas del mundo
sean resueltos por escépticos y pesimistas, cuyos

horizontes estdan limitados por las obvias realidades.

Necesitamos hombres que puedan sofiar en
cosas que nunca hayan sucedido y se prequnten. ..

¢Por qué no?”

Spencer W Kimball
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RESUMEN
Como parte de un estudio de plantas medicinales como fuentes de
agentes antibacterianos, antivirales, antisecretores y antiespasmadicos,
en el presente trabajo de tesis se describe la evaluacion del potencial
antiespasmodico de 29 extractos de diversas plantas, utilizadas en la
medicina tradicional mexicana, colectadas en diversas regiones de

México.

La seleccion de las plantas objeto de estudio se realizd con base
en un criterio etnomédico. Posteriormente, se determino el efecto de los
extractos para inhibir las contracciones inducidas por los espasmdégenos:
carbacol, cloruro de bario, histamina y serotonina, sobre la contraccion
del ileon aislado de rata. Algunos extractos presentaron actividad
relajante, otros presentaron actividad contractil sequida de relajacion y

en algunos casos no se modificaron las contracciones espontaneas.

En general todos los extractos de prueba mostraron actividad
antiespasmédica. De los cuales 10 presentaron efecto antagonista
superior al 50% sobre las contracciones inducidas por carbacol, 10 sobre
BaCl,, 27 sobre histamina y 22 sobre serotonina. Tres de ellos

presentaron mayor selectividad por histamina (C. ambrosoides (verde;
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Fig. A1-10), D. argentea (Fig. A1-15) y S. villosa) y 3 por serotonina (A.

sativum, G. mexicanum (raiz) y M. recutita).

El extracto mas activo fue el Zanthoxylum liebmannianum, el cual
presentd actividad antiespasmddica inespecifica y un antagonismo no
competitivo hacia los receptores muscarinicos, histaminérgicos vy
serotoninérgicos, lo que sugiere que posiblemente interfiere
directamente sobre la actividad de Ca?*, o sobre el flujo de éste en el
citoplasma celular o interfiere con algun proceso asociado con el flujo de
Ca’* en la célula muscular lisa, necesario para llevar acabo la

contraccion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion
sustentan que los extractos de las plantas en estudio presentan
actividad antiespasmadica, justificando el uso tradicional de éstas como

agentes antiespasmodicos.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A

Ai

AC

Ae

AMPc
ANADEVA
ATP

B

Ca?-t
CaCl;
Clso
Co
CO;
DAG
DOI
EEM

E[l"lax

Fl

GMPc

Concentracion molar de agonista (A) que produce el
50% del efecto maximo sin antagonista.

Concentracién molar del agonista (A”) que produce el
50% del efecto maximo en presencia de un
antagonista (B').

Adenilato ciclasa

Partes aéreas

Adenosina monofosfato ciclico

Analisis de varianza

Trifosfato de adenosina

Epidermis del bulbo

Concentracién molar del antagonista.
Contraccién inicial

Grado centigrado

16n calcio

Cloruro de calcio

Concentracién inhibitoria 50

Corteza

Didxido de carbono

Diacilglicerol
1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)isopropilamina
Error estandar de la media

Efecto contractil maximo

Escarpio de fruto

Flores

Gramo

Guanosina monofosfato ciclico

Hojas
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5-HT Serotonina

1 Inhibicién

1P;3 1,4,5-trifosfato de inositol

IP4 1,3,4,5-tetrafosfato de inositol

K* I6n potasio

Kg Constante fundamental del antagonista
KClI Cloruro de potasio

KH;PO4 Fosfato de potasio

M Molar

MAO Monoaminooxidasa

pg/mL Microgramos por mililitro

mg/mL Miligramos por mililitro

MgS0O47H;0 Sulfato de magnesio heptahidratado
mL Mililitro

mM Milimolar

NaCl Cloruro de sodio

NaHCO; Bicarbonato de sodio

NANC No adrenérgico no colinérgica

NO Oxido nitrico

03 Oxigeno

8-OH-DPAT 8-hidroxi-(2-N,N-dipropilamino)-tetralina
pPAz Potencial antagonista

PG Proteina G

pH Potencial de hidrégeno

PIP; 4,5-bifosfato de fosfotidilinositol
PKC Proteincinasa C

PLC Fosfolipasa C

PR Potencia relativa
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R Raiz

Ra Rama

Ringer KH Ringer Krebs-Henseleit

RP Recuperacion parcial

S Semilla

SC Sin cambios aparentes

SII Sindrome de intestino irritable
SNC Sistema nervioso central
SNE Sistema nervioso entérico
SNP Sistema nervioso periférico
SP Sustancia P

VIP Polipeptido intestinal vasoactivo
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INTRODUCCION
El ser humano desde antes de su expansion por los continentes ha
estado ligado al uso de las plantas, éste las utilizd primero como
alimento y posteriormente al observar los fendmenos de consumo-
efecto llegd a aplicarlas con fines medicinales, por lo que el manejo de
plantas medicinales para curar desordenes es una practica legendaria en

la historia de la humanidad (Tanira et al., 1996).

En la actualidad, se continda el uso de preparados tradicionales
como medicamentos, principalmente en los paises en desarrollo, debido
a su accesibilidad econémica a dichos tratamientos. El uso de plantas
medicinales abarca una amplia gama de presentaciones, que incluyen

unglentos, tes, capsulas, tinturas, entre otras (Croom, 1995).

El sistema de medicina tradicional tiene un nimero importante de
terapias con el uso de plantas, sin embargo, en esta época moderna no
se cuenta con informacion cientifica suficiente que explique sus
propiedades terapéuticas y en consecuencia justifique el uso de las

mismas (Tanira et al., 1996).

Por tal motivo, ha existido un cambio en la direccion de la

investigacion y mercadeo de productos por parte de las empresas
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farmacéuticas y de ésta forma los productos derivados de plantas son
actualmente una fuente para descubrir nuevos agentes terapéuticos

(Devlin, 1995).

Dentro de los principales padecimientos se encuentran los
relacionados con el aparato digestivo, dichos trastornos van desde un
colico hasta aquellos que conducen a la muerte, si no se proporciona el

tratamiento adecuado.

Como parte de un estudio de plantas medicinales como fuentes de
agentes antibacterianos, antivirales, antisecretores y antiespasmadicos,
el presente trabajo de tesis describe la evaluacion del potencial
antiespasmodico de 29 extractos de diversas plantas medicinales, de los
cuales se selecciond el extracto de diclorometano del Z. /iebmannianum

por su mayor actividad para realizar un estudio farmacolégico mas

detallado.
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1. FUNDAMENTO TEORICO
1.1 Aparato digestivo

El aparato digestivo consta del tracto gastrointestinal y de los
organos glandulares asociados cuyas secreciones actian en él. Las
principales funciones del aparto digestivo son la digestion de los
productos alimenticios y la absorcion de las moléculas nutritivas al
torrente sanguineo. Una de las actividades mediante las cuales el

sistema gastrointestinal lleva acabo estas funciones es la motilidad.

La motilidad consiste en los movimientos gastrointestinales que
mezclan y hacen avanzar los contenidos y los impulsan a lo largo del

tubo digestivo.

La estructura del tracto gastrointestinal varia mucho de una region
a otra, aungque existen rasgos comunes en la organizacién general del
tejido. La figura 1-1 representa la estructura general en capas de la

pared del tubo digestivo.

La mucosa esta formada por el epitelio, la lamina propia y la
muscular de la mucosa. El epitelio es una capa Unica de células
especializadas que reviste la luz del tracto gastrointestinal. Su

naturaleza varia mucho de una parte a otra del tracto gastrointestinal.
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La lamina propia estd formada sobre todo por tejido conjuntivo los que
contiene coldgeno y fibrillas de elastina. Es rica en diversos tipos de
glandulas y posee ganglios linfaticos y capilares. La muscular de la
mucosa es la capa mas interna y delgada del musculo liso intestinal. Sus
contracciones provocan pliegues y crestas en la mucosa.

Serosa (tejido conjuntivo)

Musculo
longitudinal

Muscular
Mosculo circular | axterna
Gonglio linfatico
Vellosidad
Epitelio
Lamina propia Miicoia

(tejido conjuntivo)

Muscular mucosa

Plexo
mientérico Submucosa (tejido conjuntivo,
Plexo contiene la mayorio de los nervios
B Wi y vasos sanguineos importantes)

Glandula submucosa

Fig. 1-1 Organizacion general de las capas del tracto gastrointestinal (Tomado
de: Berne RM, Levy MN, 2001. Fisiologia. 32 ed. Harcourt, Barcelona).

La submucosa estd formada principalmente por tejido conjuntivo
laxo con colageno y fibrillas de elastina. En algunas regiones hay
glandulas submucosas. Los mayores troncos nerviosos y vasos

sanguineos de la pared intestinal se hallan en la submucosa.
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La mucosa externa se encuentra constituida de forma
caracteristica por dos capas principales de células musculares lisas: una
capa interna circular y otra externa longitudinal. Sus contracciones
mezclan y desplazan los contenidos de la luz, y los hacen avanzar a lo

largo del tracto gastrointestinal.

La pared del tubo digestivo contiene muchas neuronas. El plexo
submucoso (plexo de Meissner) es una densa pared de células nerviosas
situadas en la submucosa. El destacado plexo mientérico (plexo de
Auerbach) se localiza entre la capa circular y longitudinal del musculo
liso. Los plexos submucoso y mientérico, junto con el resto de neuronas
del tracto gastrointestinal, constituyen los plexos intraparietales o
sistema nervioso entérico, que constituyen a la integracion de las
actividades motoras y secretoras del aparato digestivo. Si se seccionan
los nervios simpaticos y parasimpaticos del intestino muchas de sus
actividades contintan, debido a que son procesos controlados por el

sistema nervioso entérico (Kutchai, 2001).

1.2 Neurotransmision en el tracto gastrointestinal
La regulacion nerviosa de la funcién gastrointestinal se caracteriza
por un elevado grado de autonomia. Aunque recibe la influencia del

sistema nervioso auténomo, presenta caracteristicas muy especiales que




Evaluacién de la actividad antiespasmédica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle)

la separan claramente de la regulacion en otros oOrganos. Estas
caracteristicas son a) la existencia de un Sistema Nervioso Entérico
(SNE) virtualmente independiente del control nervioso central; b) la
existencia de gran numero de neuronas intrinsecas; c¢) la enorme
diversidad de tipos neuronales y de neurotransmisores, especialmente
neuropéptidos, y d) la frecuencia con que una misma neurona contiene
dos o mas cotransmisores. De esta manera, este sistema controla la
motilidad, las secreciones exocrinas y endocrinas, y la microcirculacion
del tubo digestivo, e interviene en la regulacién de sus procesos

inmunologicos e inflamatorios.

El SNE mantiene una clara relacion y comunicacién con el Sistema
Nervioso Central (SNC) a través de las neuronas aferentes y eferentes
del sistema simpatico y parasimpatico. Asi pues, existe una parte del
SNC dedicado a regular y controlar la actividad del SNE, pero buena
parte de la actividad ordinaria del aparato digestivo es realizada bajo el

control casi exclusivo del SNE.

