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RESUMEN

Tanacefum parthenium (L.) Sch.Bip. (Asteraceae) es una planta medicinal
que se emplea en varias partes del mundo como agente profilactico de la migrafia.
En México se conoce como Santa Maria. Algunos investigadores sugieren que las
poblaciones que crecen en México difieren en su composicion quimica y en su
actividad bioldgica, respecto de otras de la misma especie que crecen en otras
regiones. Con el propésito de investigar los efectos sobre la funcién vascular de
los ejemplares de México, en el presente trabajo se realizd el estudio del efecto
antagonista del aceite esencial y del extracto de diclorometano de T. parthenium
sobre las contracciones inducidas por serotonina y fenilefrina en aorta de rata, asi
como también la identificacion de sus componentes activos. El extracto de
diclorometano preparado con las partes aéreas frescas de T. parthenium,
proveniente de distintas localidades, inhibié las contracciones inducidas tanto por
serotonina como por fenilefrina, mientras que el aceite esencial sélo inhibid las
contracciones inducidas por serotonina. La inhibicion fue dependiente de la
concentracion y de tipo no competitivo. El alcanfor, el acetato de crisantenilo, el a-
pineno, el B-pineno, el a-terpineno, el y-terpineno, el cariofileno y el isoborneol, se
identificaron por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
como compuestos comunes en el aceite esencial y en el extracto de
diclorometano. La evaluacion de algunos de estos compuestos, en el mismo
modelo, permitié establecer que el o-terpineno y el y-terpineno inhiben las
contracciones inducidas por serotonina y por fenilefrina, en tanto que el a-pineno y
el pB-pineno, inhibieron Unicamente las contracciones inducidas por serotonina.
Los otros compuestos no presentaron actividad en este modelo. También se
encontro que los compuestos a-pineno, B-pineno, o-terpineno y y-terpineno
provocan una contraccion adicional en la aorta pre-contraida con fenilefrina, pero
no sobre la aorta pre-contraida con serotonina, lo cual indica que estos
compuestos pueden estar actuando como agonistas parciales sobre los receptores

serotonergicos, pero no sobre los receptores a-adrenérgicos. Cabe mencionar que

este trabajo es la primera evidencia experimental de que los monoterpenos o-
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pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno actian como inhibidores de las
contracciones inducidas por serotonina y por fenilefrina. También es el primer
informe donde se reporta que en T. parthenium existen principios activos de

naturaleza monoterpénica con la capacidad de inhibir las contracciones inducidas
en el musculo liso vascular de la rata.

II
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ABSTRACT

Tanacetum parthenium (L.) Sch.Bip. (Asteraceae) is a common garden
plant that has been shown to be of value in migraine prophylaxis. In Mexico this
plant is commonly known as Santa Maria. It has been reported that T. parthenium
grown in Mexico possesses different physiological activity and chemical
composition that species cultivated in other geographic region. In order to
investigate the effects on the vascular function of the mexican specimens it was
studied the antagonistic effect of dichloromethane extract and essential oil
brepared from fresh aerial parts of T. parthenium on contractile responses of rat
aortic rings stimulated by phenylephrine or 5-hydroxytryptamine (5-HT). The
composition of the samples collected in different locations in Mexico was also
investigated using CG-MS. A dichloromethane extract caused inhibition of the
phenylephrine - or 5-HT -, induced contraction, but the essential oil only inhibited
the contraction elicited by 5-HT. The inhibitory effects were concentration
dependent in a non-competitive manner. Camphor, caryophyllene, Isoborneol, o-
pinene, B-pinene, oa-terpinene and y-terpinene were identified as common
compounds of the extract and essential oil, and were evaluated as inhibitors of the
phenylephrine - and 5-HT - induced contractions. The monoterpenes o-terpinene
and y-terpinene inhibited the phenylephrine - and 5-HT -induced contractions while
a-pinene and B-pinene only inhibited the 5-HT induced contractions. The other
compounds did not show activity in rat aortic. Also these monoterpenes showed an
additional contraction on aortic rings pre-contracted with phenylephrine but not
those induced by 5-HT, suggesting that these compounds can be partial agonists
on 5-HT receptors but not on adrenergic receptors. This work provides the first
experimental evidence of antagonistic effects of these monoterpenes on the
phenylephrine - and 5-HT — induced contractions in rat aortic rings. In addition, this
work described for the first time that some active compounds of T. parthenium are

monoterpenes.
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INTRODUCCION

La migrafa es una enfermedad que tiene una prevalencia del 10 al 20 % de
la poblacion mundial (Lipton y Bigal, 2005), afectando principalmente a personas
jovenes. El tratamiento terapéutico de esta enfermedad incluye una serie de
farmacos, asi como también algunas plantas medicinales, entre las que destaca T.
parthenium, conocida en México como Santa Maria. Otros usos que se le dan a
esta planta medicinal son como antipirético, para aliviar los dolores menstruales, el

asma y la artritis (Foster, 1991).

La serotonina, también llamada 5—hidroxitriptaminé (5-HT) es una de las
sustancias endogenas que esta a la vanguardia en la investigacion de la migrafia
(Blau, 1992; Edvinsson y Uddman, 2005). El importante papel que juega la
serotonina en la fisiopatologia de la migrafia, se hace evidente si se toma en
consideracion, que existe un incremento de sus metabolitos en la orina (acido 5-
hidroxiindolacético) de pacientes que sufren de migrafia. Por otro lado, diversos
farmacos que se utilizan para aliviar los sintomas caracteristicos de la migrafa,

son activos sobre sistemas serotonérgicos (Florez, 2004).

Estudios realizados al extracto cloroformico de hojas frescas de T.
parthenium demostraron que inhibe las contracciones inducidas por fenilefrina,
serotonina, tromboxano U46619 y angiotensina Il en anillos de aorta de conejo.
Esta inhibicién es dependiente del tiempo y la concentracién, y es de tipo no
competitiva e irreversible en preparaciones con y sin endotelio. El extracto de igual
forma causé una pérdida progresiva del tono en anillos de aorta contraidos
(Barsby et al., 1992).

La actividad bioldgica, la composicion quimica y los efectos a nivel clinico
de T. parthenium han sido ampliamente estudiados (Abad et al., 1995; Knight
1995; Vogler et al.,, 1998). EI compuesto al que se le ha conferido la actividad

biolégica es la partendlida, una lactona sesquiterpénica, (Heptinstall et al., 1987);




por otro lado la planta que crece en México no contiene este compuesto o lo
contiene en concentraciones muy bajas (Avula et al., 2006). Algunos autores
postulan la existencia de otros compuestos que le confieren la actividad biolégica
a esta planta (Béjar, 1996; Weerdt ef al., 1996).

