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1.- INTRODUCCION

La diarrea, es un sintoma de un trastorno cuya gravedad depende de la
causa que lo origine. La diarrea se caracteriza por la evacuacion frecuente de
heces acuosas, lo que provoca una escasa absorcion de agua y nutrientes. Puede
ir o no acompafiada de dolor, debilidad, nduseas, vomitos, espasmos abdominales
(retortijones), fiebre o pérdida de apetito. El indice de mortalidad por diarrea y
otras enfermedades gastrointestinales para 1994 fue de 10,082, la cifra se
incrementd en 1998 a 41,726 defunciones (Anuario estadistico, 1999), para 1999
la cifra fue de 5,622 defunciones (Anuario estadistico, 2000) y para el 2001 la cifra
fue de 1,695 defunciones (Anuario estadistico 2002). La diarrea puede ser aguda

o cronica.

Aguda.- Aparicion repentina, suele durar uno o dos dias, lo mismo con tratamiento

que sin él.

Cronica.- La diarrea puede estar presente durante largo tiempo, alternandose con
periodos de estrefiimiento. La primera causa de la diarrea cronica es un tumor en
el canal intestinal, especialmente en el caso de cancer de intestino grueso. Otras
causas de diarrea cronica son de caracter infeccioso como la colitis Ulcerosa y la

enfermedad de Crohn (Espiga, 2004)). Existen diversos tratamientos como l0s
opiaceos Yy sus derivados (codeina, difenoxilato y loperamida) son los
farmacos mas eficaces como agentes antidiarreicos, por lo que son
considerados de primera linea. Su principal mecanismo de accion es

reducir la actividad propulsiva del intestino. Otros farmacos que



pueden mejorar los sintomas son los agentes formadores de bolo
fecal, tales como la metilcelulosa. Un antidiarreico no opiaceo, el
subsalicilato de bismuto, cuyo mecanismo de accion se desconoce,
puede resultar Gtil en las diarreas leves. Las resinas de intercambio
ionico como la colestiramina, son eficaces en la diarrea relacionada
con las sales biliares (tras reseccion ileal en una enfermedad de
Crohn.). Otros farmacos que han sido utilizados en la diarrea cronica
severa refractaria al tratamiento habitual son los analogos de la
somatoestatina, como el octredtido, los antagonistas de los canales
del calcio y la clonidina, que deben ser considerados farmacos de

segunda linea. Algunos otros como los antiespasmoédicos, que producen la

reduccion de la contraccion muscular y la disminucién del dolor asociado (Espiga,

2004).

1.1.- PARTICIPACION DEL CALCIO EN EL TEJIDO MUSCULAR

El musculo liso contiene filamentos de actina y miosina de caracteristicas
guimicas similares a las del musculo esquelético. No contienen el complejo de
troponina normal necesario para el control de la contraccibn del musculo
esquelético, de forma que el mecanismo de control de la contraccién es diferente
(Guyton, et. al, 1998). No obstante, al igual que en el musculo esquelético la

contraccion del masculo liso es regulada por el calcio (Harper, et. al, 1992).



La contraccion del tejido muscular liso es una respuesta al aumento de la

concentracion del Ca?" intracelular. La célula modula esta concentracion

regulando el flujo del calcio a través de los canales de calcio que se localizan en la
superficie de la membrana plasmatica. El incremento del Ca®" en el citosol puede
de manera secundaria, movilizar el calcio almacenado en el reticulo
sarcoplasmatico y en las mitocondrias (Méndez, 2000). La liberacion de calcio
almacenado en los depdsitos intracelulares ocurre ademas por la accion del propio
calcio al aumentar en el citosol, a este  proceso se le denomina “Ca?* induce la
salida Ca®" “ (Méndez, 2000). El citoplasma es el compartimiento en la célula
donde se encuentran la mayoria de las enzimas sensibles al calcio y que son
encargadas de regular la interaccion del calcio con las proteinas contractiles. La
unién del calcio con la calmodulina forma un complejo Ca?* - calmodulina el cual
activa la cinasa de la cadena ligera de la miosina, produce la fosforilacion de la
serina en la cadena ligera de la miosina, la que en su forma fosforilada activa a la
ATPasa de la actina-miosina y el musculo se contrae (Tortora, et.al, 1989 ). En la

figural se muestra el esquema general de la contraccion del musculo liso.
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Fig. 1 Esquema general de la contraccion del masculo liso tomado de www.uam.es

Los avances logrados en el conocimiento de los mecanismos que median la
accion antagonista de canales de calcio como una alternativa para contrarrestar la
diarrea, los espasmos, dolor de estomago entre otros y la posibilidad contar con
farmacos mas selectivos, ha propiciado el interés por encontrar otros compuestos
con estas propiedades y la herbolaria puede ser una fuente que proporcione

nuevas moléculas (Méndez, 2000).

1.2.- PLANTAS MEDICINALES
México es un pais de gran diversidad floristica. Su poblacion a través del

tiempo y de un largo proceso de aprendizaje, ha sabido apropiarse de esos



recursos de la naturaleza para su beneficio y sistematizarlos atendiendo a la
utilidad que le proporcionan; asi encontramos plantas de orden alimenticio como
forrajero, ornamental o medicinal. Las plantas medicinales forman parte importante
de los recursos terapéuticos que emplea la medicina tradicional popular mexicana,
y han representado desde siempre una alternativa como recursos para la salud

(Aguilar y Camacho, 1994).

La medicina tradicional popular ocupa un lugar en la realidad médica del
pais. Mientras la medicina alépata cubre el 40% de los servicios de salud, cerca
de 20 millones de habitantes recurre a las plantas medicinales o0 a otros recursos
de la medicina tradicional popular para poder curarse. Gran parte de la medicina
tradicional es rescatable y puede ser un importante campo para implementar
nuevos planes de salud que combinen el conocimiento popular con el

conocimiento cientifico (Tascon, 1997).

Datos estadisticos del programa del IMSS-COPLAMAR (posteriormente
IMSS-SOLIDARIDAD) seialan que existen 1300 curanderos. De esta encuesta se
desprende que en el territorio nacional hay especialistas de la medicina tradicional

como yerberos, hueseros, parteras, sobadores, entre otros (Aguilar, 1994).

En la actualidad la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
alrededor del 80% de los habitantes del planeta recurren principalmente a
remedios tradicionales. Esta afirmacion se habia dicho ya en los afios setenta. En

aguella época la OMS sugeria que esta tendencia podria invertirse en el afio 2000



a fin de que para ese entonces el 80% de la poblacién pudiera tener acceso a la
atencién primaria de salud en dispensario y que soélo la quinta parte de la
poblacion fuera tratada con la medicina tradicional. A partir de esa sugerencia se
comienza a replantear la investigacion cientifica de la herbolaria utilizada por la

poblacién mexicana (Aguilar, 1994).

Entre los padecimientos que frecuentemente la poblacién atiende con
plantas medicinales se encuentran los desérdenes gastrointestinales; estas
enfermedades son causa de una alto indice de mortalidad en nuestro pais, siendo
la diarrea como se menciono anteriormente, la principal causa de muerte

especialmente en la poblacion infantil (Zavala et al., 1998).