1.2.1 Organizacion funcional del sistema nervioso entérico
Las neuronas del SNE se agrupan en pequefos ganglios
conectados entre si por haces de fibras nerviosas que forman el plexo

mientérico de Auerbach y el submucoso de Meissner.
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El plexo mientérico se extiende a todo lo largo del intestino,
proporcionando inervacidon motora a las capas musculares longitudinal y
circular, e inervacion secretora a las células de la mucosa, pero también
emite sus proyecciones a los ganglios de la submucosa, a los ganglios
entéricos de la vesicula biliar y al pancreas, y a los ganglios simpaticos
que se encuentran también en la porcién del musculo estriado del
esofago donde inerva la placa motriz, valiéndose del oxido nitrico (NO)

como transmisor inhibidor.

El plexo submucoso presenta su maximo desarrollo en el intestino
delgado donde desempefia un papel importante en el control de la
secrecion. Ademas de inervar el epitelio glandular, las neuronas inervan
la muscularis mucosae, las células endocrinas intestinales y los vasos
de la submucosa. En la vesicula, conducto cistico y colédoco, y pancreas

existen también un plexo ganglionar similar al submucoso (Fig. 1-2).

En los ganglios se encuentran células fuertemente adheridas unas
a otras, los nervios y las terminaciones nerviosas aferentes, vy
abundantes células gliares que se asemejan a los astrocitos del SNC.
Las neuronas se han clasificado de diversas maneras, pero basicamente

se distinguen dos: las de tipo I, que poseen muchos procesos en forma
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de baston y una unica prolongacién larga y fija, y las de tipo II, que son

multipolares que presentan muchas y largas prolongaciones.

Ganglio Tracto fibroso
mientérico interganglionar
Musculo circular

Ganglio
submucoso

Mosculo
longitudinal

200 pm
—

Fig. 1-2 Neuronas entéricas de los plexos submucoso y mientérico en la pared
del tracto gastrointestinal. Los plexos estan formados por ganglios
interconectados mediante tractos de fibras (Tomado Jonson RL, 1987.
Physiology of the gastrointestinal tract, 22 ed. Ravren. NY).

Mucosa

Se han descrito mas de 20 neurotransmisores en el SNE: aminas,
aminoacidos, purinas, gases (NO) y péptidos. Con frecuencia dos o mas
se encuentran colocados en la misma neurona, pero solo se conoce con

certeza la funcion de unos pocos.

En el SNE se distinguen las neuronas aferentes intrinsecas, las

interneuronas y motoneuronas. Las aferentes forman un brazo sensorial
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de todo reflejo motor y secretor; son de tipo II y se encuentran tanto
en el plexo submucoso como en el mientérico. Presentan de manera
caracteristica una fase muy visible de posthiperpolarizacion que inhibe
toda posible ulterior excitacién. Todas ellas son de naturaleza
colinérgica, con o sin Sustancia P (SP). Las interneuronas se encuentran
entre la aferente primaria y la aferente motora o secretora; sus
proyecciones se dirigen arriba o abajo. Forma redes polisimpaticas a lo
largo del intestino, constituyendo la base de la propagacion de las ondas
peristalticas. Son diversos los neurotransmisores que pueden poseer,
pero no siempre se conoce su funcion fisiolégica. Las neuronas motoras
son de tipo I, de caracter excitador o inhibido. Las de caracter excitador
proyectan localmente al musculo circular, siendo sus principales
neurotransmisores la acetilcolina y la SP. Las inhibidoras del musculo
circular proyectan caudalmente y contiene al polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP) y NO. Por ultimo, el SNE contiene neuronas que
generan integralmente patrones motoricos que condicionan toda una

amplia variedad de actividades motoras (Florez y Espulgues, 1999).

1.2.2 Motilidad intestinal
La funcion de la motilidad gastrointestinal normal, o peristaltismo,
consiste en mezclar enteramente el contenido del tubo digestivo y en

propulsarlo en direccién ortégrada. La regulacion de la motilidad
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intestinal normal se encuentra bajo el control nervioso y hormonal

(Kutchai, 2001).

El reflejo peristaltico basico es el resultado de una serie de reflejos
locales, cada uno de los cuales consiste en una primera contraccion del
musculo intestinal por encima de un estimulo intraluminal, seguida de la
relajacion del musculo por debajo del estimulo. El estimulo de la mucosa
o la distension mecanica de la luz intestinal hace liberar 5-
hidroxitriptamina (5-HT), la cual dispara la actividad de neuronas
aferentes intrinsecas. Por encima del sitio donde esta el estimulo estas
neuronas activan a interneuronas colinérgicas, las cuales, a su vez,
estimulan a neuronas motoras excitadoras que poseen acetilcolina o SP,
provocando asi la contraccion de la capa de musculo circular que esta
por encima del estimulo. Simultdneamente, por debajo del sitio del
estimulo, las interneuronas colinérgicas descendentes activan neuronas
motoras inhibidoras que contienen NO, VIP o ATP y producen relajacion.
El resultado de estas fuerzas es la propulsion del contenido intestinal en
direccion ortograda; conforme el bolo avanza, desencadena reflejos

sucesivos (Fig. 1-3).
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Fig. 1-3 Secuencia de contracciones segmentarias en una porcion de intestino
delgado de gato. Las lineas 1 a 4 indican patrones sucesivos en el tiempo. Las
lineas discontinuas sefalan el lugar de aparicion de la siguiente contraccion.
Las flechas muestran la direccion de movimiento del quimo (Tomado de: Berne
RM, Levy MN, 2001. Fisiologia. 32 ed. Harcourt, Barcelona).

1.2.3 Mecanismo de control de la motilidad intestinal

La finalidad del sistema gastrointestinal es la digestion de los
alimentos y su absorcidn. Para hacer eso, el sistema gastrointestinal
tiene un sistema complejo de regulacion: nervioso (inervacion simpatica
y parasimpatica) y el SNE propio (neuronas colinérgicas y adrenérgicas).
Ademas, existen otros mediadores y neurotransmisores como la
serotonina, purina, péptidos, somatostatina y glandulas endocrinas que

liberan gastrina, paracrinas, histamina, entre otras.

= [T~
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Dentro de los receptores mas importantes en el estudio de la
motilidad intestinal se encuentran los receptores muscarinicos,
histaminérgicos, serotoninérgicos y, como resultado de los anteriores,

los canales de Ca®".

1.2.3.1 Acetilcolina. La acetilcolina es uno de los principales
neurotransmisores. Es sintetizado en el citoplasma neuronal a partir de
la colina y de la acetilcoenzima A mediante la accion de la enzima

colinoacetiltransferasa.

Los receptores colinérgicos se dividen en dos categorias:
muscarinicos y nicotinicos. Existen 5 subtipos de receptores
muscarinicos y son descritos en el cuadro 1-1 (Acholes y Pappano,

2001).

La funcion basica de los receptores muscarinicos es mediada por
interacciones con miembros de la familia de proteinas G. En el aparato
gastrointestinal la presencia de estos receptores promueve la actividad

motora y secretora en todo el aparato (Gonzdlez y Flérez, 1999).
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Cuadro 1-1 Subtipos de receptores muscarinicos.

Subtipo T Segundo Agonistas Antagonistas
de Bistribucion mensajero selectivos selectivos
receptor ) o
Ganglios AtreEiaa
M, auténomos y TIP3, DAG, TCa?* Oxotremorina e
Pirencepina
SNC =
: . Atropina
M. Corazen b ARG _ Tripitramina
Musculo liso y 2+ o Atropina
Ms gldndulas T1Ps, DAG, TCa B Darifenacina
Mg = _ = e Atropina
~Ms  SNC 1 1P;, DAG, TCa?*

Nota: AC, adenilato ciclasa; DAG, diacilglicerol; IP5, 1, 4,5-trifosfato de inositol.

1.2.3.2 Canales de calcio. El calcio presenta una importante
funcién preganglional en la liberacién de vesiculas por exocitosis, debido
a que durante la despolarizacion del axén terminal entra un flujo de
Ca’" al citoplasma del axén y promueve la fusion entre la membrana
exoplasmica y las vesiculas cercanas. Entonces, el contenido de la
vesiculas, incluyendo enzimas y otras proteinas, son descargadas en el

exterior y termina el proceso de exocitosis (Pazos, 1999).

Ademas, en el musculo liso, después de la activacion del fosfato
de inositol (1,4,5-trifosfato de inositol (IP3)), éste causa liberacion de
Ca’* intracelular del reticulo endoplasmaético, lo cual puede promover la

penetracion secundaria desde el espacio extracelular hasta el interior de
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la célula a través de los canales de Ca®* (Pazos, 1999), promoviendo la

contraccion del tejido muscular liso.

1.2.3.3 Histamina. La histamina fue sintetizada en 1907 vy

posteriormente aislada en tejidos de mamiferos.

Es formada de la descarboxilacién del aminoacido L-histidina,
catalizada por la enzima histidina descarboxilasa. Una vez formada la
histamina es almacenada o rapidamente inactivada principalmente por
la conversion a metilhistamina, catalizada por la imidazol-N-
metiltransferasa y entonces oxidada a acido metilimidazolacético,

catalizada por la diamina oxidasa.

La histamina presenta accién biolégica en combinacion de
receptores celulares localizados en la superficie de la membrana. Hay
tres tipos de receptores de histamina y por tiempo de caracterizacién

son designados como H;, Hy y H3 y son descritos en el cuadro 1-2

La histamina causa contracciones en el musculo liso intestinal, y
las contracciones inducidas en ileon son el modelo de bioensayo para
esta amina. La accion de la histamina es mediada por los receptores H;.

En humanos, la histamina tiene efectos insignificantes en el musculo liso

R 0 o
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de ojos y tracto genitourinario. Ademas, las mujeres embarazadas

sufren reacciones anafilacticas que conducen al aborto como

consecuencia de contracciones inducidas por histamina (Katzung vy

Julius, 2001).

Cuadro 1-2 Subtipos de receptores de histamina.

Subtipo Agonistas Antagonistas
I Segundo > :
de Distribucion : particularmente  particularmente
mensajero - :
receptor selectivos selectivos
Difenhidramina
Musculo liso, ; Escopolamina
H; endotelio y T 1P, DAG 2 (m ﬂ_uorofeml) Prometazina
histamina : :
cerebro Mepiramina
Triprolidina
Mucosa
gastrica, Dimaprit Cimetidina
H, musculo T AMPC Impromidina Ranitidina
cardiaco y Amdamina Tiotidina
cerebro.
Presindptico:
Cerebro, R Thioperamida
Plexo Acoplado a  metilhistamina P ?
Hsy : i - Yodofenpropit
mienterico y PG Imetit Clobenbropit
otras Immepip pEaR
neuronas.

Datos de Katzung BG, 2001. Basic & Clinical Pharmacology, 8th ed. McGraw Hill.
Nota: AMPc, adenosina monofosfato ciclico; DAG, diacilglicerol; 1P3, 1, 4, 5-trifosfato
de inositol; PG, proteina G.