Otros estudios demuestran que el extracto de diclorometano de la planta
fresca presenta actividad vasorelajante en anillos de aorta de rata (Mezquita,
2000) y que el extracto de diclorometano de la planta fresca y el aceite esencial de
T. parthenium que crece en México, inhiben las contracciones inducidas por
serotonina, este efecto es de tipo no competitivo y dependiente de la
concentracion (Medina, 2002). Sin embargo no se conoce que compuesto(s) le

confiere(n) la actividad biolégica a T. parthenium que crece en México, hecho que

motivé la realizacién del presente trabajo.
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| FUNDAMENTO TEORICO
1.1 Migraia

1.1.1 Caracteristicas

El término migrafia deriva del término hemicrania que Galeno utilizé para
describir un trastorno periédico caracterizado por episodios de intenso dolor
hemicraneal paroxistico, vomitos, fotofobia, recurrencia con intervalos regulares y
alivio mediante la oscuridad ambiental y el suefio (Raskin, 1990). El término
hemicrania se transformé al latin hemicranea y migranea, finalmente, en el siglo
XVIIl gané aceptacion la palabra francesa migraine, generalizadndose su uso hasta
nuestros dias (Aldrete, 2005).

La migrafia es una enfermedad que afecta del 10 al 20 % de la poblacién
mundial y es de mayor frecuencia entre personas de 25 y 55 afios de edad
(Arulmozhi et al., 2005). La migrafia aparentemente es un desorden global, que se
presenta en todas las razas y culturas. Actualmente se tienen reportes de que el
15-18% de las mujeres y el 6% de los hombres padecen esta enfermedad y este
numero esta en ascenso (Lipton y Bigal, 2005). Ademas existe una predisposicién
hereditaria para sufrir migraias y los fenémenos circulatorios craneales que
caracterizan las crisis de migrafia parecen ser secundarios a un trastorno primario

del sistema nervioso central (Arulmozhi et al., 2005).

Siguiendo la clasificacion de la Internacional Headache Society (IHS), la
migrana se puede definir como un desorden caracterizado por dolores de cabeza
recurrentes combinados con nauseas, fotofobia y/o fonofobia (Limmroth y Michel,
2001). Esta misma institucion publico la clasificacion y los criterios para el

diagnostico de esta enfermedad (Internacional Headache Society, 2004).

La primera fase de la migrafia es la prodrémica, la cual ocurre en

aproximadamente el 60 % de los pacientes con migrafia. En esta fase se

manifiestan sintomas psicolégicos, neuroldgicos o constitucionales, horas o dias
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antes de que se presente el dolor de cabeza (Saper, 1997). La segunda fase es el
aura, anteriormente a la migrafia con aura se le conocia bajo el nombre de
migrana clasica (Internacional Headache Society, 2004). Se presenta en
aproximadamente el 20% de los pacientes y se caracteriza por sintomas visuales,
sensoriales o motores antes o durante el dolor de cabeza. Estos sintomas duran
menos de una hora. La tercera fase es el dolor de cabeza como tal, el cual puede
ser de moderado a severo y es frecuentemente unilateral y punzante. Puede estar
acompainado por anorexia, vomito, fotofobia, fonofobia, osmofobia y sintomas
constitucionales. El dolor se incrementa por el ejercicio fisico, los pacientes suelen
buscar un lugar tranquilo y oscuro. La Ultima fase, la posdrémica, ocurre después
del dolor de cabeza y esta caracterizado por malestares gastrointestinales y
cambios de humor (Saper, 1997; Lobo, 1999; Arulmani et al., 2005).

Hay pocos factores causales que expliquen o que se puedan identificar
como desencadenantes de la migrafia, sin embargo, en un estudio realizado a 30
individuos reveld que en una tercera parte factores psicolégicos desencadenaron
el primer ataque, principalmente el estrés provocado por circunstancias personales
o por factores ambientales. Otra tercera parte la atribuye a factores fisicos que
incluyen alimentos (chocolate, queso, café, frutas citricas), cambios hormonales,
alergias, entre otros. El 33% restante atribuy6 los ataques a ambos (Blau, 1992;
Arulmani et al., 2005).

1.1.2 Teorias de la migrafia

Existen teorias que intentan explicar los mecanismos que producen la
migrafia sin embargo no son convincentes, pues no explican exactamente los
sintomas, su complejidad y en especial su lento desarrollo. Hay tres principales

teorias que la pueden explicar: la vascular, la quimica y la neural (Blau, 1992).

La teoria vascular comienza con visiones diametrales opuesta, algunos

trabajos favorecen la vasoconstriccion y otros la vasodilatacion. Se postula que los
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ataques comienzan con la vasoconstriccion, produciendo el aura, seguido por la
vasodilatacion para explicar las pulsaciones en el dolor de cabeza. Se ha
demostrado que la administracion de ergotamina, reduce la amplitud de la
pulsacion de la arteria temporal en los pacientes con cefalea y que este efecto a
menudo, pero no constantemente se asociaba a una reduccién del dolor. La
medicion del flujo de sangre en el cerebro podria explicar este hecho, sin
embargo, después de 25 afios los resultados permanecen contradictorios (Blau,
1992; Arulmozhi et al., 2005).

La teoria neuronal plantea que la migrafia es el resultado de la depresién
difusa extensiva de la actividad eléctrica (“depresién difusa de Leao”). Se trata de
un fendémeno eléctrico observado en animales de experimentacién, que se
produce en la corteza cerebral por accién ante estimulos nocivos. Ocurre
reduccidn focal de la actividad eléctrica e incremento del flujo sanguineo, y a
continuacion extension (difusion) de estos fendmenos a través del hemisferio, a un
ritmo de 2 a 3 mm/min (Blau, 1992; Arulmozhi et al., 2005).

La teoria quimica plantea que de acuerdo a estudios realizados en las dos
ultimas décadas acerca de la regulacién del tono de los vasos sanguineos
cerebrales, se ha encontrado que son una serie de mediadores quimicos los que
relajan, contraen o modifican la permeabilidad y funciones de los vasos
cerebrales. Estos mediadores son derivados del sistema simpatico, parasimpatico
y de nervios sensoriales que inervan los vasos cerebrales asi como factores

humorales (Feuerstein y Miller, 1997).

Hoy en dia, para una mejor comprension de los fenémenos implicados en la
genesis de la migrafia, es util considerarla como una alteracion primaria del
cerebro que produce dilatacion vascular, generando dolor (Arulmozhi ef al., 2005).
La fisiopatologia de la migrafia involucra la activacion del nervio trigémino,

causando cambios en los vasos sanguineos cerebrales. La activaciéon del nervio

trigémino, origina la liberacion del péptido relacionado con el gen de la calcitonina
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(CGRP), el cual provoca una potente vasorelajacion (Edvisson, 2004; Arulmani et
al., 2005). La activacion de los receptores CGRP va acomparado de la activacion
de la adenilato ciclasa, causando un incremento del AMPc intracelular. Este uitimo
activa a la proteina cinasa A (PKA), generando la apertura de canales de K' y la
disminucién de Ca®**, y con ello produciendo una vasorelajacién (Brain y Grat,
2004).