Diversas son las plantas que la poblacion emplea para tratar enfermedades
gastrointestinales entre las que se encuentran la hierbabuena (M. spicata), la
manzanilla (M. chamomilla), el epazote (Ch. ambrosioides) y estafiate (A. judaica)
gue ademas la han utilizado como antagonista de calcio entre otras. En la
literatura también se destaca el papel de Alternanthera repens por su efecto
antidiarreico. Esta planta se recomienda para el tratamiento de padecimientos
digestivos como diarrea, dolor de estbmago e inflamacion intestinal. Debido a la
gran incidencia de estas enfermedades A. repens es una, de las tantas plantas
consideradas, como alternativa real que la poblacion utiliza para afrontarlas

(Calderén, 1998).



2.- DESCRIPCION BOTANICA Alternantherarepens (L.) Kuntze (Tianguis).

2.1- Sinonimias.-
Alternanthera caracasana HBK
Achyranthes repens L.
Alternanthera punges HBK

Alternanthera repens (L.)Kuntze

2.2- Nombres comunes -

Estado de México: verdolaga cimarrona, verdolaga de puerco, tianguis,
tianguispeptla, tianquizpepetla (Calderén, 1998).

Michoacéan: nxiga Otomi), tianquispeptla, Tumina, tianguis.

Puebla: Tianguistumina, Tianguispeptla, tlalpetate, verdolaga cimarrona.

Veracruz: Verdolaga de puerco, Tianguispeptla.

Hidalgo: Tianguis, Tianguispepetla (Calderdén, 1998).

Distrito Federal: Tianguis, Tianguispepetla (Calderon, 1998).

2.3- Botanicay Ecologia

Hierba rastrera, con tallos ramificados parece alfombra. Con hojas mas
largas que anchas de color verde oscuro. Las flores estan en cabezuelas de color
blanquecino, parecen estrellitas que estan colocadas entre las hojas (Carvajal,

1990). Pertenece a la familia de las Amarantaceas (Ver figura 2).
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Fig. 2 Alternanthera repens (L.) Kuntze (James, 2004)

Originaria de América tropical y subtropical, se encuentra en climas calidos,
semicalidos y templados desde el nivel del mar hasta los 2700m, asociados a
terrenos de cultivo, bosque tropical caducifolio y subcaducifolio, bosques
espinosos, matorral y xerofilo, bosques mesdfilo de montafia, de encino, de pino y
mixto de pino-encino (Argueta et al,1994). La distribucién de esta planta es amplia
y se encuentra desde el sureste de los Estados Unidos hasta Argentina. Se ha
reportado que se encuentra en el sur de Europa (Rzedowski y Rzedowski, 1990).
En la Republica Mexicana esta ampliamente distribuida, algunos de los estados
donde se ha encontrado son Puebla, Michoacan, Veracruz, Hidalgo, Distrito

Federal, Yucatan, Durango, San Luis Potosi, Estado de México, Chiapas,



Guanajuato, Querétaro, Baja California sur, Coahuila, Chihuahua, Jalisco, Nayarit,

Nuevo Ledn (Ver figura 3).

\ Estado=s Unidos de Ameérica
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Fig. 3 En el mapa se muestra la distribucion de Alternanthera repens (L.) Kuntze en
México. En los estados en crema se ha reportado la presencia de A.repens tomado de

www.sre.gob.mx

2.4- Etnoboténica y Antropologia
Aunque se menciona que las fiebres o calenturas son los principales
padecimientos para los que se usa esta planta, también es de gran importancia

en malestares digestivos, dolor de estbmago, estrefiimiento, empacho, infeccion



intestinal, colicos, vesicula sucia, diarrea, contra parasitos entre otras (Argueta et
al, 1994). Se menciona que en caso de tifoidea, se hierve la raiz en suficiente
agua, posteriormente se le agrega limén y se da un lavado, usando medio litro
para los nifios y un litro para los adultos. Se reporta también como purgante
(Argueta et al, 1994). El uso del cocimiento de los tallos y las flores de la planta,
en proporcion de 5 a 7g en 100 ml de agua para tomar cada 3 horas, provoca en
enfermos con fiebre una disminucion de ésta, acompafada de sudoracién
abundante, y aumentando la cantidad de orina, pudiéndose considerar como
diaforético y diurético. Se menciona que tiene cierta accion tonica sobre el
corazon, aumentando la energia de las contracciones, lo que resulta muy util en
los estados de infeccion, impidiendo la astenia cardiaca, comdn en estos casos

por lo que su empleo es como antitérmico, ténico y diurético (Cabrera, 1981).

Esta planta era utilizada por los antiguos mexicanos con el nombre de
“tianguiz” en las enfermedades acompafiadas de fiebre, especialmente en el
tabardillo o tfo exantematico (Cabrera, 1981). Era usada ademas, en forma de
agua o jugo para estomatitis, ulceras de la boca, fiebre, tifo, como diurético y
astringente (Flores y Troncoso, 1982). El tianguis kijoso es utilizado por los grupos
mixe, zapoteca y totonacas para la curacion del empacho y la disenteria. También
puede emplearse en enfermedades como sarampidn, viruela o escarlatina, para
dolor de rifiones, tifo, alferecia (enfermedad infantil de caracter convulsivo), mal de
0jo y como antiespasmaodico (Argueta et al, 1994). Otros estudios como el de
Calderon (1998) establecen que el uso de la planta es vigente en poblaciones del

Estado de Meéxico y Michoacan principalmente para padecimientos
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gastrointestinales. En recientes estudios han utilizado esta planta como
antiprotozoaria siendo efectiva contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia

(Tapia- Pérez et al., 2003).

2.5- Fitogquimica

La planta contiene una corta cantidad de resina blanda de sabor
ligeramente amargo y desagradable, materia extractiva, clorofila, nitratos vy
oxalatos de potasio y sodio y un glucésido, que no ha sido aislado, y que parece
ser el elemento mas activo de la planta (Martinez, 1992).Se han aislado

Triterpenos y saponinas de A. repens (Sonoko et al, 1999).
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3.-ANTECEDENTES

Hernandez en 1996 reportd que el extracto metandlico de A. repens
present6 actividad antidiarreica dependiente de la dosis en el intervalo 12.5 a 50
g/Kg. El extracto metanolico present6 un efecto inhibitorio sobre la peristalsis del

intestino de ratas Wistar disminuyendo el transito intestinal.

Zavala y colaboradores (1998) realizaron un estudio en donde el extracto
metandlico de A. repens presentd actividad antidiarreica en ratas macho Wistar,
de igual forma trabajaron con peristalsis. El extracto metandlico presentdé una

inhibicion del trasporte intestinal de ratas Wistar.

Evaluando el efecto antimicrobiano de Alternanthera repens Calderdn en
1998 realizé pruebas microbiol6gicas con bacterias asociadas a gastroenteritis
ademas, al realizar el analisis quimico preliminar de la planta detecta la presencia
de alcaloides, saponinas, taninos, fenoles y azlcares, en los tres extractos

analizados (acuoso, etanolico y metandlico).