1.2.3.4 Serotonina. La serotonina, también llamada 5-HT se
encuentra distribuida en toda la naturaleza y el reino animal. La 5-HT

fue sintetizada en 1951.
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Es biosintetizada del acido L-triptofano por hidroxilacién seguida
de una descarboxilacién. Después de sintetizada es almacenada o es
inactivada por oxidacion por la monoaminooxidasa (MAO; Katzung vy

Julius, 2001).

La serotonina es una sustancia extremadamente importante en el
tracto gastrointestinal y esta presente en las células cromafines de la
mucosa y neuronas del plexo mientérico, sus efectos son sobre la
secrecion y la actividad motora. Las terminaciones serotoninérgicas han
sido descritas en el plexo mientérico. La liberacion de 5-HT entérica
ocurre como respuesta a la presencia de acetilcolina, estimulacion de
nervios noradrenérgicos, incremento en la presién intraluminal vy

disminucién del pH (Gershon, 1991).

Existen 7 subtipos de receptores de 5-HT que se mencionan en el
cuadro 1-3, sin embargo, en el tracto gastrointestinal los subtipos 5-HT;

y 5-HT,4 parecen ser los mas importantes.

La serotonina causa contracciones en el musculo liso
gastrointestinal, incrementando el tono y el peristaltismo. Esta accidn es
causada por la accion directa de la serotonina en los receptores 5-HT;

estimulando las células ganglionares localizadas en el sistema nervioso

-16-
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entérico. La activacion de los receptores 5-HT, en éste sistema causa un

incremento en la liberacion de acetilcolina y promueve asi la motilidad

(Katzung y Julius, 2001).

Cuadro 1-3 Subtipos de receptores de serotonina.

Subtipo Localizacion Funcién Sefial Agonistas Antagonistas
. Nucleo de Raphe Inh. 8-OH-
5-HTia e hipocampo Autorec?ptor AC DPAT WAY 100135
: Ganglio basal y Inh. .
>HT18  sustancianigra  AUOTCPT ac
5-HTip Venas craneales Vaso;g:stng Inh. AC Sumatriptan ---
5-HTie Corteza cerebral Inh. AC
Corteza cerebral e
5-HT¢ hipocampo == Inh. AC
Plaquetas Agregacion
. . i Act. a-metil-5-HT  Ketanserina
5-HT,4 Mdsculo liso Contraccion pLC e LY53857
Excitacion
Corteza cerebral Fatrenal
B-i{Tay TONASRSIMEE eoipsedin ﬁf& a-metil-5-HT  LY53857
Plexo coroideo, Act
5-HT,;c hipocampo y --- PLC- a-metil-5-HT LY53857
sustancia negra.
Neuronas e Ligado
i Excitacion : Ondansetron
5-HT3; perifericas y a canal  2-metil-5-HT :
4rea postrema neuronal S Tropisetron
Hipocampo y S S
5-HT, tracto Eﬂ":ffocr:‘;f Té‘ Renzaprida  GR 113808
_____ gastrointestinal i =
5-HTsa Hipocampo Inh. AC e — e
5-HTsg --- = R de =
5-HTe  Striatum Act. AC
Hipotalamo e
5-HT7  intestino ek AG

Datos de Katzung BG, 2001. Basic & Clinical Pharmacology, 8th ed. McGraw Hill.
Nota: AC, adenilato ciclasa; DOI, 1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)isopropilamina; PLC,
fosfolipasa C; 8-OH-DPAT, 8-hidroxi-(2-N,N-dipropilamino)-tetralina.
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1.2.3.5 Mecanismo de accion de agonistas acoplados a
proteinas Gg,11. Se ha mencionado que el sistema regulador de la
motilidad intestinal presenta numerosos mediadores enddgenos de
naturaleza muy diversa, como la acetilcolina e histamina, que ejercen
sus acciones fisiologicas mediante sistemas de segundos mensajeros en
los que el complejo receptor-proteina G-sistema efector estimula el
metabolismo y el recambio de fosfoinositidos, unos fosfolipidos de
membrana que contienen inositol. La proteina G es una Gq y el sistema
efector es una fosfolipasa C (PLC), enzima que hidroliza el enlace éster-
fosfato de los fosfolipidos, en este caso, el fosfolipido sustrato es el 4,5-
bifosfato de fosfatidilinositol (PIP;) y los productos resultantes de la
hidrolisis en la membrana son el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y el
diacilglicerol (DAG; Fig. 1-4). Cada uno de ellos ejerce una funcidn
distinta como segundo mensajero. Existe la isozima y, de la PLC que es
activada por otro sistema receptorial, el de la tirosin-cinasa (Pazos,

1999).

Por su fuerte carga eléctrica, el IP; abandona la membrana celular
y emigra al citoplasma donde activa un receptor especifico situado en la
membrana del reticulo endopldsmico, receptor que funciona como canal
de Ca’" que se abre y permite la salida masiva de este i6n al

citoplasma, con lo que aumenta fuertemente su concentracion (Fig. 1-
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4). El Ca?* actuard entonces como tercer mensajero y ademds su
liberacion intracelular puede promover la penetracion secundaria desde
el espacio extracelular hasta el interior de la célula a través de los

canales de Ca’* (Pazos, 1999).

Fosfatidilinositol

4,5-difosfato Diacilglicerol

Fosfolipasa C Proteincinasa C

m m;n‘ﬁxii?ﬁii‘ﬁti'r;’;’ti‘q'i’*f‘*-;' " ! “ 'ﬁlili’tilil?ﬁl{‘i
WAAGHI B TRl A .

. &R o 1% I DN

Inositol -
1,4,5-trisfosfato

Reticulo
endoplasmico

Fig. 1-4 Via de transmision de sefiales activada por la hidrdlisis de los
fosfolipidos de inositol de la membrana plasmatica (Tomado de: Page CP et al.,
2003. Farmacologia integrada. Harcourt. Barcelona).

Esta liberacion intracelular promueve, secundariamente, la

penetracion de Ca’* desde el espacio extracelular hasta el intracelular a
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través de canales, pero la accién movilizadora del IP; es potenciada por
la existencia de su metabolito 1,3,4,5-tetrafosfato de inositol (IP4), e
incluso en algunas células la entrada posterior de Ca’* desde el exterior
solo se realiza si hay IPs. Pero a su vez, el IP4 no es activo si no es en
presencia de su precursor. Ambos pueden considerarse segundos

mensajeros con accién sinérgica en una misma direccién (Pazos, 1999).

El otro producto resultante que actia como segundo mensajero es
el DAG que permanece en la membrana, donde estimula la actividad de
la protein-cinasa C (PKC). La PKC representa a una familia de enzimas
fosforilantes activadas por ciertos lipidos de membrana. Algunas de sus
isoenzimas son dependientes de Ca’*. Antes de su activacion, la PKC se
encuentra en el citoplasma en forma inactiva, pero cuando aumenta la
concentracion intracelular de Ca®* por el efecto movilizados del IP3,
antes explicado, la PKC es transferida a la membrana celular. Alli es
activada al fijarse a los fosfolipidos, fijacién que es reforzada o
estimulada por el DAG, razon por la cual se le considera indispensable
para la plena activacion de la enzima. Hay pues, una accion sinérgica
entre IP3/Ca’" y DAG. La activacién de PKC termina por metabolismo del

IP3 y posterior resintesis de PIP, (Pazos, 1999).
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El DAG puede seguir varias rutas metabdlicas: a) fosforilacion para
convertirse en acido fosfatidico, el cual, si existe inositol, regenera el
fosfatidilinositol y cierra el ciclo de recambio de fosfodinositidos y b)
metabolizacidon de lipasas que, con frecuencia, dejan libre el &cido
araquidonico, importante precursor de los eicosanoides

(prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y lipoxinas; Pazos, 1999).

1.2.3.6. Oxido nitrico. El 6xido nitrico (NO) es un gas labil,
incoloro, que tiene un tiempo de vida media muy corto en fluidos
biologicos. La estructura quimica del NO le confiere una variedad de
propiedades que facilitan su papel como mensajero biologico. Asi, la
carga neutra de esta molécula permite su difusion a traves de las
membranas celulares. El NO tiene un electréon desapareado, lo cual lo
convierte en un radical altamente reactivo (Conner y Grisham, 1995;

Michel y Feron, 1997).

En los mamiferos el NO regula numerosos procesos fisioldgicos
incluyendo, entre otros, la contractibilidad del musculo liso, la
agregacion plaquetaria, reduce la adhesién de leucocitos al endotelio,
suprime la proliferacion de la células del musculo liso y se le relaciona
con la actividad bactericida y antitumoral de los macréfagos (Hobbs et

al., 1999).
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El 6xido nitrico es uno de los neurotransmisores mas importantes
en el proceso de la relajacion no adrenérgica y no colinérgica (NANC)
del musculo liso del tracto gastrointestinal (Moncada et al., 1991;
Sanders y Ward, 1992; Olgart et al., 1997). De tal forma que el NO
generado en la neuronas del plexo mientérico del intestino, difunde
hacia las células blanco donde se une al centro activo de la guanilato
ciclasa soluble, provocando un cambio tridimensional en la forma de la
enzima y asi inducir un incremento en la produccién de GMPc,
provocando la relajacion del musculo liso (Fig. 1-5).

RELAJACION

Ca'*
'l'{ ?‘9 MLCK
Cf‘CaM—.l 3
Miosina —y
\‘9 + Actina

.
-(-) Contraccin

—

Fig. 1-5 Proceso de relajacion del musculo liso intestinal inducido por NO a
través de la formacion de GMPc intracelular (Tomado de: Brody TM et al.,
1994. Human pharmacology: Molecular to clinical. 2" ed. Mosby, St. Louis).

Los niveles de GMPc también pueden observarse incrementados

en musculo liso y neuronas en intestino de cobayo si es aplicado a éste
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una sustancia donadora de NO, provocando la subsiguiente relajacién

del musculo (Young et al., 1993).

1.2.3.7 Receptores opioides. Los compuestos opioides
constituyen un grupo de farmacos que se caracterizan por poseer
afinidad selectiva por los receptores opioides (Florez®, 1999), los cuales

son conocidos desde la antigiedad.

Se han determinado tres tipos de receptores opioides: el p
activado por morfina, el x activado por ketaciclazocina y el ¢ activado

por SKF10047 o N-alilnormetazocina, en el cuadro 1-4 se indican las
principales funciones fisioldgicas en las que estan implicas estos
receptores (Garcia y Velasco, 2003).

Cuadro 1-4 Receptores opioides y efectos fisiologicos.
Receptor Funciones fisiologicas implicadas
Analgesia supraespinal y espinal
Depresion respiratoria
Miosis
Tl Motilidad gastrointestinal
Inhibicion de la diuresis
Euforia y sedacion
Dependencia fisica _
Analgesia supraespinal y espinal Miosis
Aumento de la diuresis
K Disforia y sedacion
Psicomimesis
__ Dependencia fisica
Analgesia supraespinal y espinal
Depresion respiratoria
Datos de Velasco et al., 2003. Farmacologia fundamental. McGraw Hill.

g
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Los receptores opioides se encuentran acoplados a diversas
formas de proteinas Gi/G, y la activacidon de estas proteinas provoca
inhibicion de la adenililciclasa con reduccion del AMPc, apertura de
canales de K' y cierre de canales de Ca’'. El aumento de la
conductancia de K* produce hiperpolarizacion de membrana, reduccion
de la duracion del potencial de accion e inhibicion de la actividad de
descarga de potenciales de accién por parte de la neurona. La
consecuencia es una clara inhibicion de la actividad bioeléctrica de la
neurona y, en la terminaciéon nerviosa, una reduccion de la capacidad de
liberar el neurotransmisor. La inhibicion de los canales de Ca’* provoca,
una reaccion de la entrada de éste i6n, una inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores y por ende actuan en el tracto gastrointestinal como

inhibidor de la motilidad (Florez®, 1999).