En cuanto al papel que juega la CGRP en la migrafia, se tienen reportes de
que existe un incremento de los niveles de este péptido, durante un ataque de
migrafia (Durham, 2004 a y b) y la vasorelajacion que produce es dependiente de
la concentracion (Peterson et al., 2005). Antagonistas de los receptores CGRP son
una propuesta novedosa para el tratamiento de este padecimiento (Arulmozhi et
al., 2005).

1.1.3 Tratamiento

Los objetivos del tratamiento de la migrafia son la disminucién de los
sintomas del ataque agudo y la prevencion de ataques posteriores. Esta
enfermedad se puede tratar por medios farmacolégicos mediante un programa de
medicacién intensiva, profilactico o combinado. La seleccion del método
terapéutico apropiado debe basarse en una valoracién detallada de la frecuencia y
gravedad de la migrafia (Arulmozhi ef al., 2005).

Si se padece de una migrafa leve, se puede tratar con analgésicos leves,
(AINES) dentro de los cuales se encuentran la aspirina, el paracetamol, el
ibuprofeno y el naproxeno (Weel y Schuurmans, 2005). La migrafia moderada se
trata con los alcaloides provenientes de Claviceps purpurea (cornezuelo del
centeno) o con sumatriptan. La forma mas grave de migrafa requiere del empleo

de agentes profilacticos ademéas de los farmacos para terapéutica aguda y

antiemeticos como la metoclopramida (Narbone et al., 2004).
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1.1.4 Tratamiento agudo

Durante muchas décadas se han utilizado los derivados alcaloides del
cornezuelo del centeno para combatir la migrafia y han sido farmacos de eleccién
para tratar los ataques moderados a severos (Narbone et al., 2004). Los alcaloides
del ergot son farmacos no selectivos, ya que interactiian con una gran variedad
de receptores: o-adrenérgicos (o4 Yy ap), serotonérgicos (particularmente 5-
HT1s1p, 5-HT2, 5-HT14) y dopaminérgicos (D) (Narbone et al., 2004).

Los alcaloides del cornezuelo de centeno y derivados mas utilizados para el
tratamiento de la migrafia son: la ergotamina, el mesilato de dihidroergotamina y
la ergonovina. Sus efectos indeseables incluyen nauseas, vomitos, dolor
abdominal, diarrea, vasoconstriccion, frialdad, entumecimiento y hormigueo en los
dedos de las manos y los pies (Smith, 1993).

Las dosis altas provocan sed, confusion, alucinaciones e inconsciencia; con
el uso cronico se ha informado hipertension, problemas renales la apariciéon de
gangrena de las extremidades y valvulopatias cardiacas (Narbone et al., 2004).
Los alcaloides del cornezuelo de centeno, incluida la ergotamina, estan
contraindicados durante el embarazo y en los pacientes con hipertension,

enfermedad vascular oclusiva y enfermedad hepatica o renal (Smith, 1993).

El sumatriptan pertenece al grupo de los triptanos. Es el primer analogo
sintético de la 5-HT y estimula principalmente a los receptores 5-HT,. En general,
al activarse, los subtipos A-D de estos receptores pueden causar una
vasodilataciéon o vasoconstriccion, segun estimulen o inhiban a la adenilato ciclasa
o, bien que de manera indirecta aumenten o reduzcan la liberacion de
noradrenalina o acetilcolina (Kalant y Roschlau, 1998), aunque es mas potente
como agonista de los receptores 5-HTig y 5-HTp, y menos potente en los
receptores 5-HTia (Narbone et al., 2004). Esencialmente es inactivo en los

receptores a4 y ap, B-adrenérgicos, dopaminérgicos, muscarinicos, colinérgicos y

receptores de las benzodiacepinas (Fl6rez, 2004; Ahn y Basbaum, 2005).




Los efectos adversos del sumatriptan incluyen nauseas, vomito, fatiga,
mareo, somnolencia. Son raros los reportes de vasoespamos coronarios, angina
de pecho e infarto al miocardio (Aldrete, 2005; Ahn y Basbaum, 2005). Algunos
triptanos que también se utilizan para el tratamiento de la migraia son el
zolmitriptan, el rizatriptan, el eletriptano, el naratriptan y el almotriptan (Flérez,
2004).

El uso de opiaceos despierta controversia, ya que no son comiunmente
prescritos para la migrafa, aun cuando hay datos que demuestran claramente su
eficacia. Reducen en aproximadamente un 54.5% el dolor de cabeza una hora
después de su administracion. El mayor riesgd de estos compuesto es el abuso y
dependencia, especialmente en pacientes con frecuentes dolores de cabeza
(Lobo, 1999).

El uso de corticosteroides en pacientes con migrafia es controversial y se
han manejado con sumo cuidado. Existen relativamente pocos datos que den
sustento a su uso. Con diagnostico y tratamiento adecuados es raro que se
necesite acudir a estos farmacos (Aldrete, 2005). Los corticosteroides pueden
utilizarse para el ataque agudo cuando otros tratamientos han fallado o estan
contraindicados. Son efectivos en los casos de migrafia prolongada. Su uso esta
restringido a un méximo de tres dias al mes para evitar efectos secundarios (Lobo,
1999, Aldrete, 2005). Se ha utilizado prednisona y dexametasona, sobre todo

cuando el tratamiento con dihidroergotamina ha fracasado (Lobo, 1999).

1.1.5 Tratamiento profilactico

Cuando la frecuencia de la migrafia no excede de tres crisis al mes, puede
tratarse de manera profilactica. El tratamiento profilactico puede reducir la

frecuencia de migrafia hasta en un 50% o mas (Modi y Lowder, 2006). Se han

utilizado varios tipos de farmacos, incluyendo beta bloqueadores,
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anticonvulsivantes, bloqueadores de canales de calcio, antidepresivos y otros
(Modi y Lowder, 2006).

Antagonistas B-adrenérgicos, tales como el propranolol, el timolol, el
atenolol, el nadolol y el metoprolol (Narbone, 2004; Arulmozhi et al., 2005). Su
eficacia esta compro'bada (Linde y Rossnagel, 2004). Son considerados como el
tratamiento de eleccién para la prevencién de la migraﬁa, especialmente en
pacientes cuyos ataques se relacionan con el estrés. Son eficaces en 65% de los
pacientes (Limmroth y Michel, 2001).

El propranolol es uno de los farmacos que resulta eficaz dentro del
tratamiento profilactico de la migrafia en nifios (Wasiewski, 2001; Ryan, 2003). En
el afo 2002 la American Academy of Family Physicians y la American Collage of
Physicians-American Society of Internacional Medicine identifican al propranolol y
al timolol como farmacos de primera-linea para la profilaxis de la migrafia (Snow et
al., 2002). Existen pocas evidencias que avalen el uso de atenolol, metoprolol o
nadolol para el tratamiento profilactico de la migrafia (Gray et él., 1999; Silberstein
y Goadsby, 2002).