Canales en el 2000 realizé la evaluacion de la actividad antimicrobiana de
Alternanthera caracasana HBK asi como la elucidacion de la estructura quimica
del compuesto responsable de esta actividad. Obtuvo 5 extractos (con hexano,
cloroformo, acetato de etilo, acetona y metanol) de 7 Kg de planta seca. Con el
método de Kirby-Bauer evalué la actividad antimicrobiana de los extractos de esta
planta sobre 14 cepas de bacterias y una de hongo. El extracto de acetato de etilo

presentd mayor actividad, este extracto se fracciond utilizando cromatografia en

12



columna, en placa fina, y en placa preparativa, con lo cual se purificé el
compuesto y mediante estudios espectroscopicos y espectrometria de masas, se
elucidé la estructura quimica de la sustancia responsable de la actividad

antimicrobiana la cual correspondi6 a la 7-metoxi-cumarina.

En el laboratorio ®Garin-Aguilar y col. (2001) realizaron estudio sobre la
reduccion de la fuerza de contraccion del ileon de rata y el efecto antimicrobiano
de estractos de Alternanthera repens. Los resultados mostraron que él extracto
hexanico produjé halos de inhibicion y el extracto acuoso redujo en un 80% la
fuerza de contraccién del ileon sin afectarla frecuencia de las contracciones y que

este efecto es dependiente de la dosis.

En el laboratorio, PGarin-Aguilar y col. (2001) realizaron un estudio sobre la
actividad antibacteriana y espasmolitica de extractos de Alternanthera repens (L.)
Kuntze. Los resultados de actividad antibacteriana indicaron que el extracto
hexanico de hojas de Alternanthera repens fue efectivo contra las bacterias
Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae y Shigella boydii. Por otro
lado, empleando una preparacién para O6rgano aislado, mostraron el efecto
espasmolitico del extracto acuoso de hojas de Alternanthera repens sobre cortes
de ileon aislado de rata. Este extracto (1.77 mg/ml) relaj6 el intestino pre-contraido
con acetilcolina 5 uM y con KCI 50 mM. Los datos sugieren que el extracto acuoso
de las hojas de esta planta se comporta como un antagonista colinérgico, y que
posiblemente bloquea la entrada de calcio. Asi, los autores sugieren que el o los

principios activos de la planta responsables de la actividad antimicrobiana son de

13



naturaleza no polar, mientras que los responsables de la actividad espasmolitica
son de naturaleza polar. Sin embargo es necesario conocer Ios mecanismos por
los cuales es posible se contraiga el musculo liso, asi, esta investigacion se disefio
con la finalidad de evaluar el efecto de los extractos, y fracciones de las hojas de
A. repens sobre el transporte de calcio y sobre la accién contractil de serotonina
con el fin de conocer si el efecto anticolinérgico es especifico o no por tal motivo

en este estudio se plantearon los siguientes objetivos.

14



4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antiespasmddico del extracto acuoso y de las fracciones

obtenidas de la planta Alternanthera repens en preparaciones in vitro.

4.1- OBJETIVOS PARTICULARES
» Evaluar el efecto que producen los extractos acuoso, hexanico y metandlico
de Alternanthera repens sobre la contraccion del ileon de rata aislado inducida

con cloruro de potasio.

> Evaluar el efecto que producen los extractos acuoso, hexanico y metandlico
de Alternanthera repens sobre la contraccion del ileon de rata aislado

inducida con cloruro de calcio.

» Evaluar el efecto que producen los extractos acuoso, hexanico y metanolico
de Alternanthera repens sobre la contraccion del ileon de rata aislado inducida

con serotonina.

» Evaluar el efecto que producen las fracciones obtenidas a partir del extracto
metandlico de Alternanthera repens sobre la contraccion del ileon de rata

aislado inducida con cloruro de potasio.

» Evaluar el efecto que producen las fracciones obtenidas a partir del extracto
metanolico de Alternanthera repens sobre la contraccion del ileon de rata

aislado inducida con cloruro de calcio.

15



» Evaluar el efecto que producen las fracciones obtenidas a partir del extracto
metandlico de Alternanthera repens sobre la contraccién del ileon de rata

aislado inducida con serotonina.

16



5.- MATERIAL Y METODO

Trabajo de herbario
Seleccion, recolecciony
Determinacion del eiemplar

Extraccionde

Extraccionde
Fraccién acuosa

Fraccion hexanica

Preparacion

Obtencion de
de extracto hexanico
infusion
Concentracion de
Concentrar extracto a presion
(Secado) reducida
Peso seco Peso seco

Dilucién 23 mg/ml Dilucién 10 mg/ml

Fig. 4 Diagrama de metodologia Fase 1
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5.1- COLECTA

La recoleccion de la planta se llevé acabo de junio de 2003- septiembre de
2003 en las instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES
Iztacala). Se seleccionaron tres sitios de colecta y en cada uno se realizaron tres
muestreos: (Kiosko de la UIICSE, alrededor de las Canchas de basket ball y Pista
de Atletismos). En la figura 5 se muestra un mapa donde se indican los sitios de
colecta. Colectados los ejemplares se prensaron y secaron para proceder a su
determinacion taxonémica misma que se realizd en el Herbario MEXU del Instituto
de Biologia de la UNAM por la especialista en Amarantaceas, Dra. Hilda Flores

Olvera.
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Fig.5 En el mapa se muestran los puntos de colecta en la FES Iztacala tomado de

biologia.iztacala.unam.mx
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Los ejemplares fueron depositados en el Herbario MEXU quedando registrados

con el nimero 11256 y en el Herbario de la Facultad de Estudios Superiores

Iztacala quedando registrados con el nimero 849,

5.2. PREPARACION DE EXTRACTOS ACUOSO, HEXANICO, METANOLICO
Y FRACCIONES OBTENIDAS A PARTIR DEL EXTRACTO

METANOLICO.

EXTRACTO ACUOSO.- Se pesaron 5 g de hojas secas de A. repens, se
pulverizaron y suspendieron en 100 ml de agua destilada, posteriormente se
colocaron en una parrila previamente calentada, se puso por 15 minutos a
ebullicion, se dejo enfriar a temperatura ambiente y filtr6 con papel Watman #1, el
sobrenadante se coloc6 en un vaso de precipitado de 500 ml y se dejé secar en
un horno a 60° C , por 24h posteriormente se obtuvo el extracto seco, se
suspendid con solucién salina isoténica 0.9%. Se determiné el pH y se ajusto a

7.4.

EXTRACTO HEXANICO.- Se pesaron 50 g de hojas secas de A. repens y se
colocaron en un frasco con hexano cubriendo perfectamente las hojas y se dejé
por 48 h evitando la luz directa del sol a temperatura ambiente. Después de ese
tiempo se filtré6 con papel Watman #1, el sobrenadante obtenido se concentro a
presién reducida pasandolo por el rotavapor a temperatura del bafio maria y se

dej6 en frascos rotulados a temperatura ambiente evitando la luz solar.
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Posteriormente se obtuvo el extracto seco se tomo 1g para elucidar alguno de los
compuestos presentes en el extracto crudo mediante determinacion
espectrometrica en el ultravioleta y otra parte se resuspendié. Se determino el pH

y se ajustoa 7.4

EXTRACTO METANOLICO.- La hoja desengrasada se coloco posteriormente en
metanol por 48 h a emperatura ambiente, después de ese tiempo se filtré con
papel Watman #1, el sobrenadante obtenido se concentr6 a presién reducida
pasandolo por el rotavapor a temperatura del bafio maria y se dejé en frascos a
temperatura ambiente evitando la luz solar. Posteriormente se obtuvo el extracto
seco; se tomo 1g para elucidar alguno de los compuestos presentes en el extracto
crudo mediante determinacién espectrometrica en el ultravioleta y otra parte se
resuspendié con solucion salina isotonica 0.9%. Se determino el pH y se ajusto a

7.4.