1.3 Farmacos inhibidores de la motilidad intestinal

Cuando no se considera al padecimiento del paciente como un
factor fisioldgico protector para limpiar al intestino de los agentes
patogenos, solo en estos casos se indican los farmacos inhibidores de la
motilidad. De los cuales, los mas importantes se mencionan a

continuacion:
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1.3.1 Anticolinérgicos

Los anticolinérgicos, farmacos capaces de bloguear la accion de la
acetilcolina sobre sus efectores autoénomos, pueden dividirse en
antagonistas nicotinicos y muscarinicos. Los antagonistas nicotinicos
bloguean la neurotransmision ganglionar tanto simpatica como
parasimpatico, por lo que se acompafia de importantes efectos

secundarios que los limita a en la practica médica.

La atropina y sus derivados, al bloquear de forma competitiva los
receptores muscarinicos colinérgicos, impiden la accion de la acetilcolina
sobre el musculo liso y las glandulas exocrinas. Sobre la motilidad
gastrointestinal, los anticolinérgicos producen una reaccion significativa
del tono muscular, de la frecuencia y de amplitud de las contracciones,
lo que produce una disminucién de la velocidad del transito intestinal. El
efecto antiespasmadico ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento
de procesos que supuestamente cursan con aumento de la contraccidn
muscular dolorosa tipo cdlico o espastico, como el intestino irritable. Los
anticolinérgicos mas utilizados son: atropina, butilescopolamina,

metilescopolamina y diciclomina (Florez y Esplugues, 1999).
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1.3.2 Antagonistas de canales de calcio

Los antagonistas de canales de calcio con selectividad
gastrointestinal, como el bromuro de pinaverio y nifedipina son utiles en
el tratamiento del dolor abdominal en padecimientos como el intestino
irritable. Estos agentes relajan el musculo liso gastrointestinal y pueden
también mejorar la consistencia de las heces diarreicas mediante una
reaccion significativa del tono muscular, de la frecuencia y de amplitud
de las contracciones, lo que produce una disminucion en la velocidad del
transito intestinal y permite la absorcién de agua en el colon (Arnalich et

al., 1998).

1.3.3 Agonistas y antagonistas de los receptores 5-HT

La 5-HT es un importante neurotransmisor en el cerebro y el
sistema nervioso entérico. Se ha propuesto un efecto beneficioso de la
modulacion de la actividad de la 5-HT en diversos trastornos funcionales

gastrointestinales incluyendo al Sindrome de Intestino Irritable (SII).

Las diversas funciones de los receptores 5-HT3 no se conocen muy
bien pero estos receptores pueden hallarse implicados en la modulacién
de la motilidad intestinal y la nocicepcién visceral. Los antagonistas de
los receptores 5-HT3 causan constipacién, un enlentecimiento del

transito intestinal y una inhibicion de la respuesta gastrocolica. La
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activacion de los receptores 5-HT, tiene un efecto pronunciado sobre el
tono del musculo liso, la secrecion electrolitica de la mucosa vy el reflejo
peristaltico. También parece aumentar la sensibilidad de las neuronas
entéricas que reaccionan a la distensién de la luz intestinal. Puede, por
tanto, normalizarse la funcién gastrointestinal mediante la modulacién

selectiva de los receptores 5-HT. (Arnalich, 1998).

1.3.4 Opioides

La accion inhibidora de los compuestos opioides se manifiesta a lo
largo del tubo digestivo. En el intestino delgado y el colon, aumentan el
tono y las contracciones no propulsivas y disminuyen la peristalsis
propulsiva. Al dificultar el avance de la masa fecal, aumentan el tiempo
de contacto con la mucosa y la reabsorcion de agua, lo que endurece el
contenido vy dificulta su avance. La accién gastrointestinal es
consecuencia de la activacion preferente de receptores opioides u y é.
La accion antidiarreica de los opioides se consigue con dosis que no
llegan a producir analgesia y es mas intensa cuando se administra por
via oral, los principales opioides antidiarreicos esta la codeina,
difenoxilato, tintura de opio y loperamida (Flérez y Esplugues, 1999),
esta Ultima, actian sobre las capas musculares longitudinales y
circulares del intestino para disminuir la motilidad gastrointestinal vy

aumentar la duracion del transito gastrointestinal. Ademas se unen a los

-



Evaluacion de la actividad antiespasmadica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle)

receptores opioides centrales, produciendo una disminucién de la

secrecion mucosa gastrointestinal (Arnalich at al., 1998).

1.4 Compuestos de origen vegetal con propiedades
antiespasmadicas
De manera tradicional se han usado diversas plantas para tratar

diversos trastornos gastrointestinales.

Es importante hacer notar que existen muchos metabolitos
secundarios de origen vegetal con propiedades antiespasmodicas

comprobadas cuyo mecanismo de accion no ha sido caracterizado aun.

De acuerdo a su mecanismo de accion, los compuestos
antiespasmodicos naturales se pueden clasificar de la siguiente manera:
antagonistas colinérgicos muscarinicos, antagonistas de neuropéptidos
endbgenos, blogueadores de canales de Ca’*, inhibidores de AMPc

fosfodiasterasa y los activadores de adenilato ciclasa.

Los antagonistas colinérgicos muscarinicos incluyen a los
alcaloides tropanicos como la atropina, escopolamina y hiosciamina, asi
como un gran numero de derivados sintéticos de éste grupo. La atropina

y la escopolamina son bloqueadores competitivos de los receptores
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muscarinicos localizados en los o6rganos efectores inervados por el
sistema autonomo parasimpatico y de los receptores muscarinicos
neuronales y ganglionares !ccalizados en el SNP y el SNC (Pasricha,

2001).

Se han aislado un gran nimero de metabolitos secundario a partir
de plantas que tiene la propiedad de bloquear, especifica o
inespecificamente, canales de Ca’*. Los bloqueadores de la entrada de
Ca’" constituyen un grupo muy heterogéneo de compuestos quimicos
que actuan principalmente a través de interacciones con sitios
especificos en la subunidad «, de los canales de Ca’* voltaje-
dependientes tipo L. Estas sustancias bloqueadoras, inhiben el flujo de
Ca’" en las células excitables del musculo liso, esquelético y cardiaco

(Godfrain et al., 1986).

1.5 Modelos de estudio de la actividad antiespasmaddica

Para la seleccion del material vegetal y la obtencién de los
metabolitos secundarios activos se realiza mediante estudios biodirigidos
utilizando alguno de los modelos experimentales existentes, los cuales
permiten determinar la actividad de los extractos y metabolitos
derivados de las plantas (Rojas et al., 1995; Mata et al., 1997;

Samuelsson, 1991; Williamson et al., 1996). Los estudios con los
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distintos modelos experimentales permiten determinar la actividad
antiespasmadica de las materias primas de manera preliminar y asi
seleccionar los candidatos apropiados para la obtencion de los principios
antiespasmaodicos. Los modelos que comunmente se utilizan para la
realizacion de estos bioensayos in vitro son el ileon aislado de rata o
cobayo, duodeno de rata y yeyuno de conejo (Samuelsson, 1991;
Williamson et al., 1996). Una vez que se determina el efecto
antiespasmadico de los extractos vegetales, se procede al aislamiento y

caracterizacion quimica de los principios bioactivos.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tradicionalmente en nuestro pais, se utilizan plantas para aliviar
muchos trastornos, dentro de los cuales, se encuentran los
gastrointestinales. Se han identificado al menos veintiocho plantas con
un amplio uso en la medicina tradicional mexicana con propiedades
antiespasmadicas, sin embargo solo algunas de estas plantas han sido
objeto de investigaciéon aislada que no permite hacer una valoracion
integral de ellas, por lo que es necesario hacer un estudio para
demostrar y comparar su efecto antiespasmodico y sustentar con bases

cientificas su uso tradicional.
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3. HIPOTESIS

La actividad antiespasmadica de las plantas de amplio uso en la
medicina tradicional mexicana como agentes antiespasmodicos se
refleja en modelos experimentales in vitro a través de la inhibicién de
contracciones inducidas por varios espasmogenos en ileon aislado de

rata.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar la actividad antiespasmodica de diferentes plantas
utilizadas en la medicina tradicional mexicana y realizar el estudio

farmacologico de la planta con mayor actividad antiespasmodica.

4.2 Objetivos particulares
a) Determinar la actividad antiespasmddica de las plantas

utilizadas en la medicina tradicional mexicana enlistadas en el cuadro

4.1,

b) Seleccionar el extracto con mayor actividad antiespasmadica.

c) Determinar el efecto antiespasmodico del extracto con mayor
actividad frente a las contracciones inducidas por carbacol, serotonina,

histamina y cloruro de bario.

d) Determinar la potencia antagonista del extracto con mayor

actividad.
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Cuadro 4.1 Plantas medicinales utilizadas en la medicina tradicional mexicana

en el tratamiento de desordenes intestinales.

Nombre Familia Nombre comun ref;:ncia uzgg:--
Allium sativum Liliaceae Ajo 14396 B
Aloysia triphylla Verbenaceae Cedron 126110 Ae
Annona cherimolla Annonaceae Chirimoya 14401 Ra
Artemisia absinthium Asteraceae Ajenjo 12609 Ae
Artemisia ludoviciana Asteraceae Estafiate 14409 Ae
Bocconia frutescens Papaveraceae Gordolobo 12618 H
Caesalpinia pulcherrima Leguminosae Tabachin 13591 Ae
Carica papaya Caricaceae Papaya 14397 S
Chenopodium ambrosoides (rojo) Chenopodiaceae Epazote rojo 14402 Ae
Chenopodium ambrosoides (verde) Chenopodiaceae Epazote verde 14395 Ae
Chenopodium murale Chenopodiaceae Epazote 13592 Ae
nechquelite

Chiranthodendron pentadactylon Sterculicaceae Flor de manita 14404 Fl
Chrysactinia mexicana Asteraceae San Nicolas 14407 Ae
Cocos nucifera Palmae Coco 14398 F
Dichondra argentea Convolulaceae Oreja de raton 0103m Ae
Dorstenia contrajerva Moraceae Contrahierba 14406 Ae
Geranium mexicanum Graniaceae Geranio 14405 ﬁe
Hippocratea excelsa Hippocrateaceae Cancerina 14394 R
Lippia alba Verbenaceae Mirto 14146 Ae
Lygodium venustum Schizaeaceae Culebrina 13270 Ae
Matricaria recutita Asteraceae Manzanilla 14399 Ae
Ocimum basilicum Labiatae Albahaca 14393 Ae
Punica granatum Punicaceae Granada 14403 F
Ruta chalepensis Rutaceae Ruda 14400 Ae
Schinus molle Anacardiaceae Pirul 14408 Ra
Senna villosa Leguminoceae Tsalche 14410 Ae
Thymus vulgaris Lamiaceae Tomillo 13594 Ae
Zanthoxylum liebmannianum. Rutaceae Colopahtle XOLO Co
1982126

‘Numero de referencia depositado en el Herbario IMSSM del Centro Médico
Siglo XXI, con excepcion de Z. liebmannianum.