Dentro de los efectos adversos asociados con beta bloqueadores, se
encuentran la fatiga, tolerancia al ejercicio reducida, nauseas, vértigo, insomnio y
depresion (Snow et al., 2002). Estan contraindicados en pacientes que padecen
asma, hipoglicemia asociada con el tratamiento de la diabetes, hipotension y
problemas del corazén (Silberstein y Goadsby, 2002).

Anticonvulsivantes: dentro de los cuales se encuentran, el acido valproico
y sus derivados. El divalproex y el valproato de sodio cuentan con evidencia que
sustenta su uso en la prevencion de la migrafia (Silberstein y Freitag, 2003). Estos

farmacos reducen la frecuencia del padecimiento en un 50% o mas. Algunos

efectos colaterales son nauseas, fatiga, tremor, vértigo (Modi y Lowder, 2006).
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El topiramato es otro farmaco de primera linea en la profilaxis de la
migrafia. En un estudio clinico doble ciego con placebo, donde participaron 937
personas, se administraron 200 mg por dia de topiramato o placebo durante 26
semanas. Los pacientes que recibieron el tratamiento con el farmaco presentaron
una disminucion del 50% en la frecuencia de la migrana comparado con el placebo
(Silberstein et al., 2004; Brandes et al., 2004). La isovaleramida, un derivado del

acido isovalerico, resulta eficaz para el tratamiento de la migrafia (Artman, 2005).

Antidepresivos triciclicos: tales como la amitriptilina y Ia nortriptilina, los
cuales son bloqueadores de los transportadores de la 5-HT y antagonistas de
multiples neurotransmisores. Sus efectos colaterales estan relacionados con sus
propiedades anticolinérgicas: mareo, visién borrosa retencién urinaria, arritmia
cardiaca, etc. (Gary, 2005).

La amitriptilina es uno de los agentes de primera linea para la profilaxis de
la migraia (Snow et al., 2002) y es el Gnico antidepresivo triciclico que cuenta con

estudios que sustentan este uso (Gray et al., 1999).

Bloqueadores de los canales de calcio como la flunarazina, el diltiazem,
la nifedipina y la nimopidina. En general estos farmacos pueden disminuir la
frecuencia de los ataques, pero tienen poco efecto sobre la severidad de los
mismos. Pueden tardar semanas o meses en hacer efecto. Los efectos colaterales
son leves y consisten de constipacion e hipotensién (Arulmozhi et al., 2005).

Antagonistas serotonérgico como la metisergina y la ciproheptadina, los
cuales son derivados de la ergotamina: los efectos colaterales comunes al uso de

estos son mareos y nauseas (Arulmozhi et al., 2005).

Otros agentes: la administracion de magnesio oral (dicitrato de
trimagnesio) se puede usar a una dosis de 60 mg por dia, aunque a estas dosis se
presenta la diarrea (Silberstein y Goadsby, 2002). La administracién de vitamina
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B12 (400 mg por dia) provova un cambio benéfico en un periodo de tres a cuatro
meses después de iniciado el tratamiento, sin embargo, estos datos son poco
confiables (Schoenen ef al., 1998). En un estudio con coenzima Q10, donde se
administran 100 mg tres veces al dia se observé una disminucion del 50% en la
frecuencia de ataques de migraia (Sandor et al., 2005). En un estudio reciente se
evalué a la N-a-metilhistamina, agonista de los receptores His, como agente
profilactico de la migrafia. Milan et al., observaron que su administracion a dosis
entre 1 y 3 mg, disminuia significativamente la frecuencia y la duracion de los
episodios de migrafia en 18 pacientes (Milan et al; 2003). Aunque el papel de
estos farmacos para tratar la migrafa se sigue investigando, estos representan
indudablemente una alternativa novedosa para el tratamiento de este
padecimiento (Arulmozhi et al.,, 2005).

1.1.6 Uso de las plantas medicinales

El hombre a lo largo de su evolucién ha utilizado a las plantas para

satisfacer muchas de sus necesidades (Cox, 2000).

Los tratamientos fitoterapéuticos han ofrecido alternativas de terapia para
quienes sufren de migrafia, ademas han proporcionado informacién adicional
acerca de su patogénesis (Kelly et al., 2000). Algunos ejemplos de vegetales
eficaces para el tratamiento de la migrafia, son Ia raiz de jengibre, la valeriana, la
escutelaria, la manzanilla (Aldrete, 2005) y la Santa Maria (T. parthenium)
. (Groenewegen et al., 1986; Vogler et al., 1998).

1.2 Respuesta vascular y migraiia
1.2.1 Mediadores quimicos de los vasos cerebrales
Entre las sustancias involucradas en la respuesta vascular se encuentran

algunas aminas que incluyen a las catecolaminas noradrenalina, adrenalina y

dopamina, a la serotonina, a la histamina y a la acetilcolina. También se

11




——-—————“*
‘——_———_———-_——-——_——__,

encuentran presentes algunos mediadores lipidicos como los eicosanoides
prostaciclina (PGlz), tromboxano A, (TXA), las prostaglandinas (PGD,, PGE,,
PGF2,), los cisteinil leucotrienos (LTC, y LTDy), y el factor activador de plaguetas
(PAF) (Feuerstein y Miller, 1997).

Dentro de los péptidos vasodilatores se encuentran: el péptido vasoactivo
intestinal (VIP), el péptido histidina isoleucina (PHI), el péptido activador pituitario
adenilato-ciclasa (PACAP), el péptido gen relacionado con la calcitonina (CGRP),
la adrenomedulina, la sustancia P, la bradiquina; mientras que algunos péptidos
vasoconstrictores son: el neuropéptido Y (NPY), la angiotensina-ll (ATIl), la

endotelina 1 (ET-1) y la vasopresina (VP) (Feuerstein y Miller, 1997).

Algunos nucleotidos son también agentes relajantes de vasos cerebrales:
adenosina, adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), péptido
relacionado con la gastrina (GRP), colecistoquinina (CCK), galanina, murotensina,
somatostatina y dinorfina B. De igual forma existen reportes de algunos gases que
tiene actividad vasorelajante como el 6xido nitrico (NO) y el monoxido de carbono
(CO) (Feuerstein y Miller, 1997).