OBTENCION DE FRACCIONES.- Se pesaron 50 g de hojas secas de A. repens
se colocaron en frascos con hexano para obtener la parte no polar de las hojas y
se tapo dejandolos por 48 h a temperatura ambiente, después de ese tiempo se
filtr6 con papel Watman #1, el sobrenadante obtenido se concentré a presion
reducida pasandolo por el rotavapor a temperatura del bafio maria y se dejé en
frascos a temperatura ambiente evitando la luz solar. La hoja desengrasada fue
puesta posteriormente en metanol por 48 h a temperatura ambiente, después de
ese tiempo se filtr6 con papel Watman #1, el sobrenadante obtenido se concentrd

a presion reducida pasandolo por el rotavapor a temperatura del bafio maria y se
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dej6 en frascos rotulados a temperatura ambiente evitando la luz solar. Se obtuvo
el peso seco y se tomo parte del extracto crudo 0.02 g posteriormente se
resuspendié con metanol y se coloco en la columna y obtener asi las fracciones.

Se tomo 0.02 g de cada fraccion obtenida y se prob6 en el tejido.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA- Se realiz6 una resolucion de los
componentes de cada concentracion empleando cromatofolios de silica gel Merck
(kieselgel 60-5553) de 5 X 3 cm utlizando como eluyente una mezcla de
diclorometano: metanol (8: 2 %). Las placas se revelaron con hipoclorito de sodio

al 30% y sulfato cérico amoniacal para marcar diferentes compuestos (figura 5).

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.- El primer paso fue poner como fondo
aproximadamente unos 20 cm de silica gel de malla 60-230 (Sigma 5-2509)
disuelta en diclorometano, para posteriormente colocar el extracto metandlico y
por ultimo colocar nuevamente silica. Para que fueran arrastrados los solutos se
utilizé como disolventes diferentes concentraciones de diclorometano: metanol
desde la 100% diclorometano (fraccion A) hasta la 70: 30 % diclorometano:
metanol (fraccidn F). Ya que se tuvieron todas las concentraciones se realizd una
resolucion de los componentes de cada concentracion empleando cromatofolios
de silica gel de 5 X 3 cm utilizando como eluyente una mezcla de diclorometano:
metanol (8: 2). Después de que el eluyente ascendid se saco la placa de la
camara cromatografica dejando que se secara para posteriormente pasar las
placas a una lampara ultravioleta donde se observaban manchas de compuestos

presentes que fueron marcadas, para después ser reveladas con hipoclorito de
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sodio al 30% y sulfato cérico amoniacal para marcar diferentes compuestos

(figura 6).

Fig. 6 Cromatografia en columna y placa fina
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Fig. 7 Diagrama de la metodologia Fase 2
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5.3. BIOENSAYO

Animales.- Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 250-300 gramos, que
fueron proporcionadas por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala. UNAM. Donde se mantuvieron en condiciones ambientales con agua y

alimento ad libitum.

Preparacion in vitro.- El modelo biologico se disefio de acuerdo a las técnicas
tradicionales descritas para registrar in vitro cambios peristélticos producidos por
farmacos aplicados directamente en la camara de incubacion (Barastegui, 1984).
El animal se sacrificd por dislocacion cervical. Se disecto el ileon, abriendo en la
parte del abdomen, y se localiz6 el ciego, alzandolo por la parte de atras, se hizo
un corte con tijeras muy cerca de la unién ileocecal. Se separo un fragmento de
intestino (unos 10cm). EIl fragmento de ileon se colocdé en una caja petri con
solucion de Tyrode (NaCl 8 g/l, KCI 0.2g/l, MgCk.6H,O 0.213 g/l, CaCl, 0.2g/l,
NaH,PO, 0.058 g/l, NaHCO3; 1 g¢/l, Glucosa 1 g/l) pH 7 a 37 °C. Se lavo
cuidadosamente para eliminar el material fecal, se cortaron segmentos de 2 cm
atando de manera independiente ambos extremos con hilo de seda (No. 5/0). El
organo se coloc6 longitudinalmente en una camara de vidrio vertical para érgano
aislado con solucion de Tyrode (15 ml), a temperatura de 37 °C y con aireacion.
El hilo de uno de los extremos se enlazé a un miograf6 F60 (Narco Byo-Sistem)
acoplado al fisiografo (modelo DMP-4B), previamente calibrado (figura 8). Se
aplicé una tension de 0.5 g al fragmento del ileon. Se realizaron varios cambios
de la solucidn fisiol6gica. Se realizo un registro de la actividad basal hasta que se

mantuvo estable.
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Fig. 8 Miégrafo F60 (Narco Byo-Sistem ) acoplado al fisiografo NBS ( modelo DPH-4B).

Tratamientos.
» Cloruro de Potasio (KCI) 50 mM
» Serotonina (5HT) 0.0001 M

» Cloruro de Calcio (CaCl ) 20 mM

Procedimiento.

Se realizaron curvas concentracién-respuesta aplicando de manera
acumulativa Cloruro de Potasio (KCI) 50 mM 6 Serotonina (5HT) 10 * M 6
Cloruro de Calcio (CaCl ;) 20 mM para observar la fuerza de contraccién que
producen estas sustancias. Se realizd una curva concentracion-respuesta de 0.98
a4.54 mMde KClI 6 2.23a1.02 x10° M de 5HT 6 0.392 a 1.81 mM de Ca Ch.
Posteriormente se hizo un lavado al tejido con solucion fisiologica y se dejo