“Ae (Partes aéreas), B (Epidermis del bulbo), Co (Corteza), F (Escarpo del
fruto), Fl (Flores), H (Hoja), S (Semilla), R (Raiz), Ra (Rama).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Material vegetal

Las plantas utilizadas se enlistan en el cuadro 4-1. La coleccidon de
los vegetales se realizo en diferentes regiones de México. En todos los
casos, la parte del vegetal colectado corresponde a la utilizada en las
practicas médicas populares. Los ejemplares de referencia se
depositaron en el Herbario IMSSM del Centro Médico Siglo XXI. Para el
caso del Z. liebmannianum la muestra de referencia, con clave XOLO
1982126, se deposito en el Herbario de Plantas Utiles Efraim Hernandez

X. de la Universidad Autonoma Chapingo.

5.2 Preparacion de extractos

El extracto metandlico de las plantas en estudio fueron obtenidos
por maceracién a temperatura ambiente en la Unidad de Investigacién
Médica de Farmacologia de Productos Naturales del Hospital de Pediatria
del Centro Médico Siglo XXI. Para el Z. liebmannianum, se preparo y

evaluo el extracto de diclorometano.
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5.3 Ensayo bioldgico
5.3.1 Aislamiento del ileon y montaje de la preparacion

Se utilizaron ratas albinas machos (200-250 g) de la cepa Wistar
colocadas en ayuno previo de 24 horas con libre acceso al agua, fueron
sacrificadas por dislocacion cervical. Posteriormente el abdomen fue
abierto y cuidadosamente se hizo la diseccion del ileon (10-12 cm), el
cual fue lavado repetidamente con solucién salina isoténica. Se
prepararon segmentos de 1 a 1.5 cm de largo, que se colocaron en
solucion Ringer Krebs-Henseleit (Ringer KH), con la siguiente
composicion mM: NaCl 118, KCl 4.7, MgS0.7H,0 1.2, CaCl, 2.5,
KH;PO4 1.2, NaHCOs; 25, glucosa 11 con un pH 7.4 a 37° C vy

burbujeado con 5% de CO; en O;.

Las preparaciones se suspendieron individualmente en cémaras
para organo aislado, con 10 mL de solucidon de Ringer KH burbujeado
con 5% CO> en O; a 37° C, entre dos ganchos de nicromel, uno de los
extremos se fijo a la cdmara y el otro al transductor de fuerza Grass FT
03E, conectado a un poligrafo MP100 Manager Biopac System. Los datos

se obtuvieron mediante el software Acgknowledge™ version 3.5.3.

El tejido se sometié a una tensidn inicial de 1 g y se estimuld con

100 uL de carbacol (1 X 10 M) en tres ocasiones a intervalos de 30
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minutos, posterior a cada estimulacion se lavd tres veces con solucion

Ringer KH con lavados subsecuentes cada 10 minutos.

5.3.2 Evaluacion del efecto antiespasmadico

Para evaluar el efecto antiespasmodico se incubd durante 10
minutos el tejido con 1 mg/mL de una suspension del extracto de
prueba disuelto en agua destilada con trazas de tween 80 (0.05 %).
Como blanco se utilizd agua destilada con trazas de tween 80.
Posteriormente se estimul6 con el espasmogeno de prueba [carbacol (1
X 10 M), BaCl, (1 X 102 M), histamina (1 X 103 M) o serotonina (1 X
10 M)]. El volumen en el que se agregaron los compuestos de prueba

o los espasmogenos fue en todos los casos 100 pl.

Se utilizd atropina (3X107 M), nifedipina (1X10°® M;
Karamenderes y Apaydin, 2003), clorhidrato de difenhidramina (6.5X10
> M; Pohocha y Grampurohit, 2001) y clorhidrato de metoclopramida
(1x107) como controles positivos para inhibir las contracciones

inducidas por carbacol, BaCl;, histamina y serotonina, respectivamente.

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de

inhibicion de la contraccién + error estandar de la media (EEM).
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El andlisis estadistico se realizd mediante un analisis de varianza
(ANADEVA) de una via en el software SigmaStat (V. 2.03). Se

consideraron diferencias significativas para una p<0.05.

5.3.3 Valoracion de la actividad antagonista

Para valorar el efecto antagonista se incubd durante 10 minutos el
tejido en presencia y ausencia de la suspension del extracto de prueba,
posteriormente se realizaron curvas de concentracién-respuesta
acumulada del espasmdgeno de prueba [carbacol (1 X 10® - 3 X 107
M), BaCl, (1 X 10® -1 X 10 M; De Moura et al., 2002), histamina (1 X
10® -1 X 10 M; Pohocha y Grampurohit, 2001) y serotonina (1X10°® -

1 X 10 M)].

Como farmacos antagonista de referencia se utilizaron atropina (1
X 108 - 1 X 10* M), nifedipina (1 X 10® - 1X10® M; Karamenderes y
Apaydin, 2003), clorhidrato de difenhidramina (6 X 10® - 1 X 10°%;
Pohocha y Grampurohit, 2001) y clorhidrato de metoclopramida (1 X 10°

7-1X103 M).

Los resultados se expresaron como la media del porcentaje de

contraccion + EEM.
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Los calculos farmacolégicos de las curvas de concentracion-
respuesta acumulada se determinaron por el método de Hill. Se calculd
la CIsg (Concentracion inhibitoria 50) con diferentes concentraciones de
extracto de Z. liebmannianum y de los antagonistas de referencia, para
antagonizar una concentracion fija del espasmdgeno. Para antagonismo
competitivo se calculé el pA; por el método de Schild (Tallarida, 2000) y
se analizaron estadisticamente mediante una ANADEVA, utilizando el

software SigmaStat (V. 2.03).

-39 -



Evaluacion de la actividad antiespasmadica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle)

6. RESULTADOS Y DISCUSION

La preparacion de ileon aislado es un modelo de prueba general
para determinar el efecto farmacologico de diversas sustancias, por lo
que es usado generalmente en el cernimiento farmacoldgico debido a

que éste tejido es inervado por diversos receptores (Samuelsson, 1991).

El efecto de los diversos extractos probados en ileon aislado se
resume en el cuadro 6-1. Muchos de los extractos causan,
inmediatamente, una ligera estimulacion contractil sequida de relajacion
sobre la actividad espontanea del ileon. Un registro de poligrafo tipico de
éste tipo de respuesta se presenta en la figura 6-1A. Las plantas que
presentaron esta respuesta se marcan en el cuadro 6-1 con las letras C-

1 en la dltima columna.

Ademads, otros extractos (marcados con la letra I en el cuadro 6-
1), producen relajacién del ileon aislado de rata (Fig. 6-1B). Otra
respuesta observada fue la contraccién sostenida del tejido, por lo que
se considera que el extracto tiene cierta actividad agonista parcial (Fig.
6-1C). Las plantas que presentan esta respuesta se marcan con la letra

C en el cuadro 6-1.
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1T min

Fig. 6-1 Registro representativo del efecto del extracto de A. Judovisiana (A),
Z. liebamannianum (B) y S. villosa (C) en la respuesta contractil esponténea
del ileon aislado de rata.
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Cuadro 6-1 Tipo de respuesta inducida por los extractos de diversas plantas
en la actividad espontanea del ileon aislado de rata.

Nombre Familia Nombre comun Parte,  Respuesta
usada
A. sativum Liliaceae Ajo B |
A. triphylia Verbenaceae Cedrén Ae C-l
A. cherimolla Annonaceae Chinmoya Ra Cc-
A. absinthium Asteraceae Ajenjo Ae C-l
A. ludoviciana Asteraceae Estafiate Ae C-l
B. frutescens Papaveraceae Gordolobo H C-l
C. pulcherrima Leguminosae Tabachin Ae I-RP
C. papaya Caricaceae Papaya S C-l
C. ambrosoides (rojo) Chenopodiaceae  Epazote rojo Ae C-l
C. ambrosoides (verde) Chenopodiaceae Epazote verde Ae C-l
C. murale Chenopodiaceae  Epazote nechquelite  Ae c
C. pentadactylon Sterculicaceae Flor de manita Fi C-l
C. mexicana Asteraceae San Nicolas Ae |
C. nucifera Palmae Coco F SC
D. argentea Convolulaceae Oreja de ratén Ae C
D. contrajerva Moraceae Contrahierba Ae C-l
G. mexicanum Graniaceae Geranio 5 =
Ae Cc
H. excelsa Hippocrateaceae  Cancerina R |
L. alba Verbenaceae Mirto Ae C-l
L. venustum Schizaeaceae Culebrina Ae C-l
M recutita Asteraceae Manzanilla Ae C-l
O. basilicum Labiatae Albahaca Ae C-l
P granatum Punicaceae Granada F C-l
R. chalepensis Rutaceae Ruda Ae |
S. molle Anacardiaceae Pirul Ra C-l
S. villosa Leguminoceae Tsalché Ae C
T. vulgaris Lamiaceae Tomillo Ae CA
Z. liebmannianum Rutaceae Colopahtle Co |

(Flores), H (Hoja), S (Semilla), R (Raiz), Ra (Rama).
** C (Contraccién inicial), C-1 (Contraccién inicial sequida de Inhibicion), I (Inhibicién),
I-RP (Inhibicion seguida de recuperacion parcial), SC (Sin cambios aparentes).

-42.-



Evaluacién de la actividad antiespasmodica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle)

Se analizaron los extractos de manera independiente y el efecto
inhibitorio maximo causado por cada uno de ellos, frente a
contracciones inducidas por el espasmdégeno de prueba, se presentan en
el cuadro 6-2 como porciento del efecto inhibitorio maximo con su error

estandar de la media.

Varias plantas en estudio (Cuadro 6-2) exhibieron efecto
inhibitorio ante contracciones inducidas con carbacol, BaCl;, histamina y

serotonina en ileon aislado de rata.

Diez extractos presentaron inhibicion superior al 50% de las
contracciones inducidas por carbacol, de los cuales, los mas activos

fueron B. frutescens y Z. liebmannianum (Cuadro 6-3).

Ante las contracciones inducidas por BaCl;, 10 extractos
presentaron inhibicion superior al 50%, de los cuales A. triphylla, A.
absinthium, A. ludoviciana, S. molle, T. vulgaris y Z. liebmannianum
presentaron actividad inhibitoria inespecifica debido a que posiblemente
interfieren directamente sobre la actividad de Ca’*, y sobre el flujo de
éste en el citoplasma celular o interfieren con algun proceso asociado

con el flujo de Ca®* en las células de la musculatura lisa (Karamenderes
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y Apaydin, 2003), necesario para llevar acabo la contraccion (Cuadro 6-

4).