Otras sustancias vasorelajantes que se han estudiado para explicar la
patogenia de la migrafia son los producidos por el endotelio: la postaciclina (PGl.;
Moncada et al., 1976) y el Factor de Relajacion Derivado del Endotelio (FRDE;
Furchgott y Zawadzki, 1980); identificado actualmente como 6xido nitrico. La PG,
a través del AMPc y el FRDE a través del GMPc, ejercen no solo vasorelajacion
sino también una accién antiplaquetaria. La migrafia ha sido tratada con un gran
nimero de agentes inhibidores de la ciclooxigenasas, la cual suprime la
biosintesis vascular de PGl y otras prostaglandinas (Gryglewski y Vane, 1990).

De los muchos factores fisioldgicos, involucrados en la migrafia, una de las
sustancias que esta en la mira de los investigadores es la serotonina (Arulmozhi et
al., 2005). El papel importante que juega la serotonina en la fisiopatologia de Ia

migrafa, se hace evidente si se toma en cuenta, que existe un incremento de sus

12




e ——]
Eee—ee—————

metabolitos (4cido 5-hidroxiindolacético) en la orina de pacientes que sufren de
migrafia. Por otro lado, diversos farmacos que se utilizan para aliviar los sintomas
caracteristicos de la migrafia, son activos sobre sistemas serotonérgicos (Flérez,
2004).

1.2.2 Serotonina (5-hidroxitriptamina)

La S-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) es una amina biégena compuesta
por un anillo inddlico y una cadena lateral etilamina, que fue aislada e identificada
del plasma en 1948. Se localiza y sintetiza en las células enterocromafines del
tracto gastrointestinal y en las neuronas serotonérgicas del SNC, mientras que en
las plaquetas s6lo se almacena por un mecanismo de transporte activo (Barnes y
Sharp, 1999; Flérez, 2004).

La accion que tiene la 5-HT sobre los vasos sanguineos es verdaderamente
compleja, ya que puede actuar en diversos sitios. En la gran mayoria de los
regiones produce una vasoconstriccion, tanto arterial como venosa: a nivel
cerebral, visceral y cutaneo; no obstante, también produce vasodilatacién
arteriolar, por ejemplo en la circulacion muscular y en la cutanea. Cuando se
estudia la accion de la 5-HT sobre tejido vascular aislado, predomina Ia respuesta
contractil (Flérez, 2004).

En gran medida, la accion vasoconstrictora es debida a la activacion de los
receptores 5-HT2a, puesto que es bloqueada especificamente por los antagonistas
de estos receptores, como la ketanserina, pero en algunas regiones
especialmente en ciertos vasos craneales, este efecto vasoconstrictor no esta
ligado a la activacion de los receptores 5-HT,a sino que depende de la unién de la
5-HT a sitios 5-HT (Barnes y Sharp, 1999; Florez, 2004).

En ciertas condiciones la serotonina puede ocasionar una accién

vasodilatoria, a través de la activacion de receptores 5-HT;a que median la
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liberacion de factores relajantes endoteliales, receptores 5-HT; ampliamente
distribuidos en la zona vascular, o bien por inhibicibn de la liberacién de
noradrenalina, lo que genera una respuesta dilatadora (Flérez, 2004). Por otro
lado, la 5-HT tiene la capacidad de potenciar la accion vasoconstrictora tanto de la
noradrenalina como de ofros agentes que contraen la fibra vascular, como la
angiotensina Il o la PGF,,. Por ultimo, esta amina tiene la capacidad de activar

directamente los a-adrenoceptores (Florez, 2004).
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2 Antecedentes sobre Tanacetum parthenium

2.1 Antecedentes botanicos y etnobotanicos

Tanacetum parthenium (L.) Shultz-Bip pertenece a la familia Compositae o
Asteraceae. Algunos de sus sinénimos son: Chrysanthenum parthenium (L.)
Bemh., Leucanthemum parthenium (L.) Gren & Gordon, Pyretrum parthenium (L.)
Sm., Matricaria parthenium (L.). Se considera originaria de Iran, Irak y de Europa,
adaptada a climas calidos, semicdlidos y templados. Se cultiva en huertos
familiares, crece a orillas de caminos o en terrenos de cultivo (INI, 1994).

En Estados Unidos y en Europa se conoce como feverfew (Foster, 1991) y
en México como altamiza, hierba de Santa Maria, hierba santa, manzanilla grande,
manzanilla romana, mastrazo, matlali (tal vez matialin del nahuatl: verde oscuro o
azul) (INI, 1994). En la (Figura 1) se muestran los lugares donde crece T.
parthenium alrededor del mundo (Bohiman y Zdero, 1982; Stefanovic et al., 1985;
Hamidi y Nady, 1989; Awang et al., 1991; Heptinstall et al, 1992; Kisiel y
Stojakowska, 1997; INI, 1994; Béjar et al., 2001; Long et al., 2003; Cretnik et al.,
2005).

Figura 1. (W) Distribucion de T. parthenium (Santa Maria).
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T. parthenium (Figura 2) es una planta de 15 a 60 cm. de alto. Las hojas
tienen un color verde amarillo, son alternas, percioladas, ovaladas y divididas
pinadamente, tienen los bordes lisos o crenados. Las flores aparecen de Julio a
Octubre, estan dispuestas en corimbos de hasta 30 piezas, con algunas florecillas
blancas alargadas y otras amarillas en forma de disco con bracteas involucradas,
cubiertas de pelusa. Las flores se parecen a las de la manzanilla (Matricaria
chamomilla) con la que algunas veces se confunde (INI, 1994).

Figura 2. T. parthenium (Santa Maria).

En estados como Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Morelos, México, Tlaxcala y
Veracruz, se utiliza para diversos tipos de cefalea, como analgesico, para la
artritis, para aliviar trastomos de la menstruacién (como emenagogo, contra la
dismenorrea y cdélicos menstruales), y para provocar el aborto. Se toma el
conocimiento de las ramas o de las flores (INI, 1994).

En la medicina tradicional del Reino Unido y Europa ha sido utilizada para
aliviar el dolor de cabeza, los dolores menstruales, el asma, la artritis y como
antipirético. Las hojas son ingeridas frescas, en una dosis de 2 o 3 hojas (Foster,
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1991). También ha tenido usos como plantas de ornamento y aromatizante debido
a la belleza de sus flores y agradable olor. Funciona también como repelente de

insectos (Foster, 1991).
2.2 Composicion quimica

La lactona sesquiterpénica mas importante presente en T. parthenium es la
partendlida, la cual se ha tomado como compuesto marcador, para determinar la
~ actividad biologica y para el control de calidad de preparaciones farmacéuticas y
analisis de materia prima (Bohlamn y Zdero, 1982; USP 25, 2002).

Existen varios procedimientos para la obtencién de la partendlida, los
cuales utilizan métodos clasicos de extraccion y las cromatografias en columna
abierta, de gases y liquida de alta resolucién (HPLC). Recientemente se ha
aplicado la Extracciéon de Fluido Supercritico (EFS), para su obtencion (Cretnik et
al., 2005).