estabilizar la actividad peristéltica por 15 minutos, después de ese tiempo se
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aplicé 0.35 ml extracto acuoso (concentracion de 23 mg/ml) é extracto hexanico
(10mg/ml) 6 extracto metandlico (10mg/ml). Se dejé estabilizar la preparacion por
5 minutos y enseguida se aplicaron 0.28 ml de KCI 20 mM 6 Serotonina 10 * M 6
Cloruro de Calcio 20 mM acumulativamente como en el caso de la curva control y
se registro la fuerza de contraccion. Enseguida se hizo un lavado con solucion
fisiologica y se dejo estabilizar la preparacion por 5 minutos, después de ese
tiempo se aplicd 0.70 ml extracto acuoso (concentracion de 23 mg/ml) 6 extracto
hexanico (10mg/ml) 6 extracto metandlico (10mg/ml). Se dej6é estabilizar la
preparacion por 5 minutos y enseguida se aplicaron 0.28 ml de KCI 20 mM 6
Serotonina 10 * M 6 Cloruro de Calcio 20 mM acumulativamente como en el
caso de la curva control y se registré la fuerza de contraccion. Posteriormente se
hizo un lavado al tejido con solucién fisiologica y se dejo estabilizar la actividad
peristaltica por 15 minutos, después de ese tiempo se aplicé 1.4 ml del extracto
acuoso (concentracion de 23 mg/ml) 6 extracto hexanico (10mg/ml) 6 extracto
metandlico (10mg/ml). Se dej6 estabilizar la preparaciébn por 5 minutos y
enseguida se aplicaron 0.28 ml de KCI 20 mM 6 Serotonina 10 * M 6 Cloruro de
Calcio 20 mM acumulativamente como en el caso de la curva control y se registré
la fuerza de contraccion. Finalmente se hizo un lavado al tejido con solucién
fisiologica y se dejo estabilizar la actividad peristaltica por 15minutos. Después de
ese tiempo se aplico nuevamente KCl 50 mM ¢ Serotonina 10 * M 6 Cloruro de
Calcio 20 mM de manera acumulativa para corroborar que la preparacion
responde adecuadamente. Las fracciones obtenidas por cromatografia en
columna del extracto metandlico se probaron de manera semejante al extracto

acuoso, se realizé una curva control aplicando de manera acumulativa 0.28 ml de
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Cloruro de Potasio (KCI) 50 mM 6 Serotonina 10 * M 6 Cloruro de Calcio 20 mM
para observar la fuerza de contraccibn que producen estas sustancias. Se
realizaron cinco aplicaciones acumulativas. Solo se hizo una aplicacién de 1ml de
cada fraccion antes del KCI 50 mM 6 Serotonina 10 * M 6 Cloruro de Calcio 20
mM obteniendo asi las curvas concentracion -respuesta. De manera similar para
los extractos y las fracciones obtenidas por cromatografia en columna se
realizaron célculos para determinar las concentraciones de cada aplicacién en
unidades molar (M) milimolaridad (mM) y se determind la fuerza de contraccion en

miligramos.

Andlisis Estadistico

Los resultados se expresaron como la media * el error estdndar de la media
(EEM). Con la media aritmética de las tres réplicas se elaboraron las curvas de
concentracionrespuesta y se compararon los efectos de contraccion y relajacion
obtenidos a partir de las hojas de A. repens colectadas en los diferentes sitios de
la FES-I. Los resultados fueron evaluados mediante la prueba t Student pareada

(pJ0.05).
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6.- RESULTADOS

6.1- Efecto del extracto acuoso de A. repens sobre la contraccion inducida
con KCI.

En la figura 9 se muestra la curva concentracion-respuesta del intestino aislado de
rata a KCl de 0.98 a 4.54 mM control y en presencia de 0.56, 1.095 y 2.09 mg/ml
del extracto acuoso de las hojas de A. repens. Se observo que este extracto

+.

inhibio la contractilidad inducida por el K
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Fig.9 Efecto del extracto acuoso de las hojas de A. repens sobre la contraccion del ileon
de rata inducida con KCI. Se realizaron curvas concentracion-respuesta a KCI (J) en
ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto acuoso (1 0.56, "' 1.09,

0 2.09 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *p 0.05; n=3.
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6.2- Inhibicién de la contractilidad en respuesta a Ca®*

En la figura 10 se muestra la curva concentracion-respuesta contractil a CaCl, de
0.39 a 1.81 mM control y en presencia de 0.56, 1.095 y 2.09 mg/ml del extracto
acuoso de las hojas de A. repens. Se observo que el extracto inhibié la

contractilidad intestinal inducida por el Ca®*
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Fig. 10 Efecto del extracto acuoso de las hojas de A. repens sobre la contraccion del ileon
de rata inducida con CaCl,. Se realizaron curvas concentracion-respuesta a CaCl,. ([)
en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto acuoso (! 0.56,

1.09, O 2.09 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *p[J 0.05; n=3.
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6.3- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a serotonina.
En la figura 11 se muestra la curva concentracion-respuesta a la serotonina de
2.23 a 1.025 x 10-6 M control y en presencia de 0.56, 1.095 y 2.09 mg/ml del

extracto acuoso de las hojas de A. repens. El extracto inhibié la respuesta a

serotonina.
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Fig. 11 Efecto del extracto acuoso de las hojas de A. repens sobre la contraccion del
ileon de rata inducida con serotonina Se realizaron curvas concentracion-respuesta a
5HT ([1) en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto acuoso ('
0.56, | 1 1.09, 0 2.09 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *p0 0.05;

n=3.
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6.4- Efecto del extracto hexanico de A. repens sobre la contraccién inducida
con KCI.

En la figura 12 se muestra la curva concentracién-respuesta del intestino aislado
de rata a KCI de 0.98 a 4.54 mM control y en presencia de 0.245, 0.4761 y 0.909
mg/ml del extracto hexanico de las hojas de A. repens. Se observo que este

extracto no inhibio la contractilidad inducida por el K"
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Fig. 12 Efecto del extracto hexanico de las hojas de A. repens sobre la contraccion del
ileon de rata inducida con KCI. Se realizaron curvas concentracion-respuesta a KCI (1)
en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de | extracto hexanico ([] 0.245,

0.4761, O 0.909 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *pl] 0.05; n=3.
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6.5- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a Ca®*

En la figural3 se muestra la curva concentracion-respuesta contractil a CaCl, de
0.39 a 1.81 mM control y en presencia de 0.245, 0.4761 y 0.909 mg/ml del
extracto hexanico de las hojas de A. repens. Se observa que el extracto no

inhibi6 la contractilidad intestinal inducida por el Ca?*
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Fig. 13 Efecto del extracto hexanico de las hojas de A. repens sobre la contraccion del
ileon de rata inducida con CacCl,. Se realizaron curvas concentracion-respuesta a CaCl,
() en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto hexanico ([
0.245, 11 0.4761, 0 0.909 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *pl]

0.05; n=3.
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6.6- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a serotonina.
En la figura 14 se muestra la curva concentracion-respuesta a la serotonina de
2.23 a 1.025 x 10-6 M control y en presencia de 0.245, 0.4761 y 0.909 mg/ml del

extracto hexanico de las hojas de A. repens. El extracto no inhibi6 la respuesta a

serotonina.
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Fig. 14 Efecto del extracto hexanico de las hojas de A. repens sobre la contraccion del
ileon de rata inducida con serotonina Se realizaron curvas concentracion-respuesta a
5HT ([J) en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto hexanico ([
0.245, ' 10.4761, 0 0.909 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *p[]

0.05; n=3.
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6.7- Efecto del extracto metandlico de A. repens sobre la contraccion
inducida con KCI.

En la figura 15 se muestra la curva concentracién-respuesta del intestino aislado
de rata a KCl de 0.98 a 4.54 mM control y en presencia de 0.245, 0.476 y 0.909
mg/ml del extracto metandlico de las hojas de A. repens. Se observa que este

extracto inhibié la contractilidad inducida porel K™
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Fig. 15 Efecto del extracto metandlico de las hojas de A. repens sobre la contraccion del
ileon de rata inducida con KCI. Se realizaron curvas concentracion-respuesta a KCI (1)
en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto metandlico ([ 0.245,

0.4761, O 0.909 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *pl 0.05; n=3.