Con excepcion de C. nucifera e H. excelsa los demas extractos
presentaron actividad antihistaminica superior al 50%, de los cuales C.
ambrosoides (verde; Fig. A1-10), D. argentea (Fig. A1-15) y S. villosa
(Fig. A-27), presentaron mayor actividad y son selectivamente

antihistaminicos.

Veintidds extractos presentan actividad antiserotoninérgica, de los
cuales A. sativum, A. ludoviciana, B. frutescens, M. recutita, S. molle, T.
vulgaris y Z. liebmannianum presentan actividad superior al 90% de

inhibicion de las contracciones inducidas con serotonina (Cuadro 6-6).

Algunos otros extractos como el A. sativum (Cuadro 6-2, Fig. Al-
1), C. pulcherrima (Cuadro 6-2, Fig. Al-7), C. ambrosoides (rojo;
Cuadro 6-2, Fig. A1-9), C. murale (Cuadro 6-2, Fig. Al-11), C.
pentadactylon (Cuadro 6-2, Fig. A1-12), G. mexicanum (raiz; Cuadro 6-
2, Fig. A1-17), L. venustum (Cuadro 6-2, Fig. Al-21), M. recutita
(Cuadro 6-2, Fig. Al1-22) y P. granatum (Cuadro 6-2, Fig. Al-24)

presentaron actividad antihistaminica y antiserotoninérgica, aunque A.
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sativum, G. mexicanum (raiz) y M. recutita presentaron mayor
selectividad antiserotoninérgico.

Cuadro 6-2 Porciento de inhibicion de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con diversos extractos de plantas medlcmales [1 mg/mL] frente a
diversos agentes espasmadgenos [carbacol (1X10* M), BaCl, (1X10* M),
histamina (1X107 M) y serotonina (1X10™ M)].

Extracto Carbacol ~_BaCl, Histamina Serotonina
amgimi. Enmay + EEM Enmax t EEM Enmaxt EEM Evnas t EEM
A. sativum 1415 4 938  -1828 4 1942 767 + 196 10977 . 496
A, triphylla 59.44* 4 923 5356 4 032 62.28* , 628 8789 . 157
A. cherimolla 4869 4 426 6516" 4+ 113 79.28" &+ 4 83.58* + 173
A. absinthium 4862 4+ 162 64.18" 4 46 4374 + 629 5442 , 616
A. ludoviciana 4888 4 464  4768° 41211 89.07* + 262 9867 . 066
B frutescens 7095 + 119  3092" ;996 64.76* 4+ 8.25 99.73" &+ 0.19
C. pulchernma 2227 3 143 1821° 4092 63.73* + 632 7432° + 154
C. papaya 839" 4 145 2183 4 3.37 5519* 4+ 1336 5537" . 1468
C. ambrosoides (rojo) 3217* 4 5985 3163 +2.16 B4.33* 4 B8.72 8597 ; 243
C. ambrosoides (verde)  2577" ; 3.86 162 4+ 11.42 90.25* + 094 11.34* &+ 171
C murale 2325 1 98 2748 + 741 76.35" + 697 7819 4+ 262
C pentadactylon 931* 4 168 -142 41 7899 4 096 5152* , 1456
C. mexicana 50.16* 4+ 797 3674" ; BA45 77.58" + 1336 9168 : 044
C nucifera 176 &+ 037 43 4 1014 3581° &+ 097 49.06* + 2014
D argentea 096 4+ 3.09 245 4 1057 87.83" + 14 1209 + 21086
D contrajerva 309 4+ 17.3 4613 4 347 8455" ;4 126 216" &+ 6.44
G. mexicanum (raiz) 1598° 4 6.93 896 4 1758 5338 + 016 86.15" + 942
G mexicanum (Ae) 18.06* 4 272  -1537 4 2158 7002* + 391 31.79° + 505
H. excelsa 11 4+ 103 3412 4 898 3209 &+ 226 5394 4 2024
L. alba 978" 4 0.1 30.41* 4 574 7495 4 259 50.32* ;+ 9.27
L. venustum 336 4 48 -30.94 4 23.69 60.89" ; 8.89 48.13* 4 1.78
M. recutita 47.32° 4 312 3403 ;033 5263* . 471 10118° ; 065
O. basilicum 358° 4 049  64.35 4 465 7887 + 521 5311 &+ 0862
P. granatum -393 ; 038 -296 + 067 7388" + 754 8394* . 594
R. chalepensis 633 4 009 6659 4 372 8286 + 05 21.48° , 2365
S. molle 5484° 4 417 8447 4 067 71.86* + 294 9957* .+ 228
S. villosa 935* & 1.31 25" 4 48 86.08* 4 169 2276 4 993
T vulgaris 4952° 4+ 245 57.22" 4 4.05 9472 4+ 171 96.22* + 054
Z. liebmannianum 98.83* 4+ 085 9851* ;1.1 90.98* 4+ 57 98.83* 4 089
Atropina B7 44" 4 163 —

Nifedipina - 98.13* + 092
Difenhidramina 8244* + 289
Metoclopramida - 8505" + 081

Ae: Partes aereas.
* Existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control.
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Cuadro 6-3 Porciento de inhibicién de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con diversos extractos de plantas medicinales [1 mg/mL] ante
contracciones inducidas por carbacol (1X10* M), con un efecto mayor al 50%
de inhibicion.

Extracto ___ Carbacol

1 mg/mL Eax+ EEM

A. triphylla 59.44* + 923
A. cherimolla 48.69" + 4.26
A. absinthium 48.62* + 1.62
A. ludoviciana 48.88" + 4.64
B. frutescens 70.85" £ 118
C. mexicana 50.16* = 7.97
M. recutita 47.32* + 312
S. molle 5484 + 417
T. vulgaris 49.62* + 2.45
Z. liebmannianum 98.83* + 0.85
Sulfato de atropina® 87.44* + 163

*Existe diferencia significativa de p<{"]._0_-5' con respecto al En_fr_oljl_
? El sulfato de atropina se evaludé a una concentracion de 3 X 107 M,

Cuadro 6-4 Porciento de inhibicién de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con diversos extractos de plantas medicinales [1 mg/mL] ante
contracciones inducidas por BaCl, (1X10™ M), con un efecto mayor al 50% de
inhibicion.

Extracto BaCl,
gt Emaxt EEM
A. triphylla 5356 % 032
A. cherimolla 6516 11.3
A. absinthium 64.18* = 46
A. ludoviciana 4768 + 12.1
D. contrajerva 46.13* = 347
O. basilicum 64.35" + 465
R. chalepensis 66.59* £ 3.72
S. molle 84.47* £ 0.67
T. vulgaris 57.22* £+ 4.05
Z. liebmannianum 98.51* + 1.1
Nifedipina® 98.13* + 0.92

* Existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control.
? La nifedipina se evalué a una concentracion de 1 X 10°° M,
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Cuadro 6-5 Porciento de inhibicién de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con diversos extractos de plantas medicinales [1 mg/mL] ante
contracciones inducidas por histamina (1X10 M), con un efecto mayor al 50%
de inhibicion.

Extracto Histamina
1 mg/mL Enmax+ EEM
A. sativum e & W86
A triphylla 62.28* £ 6.28
A. cherimolla 79.28* ¥ 4

A. absinthium 43.74* £ 6.29
A. ludoviciana 89.07* + 2862
B. frutescens 6476 * 825
C. pulcherrima 63.73* * 6.32
C. papaya 5519 £ 13.36
C. ambrosoides (rojo) 84.33* £ 872
C. ambrosoides (verde) 90.25* * 094
C. murale 76.35* £ 6.97
C. pentadactylon 78.99* £ 0.96
C. mexicana 77.58* + 13.36
D. argentea 87.83* £ 14
D. contrajerva 8455 + 1.26
G. mexicanum (raiz) 53.38* £+ 0.16
G. mexicanum (Ae) 70.02* £ 3.91
L. alba 7495 £ 259
L. venustum 60.89* £ B8.89
M. recutita 52.63* * 471
O. basilicum 78.87 £ 521
P. granatum 73.88* + 7.54
R. chalepensis 82.86* £ 0.5
S. molle 7186 £ 294
S. villosa 86.08* £ 1.69
T. vulgaris 9472 £ 1.71
Z. liebmannianum 90.98* * 57
Clorhidrato de difenhidramina® 76.77* £+ 8.16

Ae: Partes aéreas.

*Existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control.

? El clorhidrato de difenhidramina se evalu6 a una concentracion de
6.5 X 10° M.
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Cuadro 6-6 Porciento de inhibiciéon de la contracciéon en ileon aislado de rata
preincubado con diversos extractos de plantas medicinales [1 mg/mL] ante
contracciones inducidas por serotonina (1X10™ M), con un efecto mayor al
50% de inhibicién.

Extracto Serotonina
1 mg/mL S
Emaxt EEM
A. sativum 109.77* + 4.96
A. triphylla 8789 * 157
A. cherimolla 8358 * 173
A. absinthium 5442* + 616
A. ludoviciana 9867 t 066
B. frutescens 99.73* * (019
C. pulcherrima 7432 * 154
C. papaya 5537 * 1468
C. ambrosoides (rojo) 8597 * 243
C. murale 7819 + 2862
C. pentadactylon 51562 * 1456
C. mexicana 9168* £ 044
C. nucifera 49.06* * 2014
G. mexicanum (raiz) 86.15* * 942
H. excelsa 53.94* = 2024
L. alba 50.32* + 927
L. venustum 48.13* £ 178
M. recutita 101.18* % 065
O. basilicum 53.11* = 062
P. granatum 83.94* + 594
S. molle 9957 = 228
T. vulgaris 96.22* + 0.54
Z. liebmannianum 98.83* + 0.89
Clorhidrato de metoclopramida® 85.05* + 081

* Existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control.
* El clorhidrato de metoclopramida se evaluo a una concentracion de
1 X107 M.
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El extracto de C. pulcherrima, G. mexicanum (raiz), P. granatum y
R. chalepensis presentaron actividad espasmogénica ante carbacol
(Cuadro 6-7) en ileon aislado de rata. Estudios sobre éste tejido han
demostrado que al haber actividad espasmogénica sobre ileon de rata,
al inducir espasmos con acetilcolina o uno de sus derivados, los
compuestos que presentan esta actividad presentaran relajacion de

cuerpo gastrico (Hashimoto et al., 2001).

Los extractos de L. venustum, A. sativum y G. mexicanum (Ae)

aumentaron el efecto contractil de BaCl, (Cuadro 6-8).

De manera general, el extracto de Z. liebmannianum presentd
actividad antagonista no selectiva sobre receptores muscarinicos,
histaminérgicos, serotoninérgicos y canales de calcio, como se observa
en la figura 6-2, también puede observarse que la inhibicion fue mayor

al 90%.
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Cuadro 6-7 Porciento de inhibicién de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con diversos extractos de plantas [1 mg/mL] ante contracciones
inducidas por carbacol (1X10™ M), con efecto nulo o espasmogénico.