La partendlida fue identificada en 1982, en un extracto de éter de
petroleo:dietil éter (2:1) de las parte aéreas provenientes de Alemania. Ademas
este extracto también contenia alcanfor y acetato de crisantenilo (Bohlman y
Zdero, 1982). Ambos son compuestos mayoritarios del aceite esencial de
muestras provenientes de Bélgica y Egipto (Pooter et al., 1989) y México (Medina,
2002). El contenido de la partendlida, varia en funcion del ciclo vegetativo y es
maxima en el momento de la floraciéon (Hendriks et al., 1997). En muestras
originarias del Reino Unido su contenido en flores (1.38%) y en la hojas (0.95%),
es poco abundante en los tallos (0.08%) y casi ausente en las raices (0.01%)
(Heptinstall et al., 1992; Cretnik et al., 2005).

Las plantas que crecen en el valle de México (Romo de Vivar y Jiménez,
1965) y en Yugoslavia (Stefanovic ef al., 1985) carecen de partendlida. Sin
embargo, en un estudio donde se compara el contenido de este compuesto entre

las plantas de origen estadounidense y mexicana, se reporta que en los
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ejemplares del estado de Oaxaca y Puebla en México, contiene este metabolito
(0.28% y 0.25% respectivamente) (Avula et al., 2006).

Existe gran controversia al proponer a la partenélida como el Unico
compuesto activo de T. parthenium. Béjar (1996), propone que no solo la
partendlida le confiere la actividad biolégica a esta planta, si no que existen otros
compuestos, que pueden ser los responsables de la profilaxis de la migrafia;
quizas afectando el almacenamiento, Iiberacién de la serotonina o interactuando
con los receptores a serotonina. Uno de estos compuestos podria ser el acetato
de crisantenilo, ya que se encuentra en gran proporcion (~25%) en muestras
provenientes de Bélgica, Egipto, Reino Unido (Pooter et al., 1989; Hendriks et. al.,
1996) y México (Medina, 2002). La presencia del acetato de crisantenilo es muy
interesante, ya que en un estudio se encontré, que este compuesto inhibe la
sintesis de prostagladinas y posee actividad analgésica (Pugh y Sambo, 1988). Es
posible que este compuesto también contribuya a la propiedad antimigrafia de T.
parthenium.

La planta que crece en México difiere en cuanto a su composicién quimica,
respecto a muestras provenientes de Europa (Romo de Vivar y Jiménez, 1965).
En la literatura existen ejemplos de plantas que pertenece a la familia Compositae,
como Iva microcephala (Herz et al; 1964) y Helenium mexicanum (Dominguez y
Romo, 1963), las cuales también tienen variaciones en su composicion quimica

dependiendo de la regiéon donde crecen (Romo de Vivar y Jiménez, 1965).

Desde el punto de vista fitoquimico, T. parthenium contiene una gran
variedad de constituyentes quimicos, entre los que destacan flavonoides,
terpenoides, lactonas sesquiterpénicas, entre otros. Algunos de estos compuestos

se ilustran en los cuadros 1 al 6.
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Cuadro 1. Lactonas sesquiterpénicas del tipo germacranoélida presentes en

T. parthenium.

Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Flores, hojas, tallos y Reino Unido  Heptinstall et al., 1992.
raices Cretnik et al., 2005.
Hojas y flores EUA Heptinstall et al., 1992.
Hojas y semillas EUA Awang et al., 1991.
Partes aéreas EUA Avula et al., 2006.
Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.
Partes aéreas Reino Unido  Groenewegen et al., 1986.
Cretnik et al., 2005.
Partes aéreas y Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
semillas
Hojas y semillas Reino Unido  Milbrodt et al., 1996.
R=H Costunélida
R=0OH 3p-hidroxicostunoélida
Semillas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Milbrodt et al., 1996.
3B-hidroxianhidroveriotorina
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

Artemorina

19




e —
B .. ——— — ——

Cuadro 1. Lactonas sesquiterpénicas del tipo germacrandlida presentes en
T. parthenium (Cont).

Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra

Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

Epoxiartemorina

OOH Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.

Peréxido de

epoxiartemorina

Cuadro 2. Lactonas sesquiterpénicas del tipo guayandlida presentes en T.

parthenium.
Estructura Parte Origen de la Referencia
estudiada muestra
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

Milbrodt et al., 1996.

R=0H 8a-hidroxiestafiatina
R=0Bui 8a-isobutiloxiestafiatina

R=0Ang 8a-angeloiloxiestafiatina
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Cuadro 2. Lactonas sesquiterpénicas del tipo guayandlida presentes en T.

parthenium (Cont).
Estructura Parte Origen de la Referencia
estudiada muestra
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Hojas Reino Unido  Begley ef al., 1989.
Tanapartina-o-peréxido
OH
] Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Groenewegen et al., 1986.
Hojas Reino Unido  Begley et al., 1989.
Partes aéreas México Romo et al., 1970.
Milbrodt et al., 1996.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
10-epi-canina
0
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Hojas Reino Unido  Groenewegen et al., 1986.

Secotanapartolida A

Milbrodt et al., 1996.
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Cuadro 2. Lactonas sesquiterpénicas del tipo guayandlida presentes en T.

parthenium (Cont).
Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra

Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.
Milbrodt et al., 1996.

Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.
Groenewegem et al., 1986.

Hojas Reino Unido  Begley et al., 1989.

Hojas y semillas EUA Awang et al., 1991.

Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

Hojas Reino Unido  Begley et al., 1989.

seco-tanapartélida B
Raices Sudamerica  Milbrodt et al., 1996.

3,5-epoxi-8-
- desoxicumambrina B

22




e e

Cuadro 3. Lactonas sesquiterpénicas del tipo eudesmano presentes en T.

parthenium.
Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
OH
Partes aéreas México Romo et al., 1970.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Hojas y semillas EUA Awang et al., 1991.
Planta seca México ~ Romo de Vivar y Jiménez, 1965.
Hojas y semillas EUA Awang et al., 1991.

Santamarina

Cuadro 4. Cumarinas presentes en T. parthenium.

Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Raices Polonia Kisiel y Stojakowska, 1997.
Raices Polonia Kisiel y Stojakowska, 1997.

9-epipectacol B
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Cuadro 5. Flavonoides presentes en T. parthenium.

Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas México Rodriguez et al., 1973.
Partes aéreas Francia Long et al., 2003.
Partes aéreas Francia long et al., 2003.

Alemania

Williams et al., 1994.

OH Hojas, flores y semillas Alemania

3,6,4 -trimetil éter del 6-
hidroxicamferol

Williams et al., 1994.
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Cuadro 6. Terpenoides presentes en T. parthenium.

Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
: Egipto Hamidi y Nady, 1989
X Reino Unido y Hendriks et al., 1996
Holanda
Alcanfor .
Croacia Kalodera et al., 1997.
México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
y Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
~ | OAc Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido y Hendriks ef al., 1996.
H Holanda
Acetato de crisantenilo Croacia Kalodera et al., 1997.
México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
OR Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
' Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
Holanda
R=H Crisantenol
R=Ac Crisantenol acetato
R=Ang Crisantenol angelato
R=Val Crisantenol isovalerato
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
\ Holanda
Camfeno Croacia Kalodera et al., 1997.
Turquia Akpulat et al., 2005.

25



e

Cuadro 6. Terpenoides presentes en T. parthenium (Cont).

Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.
Belgica Hamidi y Nady, 1989.
>@/ Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
o-pinenc Holanda
Croacia Kalodera et al., 1997.
México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
/ Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
B-pineno Holanda
México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
) Holanda
octerpineno México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
Holanda
r-terpineno México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
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Cuadro 6. Terpenoides presentes en T. parthenium (Cont).

Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.
. : Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
OH Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
Holanda ‘
4-terpineol México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido y Hendriks et al., 1996.
~ Holanda
Limoneno México Medina, 2002.
Turquia Akpulat et al., 2005.
~ Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
(r\fv\g/ Reino Unido y Hendriks ef al., 1996.
Holanda
Germacreno D México Medina, 2002.
Turquia Akpulat ef al., 2005.
Raices Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
S N Partes aéreas Reino Unido y Hendriks ef al., 1996.
p-farneseno Holanda
Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
México Medina, 2002.
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Algunas investigaciones han demostrado que la composicién de T.
parthenium, depende de la zona geografica donde se desarrolla (Romo de Vivar y
Jiménez, 1965; Bohlman y Zdero, 1982; Begley et al., 1989; Awag et al., 1991 y
Hendriks et al., 1992).

En estudios realizados a la planta seca de T. parthenium, originaria del
valle de México, se encontraron crisartemina A, la crisartemina B y la santamarina,

no asi la partendlida (Romo de Vivar y Jiménez ef al., 1965; Romo et al., 1970).

Los principales compuestos que constituyen el aceite esencial de las partes
aéreas de T. parthenium provenientes de México (Medina 2002), Reino Unido,
Holanda (Hendriks et al., 1996), Turquia (Akpulat et al., 2005), Bélgica, Egipto
(Hamidi y Nady, 1989) y Croacia (Kalodera et al., 1997) son el alcanfor (~24-48 %)
y el acetato de crisantenilo (~22%). Otros terpenos que se encontraron en estas
muestras son el a-pineno, el camfeno, el B-pineno, el o-terpineno, el p-cimeno, el
y-terpineno, el crisantenol, el acetato de bornilo, el B-cariofileno, el -farneseno, el

germacreno D y el epdxido del -cariofileno (Hendriks, et al., 1996).

En un estudio mas reciente, se reporta la composicién del aceite esencial
de T. argyrophyllum (C. Koch) Tvzel. var. argyrophyllum y de T. parthenium (L).
Schuitz. Bip. (Asteraceae), originarias de Turquia. Se identificaron 22 y 23
compuestos respectivamente, representando el 94.2% y el 90.1% para cada uno.
Los componentes mayoritarios para T. argyrophyllum fueron cis-tujona (69.9%),
trans-tujona (5.6%) y el 1-8,cineol (3.2%); mientras que el alcanfor (56.9%),
camfeno (12.7%) y p-cimeno (5.2) fueron los componentes mayoritario para T.
parthenium (Akpulat ef al., 2005).

Del extracto hexanico de las raices de T. parthenium, proveniente de
Polonia, se aislaron la cumarina isofraxidina y una nueva isofraxidina drimenil

eter, llamada 9-epipectacol B (Kisiel y Stojakowska, 1997). Una serie no
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terpenoide de éteres espirocetalicos esta presente en las raices de las plantas

provenientes de Alemania (Bohiman y Zdero, 1982) y México (Medina, 2002).

Del extracto de diclorometano de las flores secas de T. parthenium
colectada en Sudamérica, se aislaron la guayandlida 3,4-epoxi-8-
desoxicumambrina B y la eudesmanolida epoxisantamarina (Milbrodt et al., 1996)
este Ultimo compuesto ya se ha identificado en muestras provenientes de México
(Romo y Jiménez, 1965).

Del extracto de diclorometano de las hojas, flores y semillas colectadas en
Nymphenberg Alerhania, se identificaron los siguientes flavonoides: el 3,7,4'-
trimetil éter del 6-hidroxicamferol, conocido como tanetina y el 3,6-dimetil éter del
6-hidroxicamferol (Wiliams et al., 1994). También se encontraron las siguientes
flavonas: la apigenina, la luteolina, el crisoeriol, la apigenina 7-glucurénido y la

luteolina 7-glucurénido (Williams, et al., 1999).

El contenido de esteroles, varia en funciéon del 6rgano de la planta
(Wilkomirski y Dubielecka, 1996). En muestras originarias de Polonia su contenido
es el siguiente en flores (0.079%), en la hojas (0.095%), en los tallos (0.081%) y
en las raices (0.051%). Los esteroles identificados en este estudio fueron: el
estanol, el campesterol, el sitosterol, el estigmasterol, el fucosterol y el
isofucosterol (Wilkomirski y Dubielecka, 1996). Hasta ahora este es el Gnico

reporte de esteroles presentes en T. pathenium.
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2.3 Actividad biolégica

2.3.1 Estudios clinicos

Las hojas de T. parthenium se han sometido a estudios clinicos para
evaluar su actividad en la migrafia. En uno de ellos se realizdé un estudio doble
ciego con placebo en el que participaron 20 pacientes. Se evalué la eficacia de
las hojas de esta planta como profilactico para la migrafia. Los 10 pacientes que
recibieron el placebo tuvieron un incremento significativo en la frecuencia y
severidad del dolor de cabeza, nauseas y vomito con la aparicion de efectos
indeseables severos, en los primeros meses de estudio. Los otros 10 pacientes
que recibieron 100 mg de hojas secas de T. parthenium, presentaron cambios en
frecuencia y severidad de los sintomas de la migrafia. Esto proporciona bases
para afirmar que la planta tomada previene los ataques de este padecimiento y por
lo tanto constituye un buen agente profilactico de la enfermedad (Jonson et al.,
1985).

En otro estudio clinico 72 pacientes voluntarios, recibieron al azar, una
capsula con 82 mg de hojas secas de T. parthenium o un placebo diariamente por
un periodo de cuatro meses. Se registraron diariamente la frecuencia y severidad
de los ataques de migrafia en los pacientes participantes. Se comprobé que el
tratamiento fue efectivo en el 59% de los pacientes, reduciendo la severidad, el
numero de ataques de migrafia y la intensidad del vomito. También se concluyé

que la planta no produce efectos colaterales de importancia (Murphy et al., 1988).