6.8- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a Ca®*

En la figura 16 se muestra la curva concentracidon-respuesta contractil a CaCl, de
0.39 a 1.81 mM control y en presencia de 0.245, 0.476 y 0.909 mg/ml del extracto
metanolico de las hojas de A. repens. Se observwo que el extracto inhibio la

contractilidad intestinal inducida por el Ca®*
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Fig. 16 Efecto del extracto metandlico de las hojas de A. repens sobre la contraccion del
ileon de rata inducida con CacCl,. Se realizaron curvas concentracion-respuesta a CaCl,
() en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto metandlico (U
0.245, 11 0.4761, 0 0.909 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *pl]

0.05; n=3.
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6.9- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a serotonina.
En la figura 17 se muestra la curva concentracion-respuesta a la serotonina de
2.23 a 1.025 x 10-6 M control y en presencia de 0.245, 0.476 y 0.909 mg/ml del

extracto metandlico de las hojas de A. repens. El extracto inhibio la respuesta a la

serotonina.
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Fig. 17 Efecto del extracto metandlico de las hojas de A. repens sobre la contraccién del
ileon de rata inducida con serotonina. Se realizaron curvas concentracion-respuesta a
5HT ([J) en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto metandlico
(1 0.245, 10.4761, O 0.909 mg/ml). Cada punto representa la media + EEM para una *p0J

0.05; n=3.
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6.10- Efecto de fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de A.
repens sobre la contraccién inducida con KCI.

En la figura 18 se muestra la curva concentracién-respuesta del intestino aislado
de rata a KCI de 0.98 a 4.54 mM control y en presencia de 0.66 mg/ml de las
fracciones 90:10 diclorometano: metanol (B), 80:20 diclorometano: metanol (C) y
85:15 diclorometano: metanol (D) obtenidas por cromatografia a partir del extracto
metandlico de las hojas de A. repens. Se observo que estas fracciones inhibieron

la contractilidad inducida porel K*
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Fig. 18 Efecto de las fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de las hojas de
A. repens sobre la contraccion del ileon de rata inducida con KCI. Se realizaron curvas
concentracion-respuesta a KCI ([1) en ausencia y presencia de diferentes fracciones ([ B,
C, 0D, 0.66 mg/ml) obtenidas a partir del extracto metandlico. Cada punto representa la

media + EEM para una *p0J 0.05; n=3.

37



6.11- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a Ca**

En la figura 19 se muestra la curva concentracion-respuesta contractil a CaCl, de
0.39 a 1.81 mM control y en presencia de 0.66, mg/ml de las fracciones 90:10
diclorometano: metanol (B), 80:20 diclorometano: metanol (C) y 85:15
diclorometano: metanol (D) obtenidas por cromatografia a partir del extracto
metanolico de las hojas de A. repens. Se observo que las fracciones inhibieron la

contractilidad intestinal inducida por el Ca?*.
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Fig. 19 Efecto de las fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de las hojas de
A. repens sobre la contraccion ileon de rata inducida con CacCl, ([1). Se realizaron curvas
concentracidon-respuesta a CaCl, en ausencia y presencia de diferentes fracciones (U B,

C, 0D, 0.66 mg/ml) obtenidas a partir del extracto metandlico. Cada punto representa la

media + EEM para una *p0J 0.05; n=3.

38



6.12- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a serotonina.

En la figura 20 se muestra la curva concentracion-respuesta a la serotonina de
2.23 a 1.025 x 10-6 M control y en presencia de 0.66 mg/ml de las fracciones
90:10 diclorometano: metanol (B), 80:20 diclorometano: metanol (C) y 85:15
diclorometano: metanol (D) obtenidas por cromatografia a partir del extracto
metanolico de las hojas de A. repens. Se observo que las fracciones inhibieron la

respuesta a serotonina.
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Fig.20 Efecto de las fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de las hojas de
A. repens sobre la contraccion ileon de rata inducida con 5HT ([J). Se realizaron curvas
concentracion-respuesta a 5-HT en ausencia y presencia de diferentes fracciones (! B,
C, 0D, 0.66 mg/ml) obtenidas a partir del extracto metandlico. Cada punto representa la

media + EEM para una *p0 0.05; n=3.
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6.13- Efecto de fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de A.
repens sobre la contraccién inducida con KCI.

En la figura 21 se muestra la curva concentracién-respuesta del intestino aislado
de rata a KCI de 0.98 a 4.54 mM control y en presencia de 0.66 mg/ml de las
fracciones 95:15 diclorometano: metanol (A), 75:25 diclorometano: metanol (E) y
70:30 diclorometano: metanol (F) obtenidas por cromatografia a partir del extracto
metandlico de las hojas de A. repens. Se observo que estas fracciones no

inhibieron la contractilidad inducida por el K™
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Fig. 21 Efecto de las fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de las hojas de
A. repens sobre la contraccion ileon de rata inducida con KCI ([1). Se realizaron curvas
concentracion-respuesta a KCl en ausencia y presencia de diferentes fracciones ([ A, | 'E,
OF, 0.66 mg/ml) obtenidas a partir del extracto metandlico. Cada punto representa la

media + EEM para una *pd 0.05; n=3.
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6.14- Inhibicion de la contractilidad en respuesta a Ca**

En la figura 22 se muestra la curva concentracidén-respuesta contractil a CaCl, de
0.39 a 1.81 mM control y en presencia de 0.66, mg/ml de las fracciones 95:15
diclorometano: metanol (A), 75:25 diclorometano: metanol (E) y 70:30
diclorometano: metanol (F) obtenidas por cromatografia a partir del extracto
metanolico de las hojas de A. repens. Se observo que las fracciones no

inhibieron la contractilidad intestinal inducida por el Ca?*.
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Fig. 22 Efecto de las fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de las hojas de
A. repens sobre la contraccion ileon de rata inducida con CacCl, ([1). Se realizaron curvas
concentracion-respuesta a CaCl, en ausencia y presencia de diferentes fracciones (L[] A,

E, OF, 0.66 mg/ml) obtenidas a partir del extracto metandlico. Cada punto representa la

media + EEM para una *p0J 0.05; n=3.
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6.15- Inhibiciéon de la contractilidad en respuesta a serotonina.