Extracto Carbacol

1 mg/mL E..o+ EEM
A. sativum 14.15 £9.38
C. pulcherrima -22.27* £1.43
C. papaya 8.39* +1.45
C. pentadactylon 9.31* +169
C. nucifera 1.76 £ 0.37
D. argentea 0.96 +3.09
G. mexicanum (raiz) -15.98* £6.93
H. excelsa L1 £40.3
L. alba 9.78" £0.1

L. venustum 3.36 48

P. granatum -3.93 £0.38
R. chalepensis -6.33 £0.09
S. villosa 9.35* £1.31

*Existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control.

Cuadro 6-8 Porciento de inhibicién de la contraccidn en ileon aislado de rata
preincubado con diversos extractos de plantas [1 mg/mL] ante contracciones
inducidas por BaCl, (1X10*M), con efecto nulo o espasmogénico.

Extracto BaCl,

1 mg/mL Enot EEM
A. sativum -18.28 + 19.42
C. ambrosoides (verde) -162 + 11.42
C. pentadactylon -142 £ 1.00
C. nucifera 43 + 10.14
D. argentea 245 + 1057
G. mexicanum (raiz) -8.96 + 17.58
G. mexicanum (partes aereas) -15.37 + 21.59
L. venustum -30.94 + 2369
P. granatum -296 £ 067

*Existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control.
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Fig. 6-2 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con Z. liebmannianum [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10™ M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10? M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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La contraccion espontanea del ileon aislado de rata fue modificada
en funcién de la concentracion del extracto de Z. liebmannianum (Fig. 6-
3), en concentraciones menores a 5.6 ug/mL no se observaron cambios
en el movimiento espontaneo del ileon (Fig. 6-3A), a concentraciones de
5.6 a 10 ug/mL se observaron cambios irregulares en la magnitud y
frecuencia de la contraccion espontanea del tejido (Fig. 6-3B) la cual
algunos investigadores la consideran una respuesta normal ante
extractos crudos, debido a la enorme cantidad de sustancias que pueden
actuar como agonista o antagonistas, que hacen irregulares los
movimientos del tejido de prueba (Samuelsson, 1991) y a
concentraciones superiores a 10 pug/mL se observd una relajacion del

tejido (Fig. 6-3C).

Se evalud el efecto del extracto de Z. liebmannianum sobre la
respuesta contrdctil del espasmoégeno de prueba en curva
concentracion-respuesta acumulada. Un ejemplo del tipo de registro
obtenido se observa en la figura 6-4. Con lo que se calculd la Clsp vy el
efecto contractii maximo (Emax) del espasmogeno de prueba en
presencia de diferentes concentraciones de Z. [liebmannianum. El

resumen de estos resultados se encuentra en los cuadros 6-9 y 6-10.
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Fig. 6-3 Registro representativo del efecto de 1 pg/mL (A), 5.6 ng/mL (B) y 30
ng/mL (C) del extracto de Z. liebmannianum sobre la contraccion espontanea
del ileon aislado de rata.
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Fig. 6-4 Registro representativo de curvas concentracion-respuesta acumulada
en ileon aislado de rata.

Cuadro 6-9 Cl5; y porciento de contraccion maxima obtenidos de curvas
acumulativas concentracion-respuesta de carbacol (3 X 107 M) y BaCl, (1 X
10*M) en ileon aislado de rata.

Antagonista Carbacol BaCl;

ug/mL — S
Clso Emaxt EEM Clsg Emaxt EEM

Control 100 +1.21 100 + 493

Z. liebmannianum 734 + 246 593 + 2.16

0.33 9567 + 1.1

1 9230 +0.70 9602 * 329

3.3 8562 * 559

42 8483 * 989

56 5515 +1.75 2816 * 613

10 48.26 + 0.50 1271 * 518

33 2548 + 3.39

100 445 +1.82 226 * 199

333 095 * 026

1000 348 * 123
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Cuadro 6-10 Cly, y porciento de contraccion maxima obtenidos de curvas
acumulativas concentracion-respuesta de histamina (1 X 102M) y serotonina

(1 X 10 M) en ileon aislado de rata.

Antagonista Histamina Serotonina
ug/mL ——

Clsg Emaxt EEM Clsg Emaxt EEM
Control 100 + 19.87 100 + 0.00
Z liebmannianum 326 + 047 541 + 141
1 92.30 % 355 8695 + 3.51
3.3 5835 + 11.52 5864 + 361
56 3630 1765 -
10 2341 + 845 3135 + 184
17.3 2616 + 215
30 1075 £ 3.3
333 9.00 +569 -~

El extracto de Z. liebmannianum presentd un comportamiento

antagonista no competitiva (Fig. 6-5, 6-7, 6-8), ante las contracciones

inducidas por carbacol, serotonina e histamina. Para el caso de BaCl,

(Fig. 6-6), no fue posible determinar

claramente que tipo de

antagonismo se presenta, ya que no fue posible evaluar concentraciones

mayores del BaCl, debido a su solubilidad y se procedié al considerarlo

como un antagonismo no competitivo.
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Fig. 6-5 Curvas acumulativas log concentracion-respuesta de carbacol en
presencia y ausencia del extracto diclorometanico de Z. liebmannianum ( ® ,

control; o, 0.33 ng/mL; ¥ , 1ug/mL; v , 56 ug/mL; wm ,10 pg/mL; o , 33
pg/mL; ¢, 100 pg/mL).
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Fig. 6-6 Curvas acumulativas log concentracion-respuesta de BaCl, en
presencia y ausencia del extracto diclorometanico de Z. liebmannianum (e ,
control; o , 1 pg/mL; ¥, 3.3 pg/mL; V 42 pg/mL; wm 56 pg/mL; o , 10
ug/mbL; ¢, 100 pg/mL; ¢ , 333 pg/mL; & , 1000 pug/mL).
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Fig. 6-7 Curvas acumulativas log concentracion-respuesta de histamina en
presencia y ausencia del extracto diclorometanico de Z. liebmannianum ( ® |

control; o, 1 pg/mL; ¥ , 3.3 ug/mlL; V 56 pg/mL; = 10 pg/mL; o |, 333
ug/mL).
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Fig. 6-8 Curvas acumulativas log concentracién-respuesta de serotonina en
presencia y ausencia del extracto diclorometanico de Z. liebmannianum ( ® ,

control; o , 1 pg/mL; ¥ , 3.3 pg/mL; Y , 10 pg/mL; w ,17.3 pg/mL; o , 30
png/mL).
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Se probo atropina, difenhidramina, metoclopramida y nifedipina
como farmacos antagonistas de referencia de los receptores
muscarinicos, histaminérgicos y serotoninérgicos y blogqueador de los

canales de Ca?*, respectivamente.

Se observo que la nifedipina y la difenhidramina presentaron un
efecto antagonista no competitivo (Fig. 6-10, 6-11). En tanto que la
atropina y metoclopramida presentaron un efecto antagonista
competitivo (Fig. 6-9, 6-12; Brown y Taylor, 2001; Pasricha, 2001). Se
sabe que la metoclopramida, un agonista de los receptores 5-HT4, a
bajas concentraciones promueve la liberaciéon de acetilcolina, este hecho
se observo a la concentracion de 1X107 M como un desplazamiento a la
izquierda de la curva concentracion-respuesta acumulada inducida por
serotonina respecto a la curva control (Fig. 6-12). A altas
concentraciones antagoniza de manera competitiva a los receptores 5-
HT: y D; (Flérez y Esplugues, 1999; Pasricha, 2001). A esto ultimo se
puede deber el desplazamiento de la curva concentracidon-respuesta
acumulada a la derecha cuando la metoclopramida se encuentra

presente a concentraciones mayores (Fig. 6-12).
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Fig. 6-9 Curvas acumulativas log concentracion-respuesta de carbacol en
presencia y ausencia de atropina ( ® , control; 0, 1 X 10%M; v ,3X 10%Mm;
V, 1X10'M; w, 3X107M; o, 1X10° M; o, 1X10*M).
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Fig. 6-10 Curvas acumulativas log concentracion-respuesta de BaCl, en
presencia y ausencia de nifedipina ( ® , control; 0, 1 X 10®M; v ,b3Xx 10®
M; V,6X10%M; w , 1X107M; o, 1X10° M).
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Fig. 6-11 Curvas acumulativas log concentracion-respuesta de histamina en
presencia y ausencia de difenhidramina ( ® , control; 0,8 X 10°M; ¥ ,1X
10°M; V,3.3X10°M; =, 6.5X10°M; o , 1X10* M).
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Fig. 6-12 Curvas acumulativas log concentracion-respuesta de serotonina en
presencia y ausencia de metoclopramida ( ® , control; 0,1 X 10’ M; ¥ ,1X
10°M; V,1X10°M; w, 3X10°M; o, 1X10* M; + 1X102M).
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El Z. liebmannianum presenta una Clsy de las contracciones
inducidas por carbacol de 7.34 + 2.46 pg/mL, para BaCl; de 5.93 + 2.16
ng/mL, para histamina de 3.23 £+ 0.47 pg/mL y para serotonina de 5.41

+ 1.41 pg/mL (Cuadro 6-11).

La atropina presenté una Clsy de 0.025 + 0.012 pg/mL, la
nifedipina de 0.018 + 0.004 pg/mL, la difenhidramina de 5.7 + 0.93

ng/mL y la metoclopramida de 38.82 + 16.78 pg/mL.

Al determinar la potencia relativa (PR; Cuadro 6-11) del extracto
de Z. liebmannianum se observéo que éste fue 293.6 veces menos
potente que la atropina (Fig.6-13) y 329.4 veces menos potente que la
nifedipina (Fig. 6-14), en tanto que fue 1.75 veces mas potente que la
difenhidramina (Fig. 6-15) y 7.19 veces mas potente que la

metoclopramida (Fig. 6-16).

Cuadro 6-11 Estimacion del Cls; y potencia relativa (PR) del Z.
liebmannianum y farmacos de referencia.

Clsp + EEM [pg/m]

Agente B
i i Agente Antiespasmadico liebmannianum PR
Carbacol Atropina 0.025 + 0.012 7.34 + 2.46 293.6
BaCl, Nifedipina 0.018 = 0.004 5.93 = 2.16 329.4
Histamina Difenhidramina 57 + 0934 3.26 + 0.472 0.572
Serotonina Metoclopramida 38.82 + 16.78 5.41 + 1.41  0.139

PR: Potencia relativa del Z. liebmannianum con respecto al farmaco de
referencia (PR= Clsg extracto / Clso Farmaco)-
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Fig. 6-13 Grafico que muestra la potencia antagonista de atropina (A) vy Z.

liebmannianum () sobre contracciones inducidas por carbacol [1X10™% M],
usando la ecuacion de Hill.
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Fig. 6-14 Grafico que muestra la potencia antagonista de nifedipina (A) y Z.

liebmannianum (e) sobre contracciones inducidas por BaCl, [1X107? M] usando
la ecuacion de Hill.