En la figura 23 se muestra la curva concentracion-respuesta a la serotonina de
2.23 a 1.025 x 10-6 M control y en presencia de 0.66 mg/ml de las fracciones
95:15 diclorometano: metanol (A), 75:25 diclorometano: metanol (E) y 80:20
diclorometano: metanol (F) obtenidas por cromatografia a partir del extracto
metanolico de las hojas de A. repens. Se observo que las fracciones no

inhibieron la respuesta a serotonina.
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Fig.23 Efecto de las fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de las hojas de
A. repens sobre la contraccion ileon de rata inducida con 5HT ([J). Se realizaron curvas
concentracion-respuesta a 5HT en ausencia y presencia de diferentes fracciones ([ A,
E, OF, 0.66 mg/ml) obtenidas a partir del extracto metandlico. Cada punto representa la

media + EEM para una *p[J 0.05; n=3
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7.1- DISCUSION

El musculo liso del ileon de rata experimenta una respuesta mecanica
bifasica cuando se expone a una solucidbn que contiene acetilcolina. En primer
lugar, la fasica, depende de una movilizacion inicial de calcio intracelular,
probablemente desde el reticulo sarcopldsmico, en una via que depende de
inositol trifosfato (IP3). La segunda fase, la tonica, es mas dependiente del calcio
del medio extracelular y se debe a un aumento en el influjo de calcio a través de la
membrana. Asi cuando en el trabajo de ?Garin y col., 2001 se observé que el
extracto acuoso de A. repens reduce la respuesta a la acetilcolina este evento
puede reflejar una posible reduccion de la entrada de calcio a través de canales de
calcio operados por el receptor.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el extracto
acuoso (0.56, 1.095, 2.09 mg/ml) de las hojas de Alternanthera repens presento
actividad inhibitoria de la contraccion del ileon de rata in vitro inducida con Cloruro
de Potasio (KCl 0.98 mM —4.54 mM). El extracto acuoso (0.56, 1.095, 2.09 mg/ml)
de las hojas de Alternanthera repens presento actividad inhibitoria de la
contraccion del ileon de rata in vitro inducida con cloruro de calcio CaCl, 0.39mM
— 1.81mM). De igual forma el extracto acuoso (0.56, 1.095, 2.09 mg/ml) de las
hojas de Alternanthera repens presento actividad inhibitoria de la contraccion del
ileon de rata in vitro inducida con serotonina (5-HT 2.23 X10°® M-10.25X10° M). La
5HT al ser liberada por las células enterocromafines dan origen a una diversidad
de funciones motoras y sensoriales en el tracto gastrointestinal a través de
neuronas del plexo submucoso y mientérico, las que responden a la 5-HT a través

de una variedad de receptores serotoninérgicos (Bertram, et. al., 1996)
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El extracto acuoso obtenido presenté color café, con aspecto chicloso,
espuma y un olor parecido al café. Segun lo establecido por Calderon (1998) el
extracto acuoso de A. repens presenta una gran cantidad de saponinas, grupo de
glicésidos que contienen la caracteristica de disminuir la tension superficial y
generar espuma abundante, relativamente estable. Las propiedades tenso-
depresoras de las saponinas, hace suponer que pueden tener efecto en el caso
gue nos ocupa. Ademas en 1998 Zavala y colaboradores pubicaron que el
extracto acuoso de A. repens present6 actividad contra la diarrea provocada en
ratas con aceite de castor y sulfato de magnesio sustentando estos antecedentes
los resultados encontrados. Por otro lado ye que el extracto acuoso aun es impuro

se trabajo con otros extractos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el extracto
metanolico 0.245, 0.476, 0.909 mg/ml) de las hojas de Alternanthera repens
presento actividad inhibitoria de la contracciéon del ileon de rata in vitro inducida
con Cloruro de Potasio (KCI 0.98mM -4.54mM). El extracto metandlico (.245,
0.476, 0.909 mg/ml) de las hojas de Alternanthera repens presento actividad
inhibitoria contraccion del ileon de rata in vitro inducida con cloruro de calcio CaCl,
0.39mM - 1.81mM). De igual forma el extracto metandlico (0.245, 0.476, 0.909
mg/ml) de las hojas de Alternanthera repens presento actividad inhibitoria de la
contraccion del ileon de rata in vitro inducida con serotonina (6-HT 2.23 X10° M-
10.25X10°® M, lo que sugiere que los receptores serotoninérgicos presentes en el
tejido se encuentran mediando la contraccion del ileon de rata. El extracto

metanolico presenté color verde de consistencia pegajosa, soluble en agua y
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efecto inhibitorio en la peristalsis intestinal, reafirmando lo encontrado por
Hernadndez (1996) que trabajé con extracto metandlico de hojas de A. repens y
observé un efecto inhibitorio sobre la peristalsis intestinal de rata Wistar y que este
efecto fue mayor en comparacion con el extracto de las otras plantas que trabajo
Hamelia patens, y Waltheria americana. Calderon en 1998 encontré6 que el
extracto metandlico contiene una gran cantidad de alcaloides, compuestos
nitrogenados, que se comportan como bases frente a los acidos, formando sales
se conoce gue tienen propiedades fisiol6gicas y toxicoldgicas, que se ejercen
fundamentalmente sobre el sistema nervioso central, azucares, saponinas
compuestos caracterizados desde el punto de vista estructural por presentar
glicésidos que contienen la caracteristica de disminuir la tensién superficial y
generar espuma abundante relativamente estable, caracteristica observada en el
extracto realizado en este trabajo y taninos que tienen la propiedad de precipitar
proteinas, utilizados como antidiarreicos, antiséptico, cicatrizantes etc. y en menor
proporcion glucésidos, quinonas y cumarinas reportadas como poseedores de
diferentes efectos biol6gicos como antibidticos, actividad fototoxica, dafio hepatico,
carcinégeno (Canales, 2000) y como antagonistas del calcio (Méndez, 2000). Con
lo antes mencionado es posible que las cumarinas presentes en el extracto sean
las responsables de la accion antiespasmaodica.

El extracto hexanico (0.245, 0.476, 0.909 mg/ml) de las hojas de A. repens
no presenté actividad inhibitoria de la contraccion del ileon de ratain vitro inducida
con Cloruro de Potasio (KCI 0.98mM -4.54mM), el extracto hexanico (0.245,
0.476, 0.909 mg/ml) de las hojas de A. repens no presento actividad inhibitoria de

la contraccion del ileon de rata in vitro inducida con Cloruro de Calcio (CaCl, 0.39
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—1.81mM). De igual forma el extracto hexanico (0.245, 0.476, 0.909 mg/ml) de las
hojas de A. repens no presento actividad inhibitoria en la contraccion del ileon de
rata in vitro inducida con Serotonina (SHT .2346 10° M — 10.256 10° M). Estos
resultados confirman lo plateado por °Garin y col. en el 2001 en donde sugieren
gque el o los principios activos de la planta responsables de la actividad
antimicrobiana en A. repens son de naturaleza no polar, mientras que los
responsables de la actividad espasmolitica son de naturaleza polar. El extracto
hexanico presentd color amarillo y consistencia grasosa y no es soluble en agua.

A partir del extracto metandlico se obtuvieron ocho fracciones obtenidas por
cromatografia en columna con diferentes mezclas de diclorometano: metanol, de
estas soOlo tres: 90:10, 85:15 y 80:20 tuvieron efecto inhibitorio de las
contracciones inducida por serotonina y KCI. La fraccién de diclorometano 100 no
se obtuvo muestra, esto tal vez se deba a que el extracto metandlico es mas polar
y el diclorometano es menos polar. Las fracciones obtenidas por cromatografia en
columna con diferentes mezclas de diclorometano: metanol 95:05, 75:15, 70:20
presentaron un efecto contrario, es decir, produjeron un efecto contractil del
intestino aislado.

En el presente estudio se encontré que los extractos polares de
Alternanthera repens reducen las contracciones espontaneas del ileon aislado de
rata. Se ha establecido que las contracciones espontdneas del musculo liso
intestinal son reguladas por ciclos de despolarizacion y repolarizacion. Se generan
los potenciales de accién en el pico de despolarizacion y constituyen una entrada
rapida de iones de calcio a través de canales de calcio activados por voltaje

(Walsh y Singer, 1980; Brading, 1981). Por consiguiente, es posible que los
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extractos polares contengan algunos compuestos que interfieran con la actividad
de los canales de calcio. Los extractos polares también disminuyen las
contracciones inducidas por serotonina 'y KCl en el ileon aislado de rata.

En las concentraciones empleadas no se observé que fuera dependiente de
la concentracion. El efecto fue reversible después de lavar. KCl y serotonina
causan despolarizacion y contracciones ténicas del musculo liso intestinal.
Generalmente se acepta que un aumento en la concentracion de iones de calcio
citopladsmico libre es indispensable para la contraccion del musculo liso. La
activacion de receptores serotoninérgicos del musculo liso longitudinal del
intestino delgado produce una frecuencia aumentada de descarga de potenciales
de accion y despolarizacion que resulta en una contraccion (Reddy et al., 1995).
Considerando que la contraccion inducida por serotonina sucede a través de la
activacion de receptores de 5-HT y la contraccion inducida por KCI se debe a un
aumento en K" y despolarizacién de fibras de musculo liso, llevando a la entrada
aumentada de calcio a través de canales tipo L, operados por voltaje (Gilani et al.,
1994). Es decir, los iones de calcio ganan el acceso al citoplasma a través de
canales de calcio activados por voltaje u operados por el receptor (Triggle, 1985).
Segun nuestras observaciones, cuando las preparaciones de ileon de rata
aisladas eran recontraidas con serotonina, la relajacion inducida por los extractos
polares era mayor que en la presencia de acetilcolina utilizada por ®Garin y col.,
2001. Sin embargo, la actividad espasmolitica de los extractos polares no podria
atribuirse solamente a algun efecto antagénico puro, ya que el tejido contraido por

KCI también fue relajado después de la exposicion a los extractos polares.
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La respuesta tonica que induce el KCl depende del calcio del medio
extracelular y se debe a un aumento en el influjo de calcio a través de la
membrana. El efecto inhibitorio de los extractos polares de A. repens sobre el
componente ténico de la contraccion inducida por K* puede reflejar una posible
reducciéon de la entrada de Ca®" a través de canales de calcio operados por
voltaje. Ademas los extractos polares de A. repens inhibieron las curvas-
concentracion - respuesta a CaCl, en un medio libre de Ca®*

Por otro lado, en el musculo liso el tono contractil puede relajarse por los
niveles aumentados de monofosfato de adenosina 3',5'-ciclico (AMP ciclico)
(Berridge, 1975). Por consiguiente, los extractos polares pueden tener su efecto
relajante a través de un aumento en el AMP ciclico independiente de la actividad
de cualquier receptor especifico, y por lo tanto, una reduccién en los niveles de
Ca’".

Con todo lo anterior es necesario seguir con la purificacion del compuesto
responsable de la actividad espasmolitica y continuar aclarando el posible

mecanismo de accion.
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7.1.- RESUMEN DE DISCUSION
% Los resultados de este estudio indican que los extractos acuoso y
metandlico y tres fracciones obtenidos de las hojas de A. repens inhiben la

peristalsis intestinal.

¢

El extracto hexanico (0.245,0.476, 0.909 mg/ml) de las hojas de A. repens

o
A5

no inhiben la peristalsis intestinal.

X/

% Los extractos acuoso (0.56, 1.095, 2.09 mg/ml) y metandlico (0.245, 0.476,
0.909 mg/ml) de las hojas de A. repens relajaron el intestino pre-contraido
con cloruro de potasio, o cloruro de calcio o serotonina y redujeron la

respuesta al calcio.

K/

% Los extractos polares y tres fracciones obtenidas de A. repens relajaron el
intestino pre-contraido con cloruro de calcio, quiza esto se deba en parte a
la (s) cumarina. Compuesto que actian como agente antagonista de los

canales de calcio.

o
A5

% Las fracciones 95: 05, 75:15, 70:30 (diclorometano: metanol) presentaron

un efecto contractil del intestino aislado.
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8.- CONCLUSION

Los extractos polares y fracciones de las hojas de Alternanthera repens
inhibieron la contraccion intestinal inducida por serotonina y cloruro de potasio y
evitaron la respuesta contractil al calcio extracelular. El efecto relajante de los
extractos polares y fracciones observado en este trabajo permiten sustentar en
cierta medida el difundido uso de esta planta para combatir el dolor de estomago y

para detener la diarrea.
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10.-GLOSARIO

ANTAGONISTA: Farmaco que al interactuar con otro disminuye alguno de los
efectos de este Ultimo. Sustancia que tiende a anular accion de otra (agonista) por

unién competitiva a los mismos receptores.

ANTIBACTERIANA: Se refiere a la concentracion al agente antibiético necesario
para producir cambios morfolégicos en las bacterias. Productos quimicos que
destruyen o inhiben el crecimiento bacteriano en concentraciones sin peligro
significativo para el huésped; en consecuencia pueden ser empleados como

agentes quimioterapéuticos para prevenir y tratar las afecciones bacterianas.

DIAFORETICO: Efecto provocado por hierbas medicinales que aumentan las

secreciones sudorativas. Transpiracion excesiva, sudoracion.

DIARREA: Se define como la presencia de heces acuosas, poco compactas y
frecuentes se caracteriza por la evacuacion frecuente de heces acuosas, lo que
provoca una escasa absorcion de agua y nutrientes. Puede ir o no acompafiada
de dolor, debilidad, nauseas, vomitos, espasmos abdominales (retortijones), fiebre
o pérdida de apetito. Se considera una condicién crénica (continua o prolongada)

cuando este tipo de heces se presentan durante mas de 4 semanas.
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DIURETICO:. Agente o medicamento que tiene la accion de aumentar la excrecion
de electrolitos y volumen de agua de orina. Agente que aumenta la velocidad de

formacioén de orina en el organismo.

ESPASMOLITICO: Sustancia que impide los espasmos de los 6rganos huecos

como el estbmago, la vesicula biliar y la vejiga urinaria, evitando cdlicos.

EXTRACTO: Es una forma de obtener principios activos de plantas o animales,
consiste en poner a la planta o al animal con algun disolvente, asi el principio
activo pasa de la planta o animal al solvente de manera que se obtenga un

extracto liquido.

GASTROENTERITIS: Diarrea infecciosa aguda de origen bacteriano, viral o
parasitaria. Inflamacion aguda de la mucosa del estémago y del intestino,
caracterizada por anorexia, nauseas, diarrea, vomitos, dolor abdominal y

debilidad.

PERISTALSIS: Movimiento y contraccion del intestino que permite el progreso del

bolo digestivo.

RECEPTOR: Son componentes moleculares especificos de un sistema bioldgico

con los cuales los medicamentos interactian para producir cambios en la funcién

del organismo.
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