- 67 -



Evaluacion de la actividad antiespasmadica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtie)

100 J
80
— 60 -
3~
0
5]
Q
o
T
o 40 4
&
20 1 \ K
\

-2 -1 0 1 2 3

Concnetracion del antagonista [log (ug/mL)]

Fig. 6-15 Grafico que muestra la potencia antagonista de difenhidramina (A)
y Z. liebmannianum (e) sobre contracciones inducidas por histamina [1X10™
M], usando la ecuacion de Hill.
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Fig. 6-16 Grafico que muestra la potencia antagonista de metoclopramida (&)

y Z. liebmannianum (e) sobre contracciones inducidas por serotonina [1X10™
M] usando la ecuacion de Hill.
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La atropina y metoclopramida presentaron un efecto antagonista
competitivo (Fig. 6-9, 6-12; Brown y Taylor, 2001; Pasricha, 2001) por
lo que se procedié a calcular su pA; por medio de la ecuacién (1) de

Schild (Tallarida, 2000).

Log [;\\_ 1]2 - (- logB) - log Kg Ecuacién 1

Donde:

A’ = Concentraciéon molar del agonista (A’) que produce el 50% del
efecto maximo en presencia de un antagonista (B’).

A = Concentracion molar de agonista (A) que produce el 50% del
efecto maximo sin antagonista.

B’ = Concentracién molar del antagonista.

Kes = Constante fundamental del antagonista.

El pA; calculado para la atropina fue de 9.42 + 0.075 (pendiente
= -1.02 y coeficiente de correlacion = 0.996; Fig. 6-17) y el pA, para la
metoclopramida fue de 6.78 £ 0.307 (pendiente = -1.01 y coeficiente

de correlacién = 0.968; Fig. 6-18).
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Fig. 6-17 Grafico de Schild para la determinacion de pA; de atropina.
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Fig. 6-18 Grafico de Schild para la determinacion de pA, de metoclopramida.
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De manera general se puede decir que el modelo de ileon aislado
es un meétodo inespecifico de analisis para determinar la actividad
farmacoldgica. Es usado debido a que el ileon es inervado por una gran
variedad de receptores, por lo que los resultados obtenidos en estos
estudios pueden correlacionarse con los posibles efectos en otros

organos vy sistemas (Samuelsson, 1991).

Los extractos en estudio presentan actividad antiespasmodica
(Cuadro 6-2) ante contracciones inducidas por algunos espasmaégenos,
proporcionando evidencias y justificando su uso como agentes
antiespasmadicos en la medicina tradicional mexicana. Algunos de estos

presentaron actividad antagonista selectiva hacia ciertos espasmaogenos.

Los extractos con actividad antimuscarinica (Cuadro 6-3) pueden
ser utilizados de manera semejante a la atropina, es decir en
padecimientos de espasmo del musculo liso con dolor; asi como a
padecimientos debido a un aumento en la actividad colinérgica (Pappano

y Katzung, 2001).

Los extractos con actividad antiespasmddica ante contracciones
inducidas por histamina (Cuadro 6-5), pueden relacionarse con el efecto

antieméticos (Altman, 2001) y nos permite vislumbrar la posibilidad de
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realizar estudios en otros 6rganos como en el musculo liso traqueal, en
donde la histamina causa broncoespasmos a través de la activacién de
receptores H; y también en el musculo uterino en donde es conocido
que las contracciones inducidas por histamina en este musculo puede

conducir al aborto (Katzung y Julius, 2001).

Los extractos con actividad antiespasmoddica ante contracciones
inducidas por serotonina (Cuadro 6-6) pudieran ser Uutiles en el
tratamiento de trastornos gastrointestinales relacionados con el
aumento del espasmo intestinal no debidos a un agente patégeno, como
en el sindrome de intestino irritable, el cual es tratado con éxito
actualmente con antagonistas de los receptores 5-HT3; ademas, éste
tipo de extractos pueden ser de gran ayuda en padecimientos
relacionados con musculo liso vascular, debido a que la serotonina es
un poderoso vasoconstrictor excepto en vasos sanguineos del musculo

esquelético y corazon, donde los dilata (Katzung y Julius, 2001).

En el caso de los extractos con actividad inespecifica puede
indicar que dichos extractos inhiben directamente el flujo de calcio al
citoplasma celular o interviene con alguno de los procesos bioquimicos
asociados con el flujo de calcio a las células del musculo liso

(Karamenderes y Apaydin, 2003).
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7. CONCLUSIONES
Las conclusiones que se derivan el presente trabajo son:
A. Se avalué la actividad antiespasmodica de 28 plantas

utilizadas en la medicina tradicional mexicana.

B. Diez extractos de las plantas evaluadas presentaron efecto
antagonista superior al 50% sobre las contracciones inducidas por
carbacol, 10 sobre BaCl;, 27 sobre histamina y 22 sobre serotonina, de
los cuales 3 presentan mayor selectividad por histamina y 3 por

serotonina.

C. El extracto mas activo fue el Z. liebmannianum, el cual
presenta actividad antiespasmoédica inespecifica y antagonismo no
competitivo de los receptores muscarinicos, de histamina y de
serotonina por lo que se considera que posiblemente interfiere

directamente sobre la actividad de Ca®".

D. Los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacién sustentan que los extractos de las plantas en estudio
presentan actividad antiespasmadica, justificando el uso tradicional de

éstas como agentes antiespasmodicos.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar un estudio biodirigido para caracterizar quimica vy
biolégicamente el o los metabolitos antiespasmaddicos activos de

aquellas plantas con mayor actividad.

Continuar con la caracterizacion farmacoldgica de los extractos de

mayor actividad, en particular para el Z. liebmannianum.
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Fig. A1-1 Porciento de inhibicion de la contraccion inducida en ileon aislado de
rata preincubado con A. sativum [1 mg/mL] ante el espasmégeno de prueba
[carbacol (1X10* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10? M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-2 Porciento de inhibicion de la contraccion inducida en ileon aislado de
rata preincubado con A. triphylla [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X103 M) y serotonina
(1X10™ M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-3 Porciento de inhibicion de la contraccion inducida en ileon aislado de
rata preincubado con A. cherimolla [1 mg/mL] ante el espasmoégeno de prueba
[carbacol (1X10™“ M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X107? M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-4 Porciento de inhibicién de la contraccién inducida en ileon aislado de
rata preincubado con A. absinthium [1 mg/mL] ante el espasmoégeno de
prueba [carbacol (1X10® M), BaCl, (1X10* M), histamina (1X1072 M) y
serotonina (1X10™ M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-5 Porciento de inhibicién de la contraccion inducida en ileon aislado de
rata preincubado con A. ludovisiana [1 mg/mL] ante el espasmadgeno de
prueba [carbacol (1X10™® M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X107° M) y
serotonina (1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-6 Porciento de inhibicion de la contraccion inducida en ileon aislado de
rata preincubado con B. frutescens [1 mg/mL] ante el espasmadgeno de prueba
[carbacol (1X10™ M), BaCl, (1X10* M), histamina (1X10? M) y serotonina
(1X10* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-7 Porciento de inhibicién de la contraccién inducida en ileon aislado de
rata preincubado con C. pulcherrima [1 mg/mL] ante el espasmogeno de
prueba [carbacol (1X10* M), BaCl; (1X10* M), histamina (1X107® M) y
serotonina (1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-8 Porciento de inhibicién de la contraccién inducida en ileon aislado de
rata preincubado con C. papaya [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10® M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-9 Porciento de inhibicién de la contraccién inducida en fleon aislado
de rata preincubado con C. ambrosoides [rojo, 1 mg/mL] ante el espasmdgeno
de prueba [carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™® M), histamina (1X107* M) y
serotonina (1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-10 Porciento de inhibicion de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con C. ambrosoides [verde, 1 mg/mL] ante el espasmdgeno de
prueba [carbacol (1X10* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X107 M) y
serotonina (1X10™ M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-11 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con C. murale [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10* M), BaCl, (1X10* M), histamina (1X102 M) y serotonina
(1X10™ M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-12 Porciento de inhibiciéon de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con C. pentadactylon [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™® M), histamina (1X107® M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-13 Porciento de inhibicion de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con C. mexicana [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10° M) y serotonina
(1X10* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-14 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con C. nucifera [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10* M) y serotonina
(1X10* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-15 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con D. argentea [1 mg/mL] ante el espasmégeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X102 M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-16 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con D. contrajerva [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10* M), histamina (1X102 M) y serotonina

(1X10™* M)].
* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-17 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con G. mexicanum [raiz; 1 mg/mL] ante el espasmdgeno de
prueba [carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™ M), histamina (1X1073 M) y
serotonina (1X10™ M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-18 Porciento de inhibicion de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con G. mexicanum [Partes aéreas; 1 mg/mL] ante el
espasmogeno de prueba [carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina
(1X1073 M) y serotonina (1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-19 Porciento de inhibicién de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con H. excelsa [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™ M), histamina (1X102 M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).

-103 -



Evaluacién de la actividad antiespasmddica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle)

120

100 -

80 - .

60

40 1

Inhibicién [%]

20 1

BaCl2
5-HT -

Carbacol
Histamina -

Agente espasmaodico

Fig. A1-20 Porciento de inhibicién de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con L. alba [1 mg/mL] ante el espasmégeno de prueba [carbacol
(1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10™ M) y serotonina (1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-21 Porciento de inhibiciéon de la contraccién en ileon aislado de rata
preincubado con L. venustum [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba
[carbacol (1X10* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10 M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-22 Porciento de inhibicién de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con M. recutita [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™® M), histamina (1X107 M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-23 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con O. basilicum [1 mg/mL] ante el espasmégeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X10? M) y serotonina
(1X107* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-24 Porciento de inhibiciéon de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con P. granatum [1 mg/mL] ante el espasmoégeno de prueba
[carbacol (1X10* M), BaCl, (1X10™ M), histamina (1X102 M) y serotonina
(1X10°* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).

-108 -
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Fig. A1-25 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con R. chalepensis [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X103 M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-26 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con S. molle [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba [carbacol
(1X10™* M), BaCl, (1X10* M), histamina (1X107 M) y serotonina (1X10* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).

- 110 -
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Fig. A1-27 Porciento de inhibicidn de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con S. villosa [1 mg/mL] ante el espasmogeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10™* M), histamina (1X107 M) y serotonina
(1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-28 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con T. wvulgaris [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10“ M), histamina (1X10? M) y serotonina
(1X10* M)).

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-29 Porciento de inhibicion de la contracciéon en ileon aislado de rata
preincubado con Z. liebmannianum [1 mg/mL] ante el espasmdgeno de prueba
[carbacol (1X10™* M), BaCl, (1X10* M), histamina (1X10* M) y serotonina
(1X10* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Fig. A1-30 Porciento de inhibicion de la contraccion en ileon aislado de rata
preincubado con diferentes antagonistas [atropina (3X107 M), nifedipina
(1X10® M), difenhidramina (6.5X10° M) y metoclopramida (1X1072 M)] ante el
espasmogeno de prueba [carbacol (1X10* M), BaCl, (1X10* M), histamina
(1X107 M) y serotonina (1X10™* M)].

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).

Fig. A1-31 Porciento de inhibicion de la contraccion en i




Evaluacion de la actividad antiespasmédica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle)
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Evaluacién de la actividad antiespasmodica de algunas plantas medicinales mexicanas
en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtie)
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* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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en ileon aislado de rata: Estudio del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle)
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Fig. A1-34 Porciento de inhibicién de la contraccion en ileon aislado de rata preincubado con diferentes

* Hay diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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