Palevich et al., realizaron un estudio doble ciego, donde participaron 57
pacientes (47 mujeres y 10 hombres), los cuales se dividieron en dos grupos al
azar. Durante dos meses un grupo recibi6 una capsula con 100 mg de T.
parthenium proveniente de Israel y el otro grupo un placebo. Los pacientes que
recibieron el tratamiento con la planta tuvieron una reduccioén significativa en la
intensidad del dolor, asi como, una disminucién de los sintomas tipicos

usualmente relacionados con los ataques de migrafia (vomito, nauseas,
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sensibilidad a la iuz y al ruido, etc.), en comparacién con el tratamiento placebo
(Palevitch et al., 1997).

Los efectos secundarios negativos registrados en un grupo de 270
pacientes que tomaron 50 mg de hojas secas de T. parthenium fueron minimos y
poco frecuentes. El sintoma adverso mas comtn que se registré fue la ulceracién
en la boca (6.4%), seguido de dolor abdominal e indigestion (3.96%), sabor
desagradable (3.0%), sensacion de cosquilleo (3.0%), problemas urinarios (0.9%),
dolor de cabeza (0.9%) y diarrea (0.4%) (Jonson et al., 1985).

2.3.2 Inhibicién de la sintesis de las prostaglandinas

El extracto de las partes aéreas de T. parthenium, obtenido por maceracién
con soluciéon amortiguadora de fosfatos 50 milimolar, a la concentracion de 50
ug/mL inhibe la sintesis de prostaglandinas de un 86% a un 88%, pero no inhibe la
cicloxigenacién del acido araquidénico (Collier et al., 1980). Si el extracto se hierve
por 10 minutos, se pierde la actividad inhibitoria. Un extracto cloroférmico
preparado por maceracion con las hojas de T. parthenium presenta el mismo
efecto pero con mayor potencia para inhibir la sintesis de prostaglandinas (5
pug/mL), inhibe la sintesis de prostaglandinas en un 58 + 5.5 %, pero inhibe la
ciclooxigenacion del acido araquidénico (Collier et al., 1980). Esta propiedad
puede estar relacionada con la actividad antipirética de esta planta, ya que la
aspirina también inhibe a la sintesis de las prostaglandinas pero a diferencia de T.
parthenium, también inhibe a la ciclooxigenasa. Lo anterior indica que la inhibicién
de la sintesis de prostaglandinas por los extractos de T. parthenium difiere del
mecanismo de inhibicion de los salicilatos (Collier et al., 1980).

2.3.3 Inhibicion de la liberacion de serotonina

En la migrana se ha implicado la participacion de la serotonina y se sabe
que en los ataques de migrafia los niveles de serotonina se encuentran elevados
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(Peroutka, 1997). Los extractos cloroférmicos de T. parthenium inhiben la
liberacién de serotonina de plaquetas, neutrofilos y leucocitos polimorfonucleares
en seres humanos, lo cual es relevante para el valor terapéutico de esta planta en

la migraria y otras enfermedades (Groenewegen et al., 1986).

2.3.4 Bloqueo de la corriente de potasio dependiente de voltaje

El extracto cloroférmico de las hojas flores de T. parthenium reduce la
inactivaciébn de la corriente de potasio dependiehte de voltaje a una
concentraciones 56 pg/mL (Clsp). Se presenta un bloqueo completo de la corriente
si se incrementa la concentracion a 1 mg/mL. Este efecto puede sugerir que el
extracto de T. parthenium bloquea los canales abiertos de potasio. Sélo en células
aisladas de la arteria de la oreja de conejo, el extracto cloroférmico de la planta,
reduce la corriente de potasio dependiente del voltaje, pero al mismo tiempo no
tiene efecto en la corriente que surge como consecuencia de la activacion de los
canales de potasio dependientes de calcio. Esto sugiere que existe una sustancia
no conocida capaz de ser selectiva, en el bloqueo de canales abiertos voltaje

dependiente de los canales de potasio (Barsby et al., 1993).

2.3.5 Inhibicion de 5-lipo-oxigenasa y ciclo-oxigenasa en leucocitos

El extracto cloroférmico de las hojas frescas y de los productos comerciales
de la hoja seca, producen la inhibicién de la generacion de tromboxano B; y
leucotrieno B4 en leucocitos de peritoneo de rata y leucocitos polimorfo-nucleares
de seres humanos. Los valores de Clsy estan en el rango de 5-50 pg/mL. Los

autores proponen que una mezcla de lactonas sesquiterpénicas inhiben la sintesis

de eicosanoides y que puede ser relevante para la accién terapéutica de la planta
(Summer et al, 1992).




2.3.6 Actividad de compuestos aislados de Tanacetum parthenium en la liberacién

de histamina en células de rata

El extracto cloroférmico de las hojas secas, produce una inhibicién dosis
dependiente de la liberacion de histamina de células estimuladas del peritoneo de
rata con IgE o el ionéforo de calcio A23187. Esta inhibicion de la histamina es
diferente a la inhibicibn provocada por cromoglicato y quercetina (Hayes vy
Foreman, 1987).

2.3.7 Otros estudios

A la planta T. parthenium se le han atribuido otras propiedades como
repelente de insectos, insecticida, asi como inhibidor de la fagocitosis, inhibicién
de la agregacion plaquetaria, tiene actividad antimicrobiana in-vitro, inhibe la
liberacién de histamina y tiene actividad citotoxica (Voyno-Yasenetskaya et al.,
1988).

En estudios farmacologicos del extracto cloroférmico de hojas frescas de 7.
parthenium se midié la respuesta de contraccién y relajacidn en preparaciones de
Aanillos de aorta de de conejo y rata, donde se determindé que la respuesta
vascular en aorta de rata es irreversible (Barsby et al.,, 1992; Barsby ef al., 1993;
Medina, 2002).

Estudios realizados al extracto cloroférmico de hojas frescas de T.
parthenium demostraron que inhiben las contracciones inducidas por fenilefrina,
serotonina, tromboxano U46619 y angiotensina |l en anillos de aorta de conejo.
Esta inhibicibn es dependiente del tiempo y la concentracién, y es de tipo no

competitiva e irreversible en preparaciones con y sin endotelio. Los extractos

también causan una pérdida progresiva del tono en anillos de aorta precontraidos
(Barsby et al., 1992).




El género de Tanacetum contiene entre 150-200 especies (Abad et al.,
1995), extractos de algunas especies se han reportado con actividad
antiinflamatoria (Abad et al., 1994; Naveen y Shrinivas, 1999; Williams et al,,
1999).

El extracto acuoso de T. parthenium a concentraciones elevadas (50-200
mg/mL) inhibe a los productos metabdlicos de la ciclo-oxigenasa y de la lipo-

oxigenasa en leucocitos de peritoneo de rata (Capasso, 1986).

En un estudio se aisl6 un compuesto del extracto cloroférmico de las hojas,
flores y semillas de T. parthenium conocido como tanetina. Las pruebas
farmacoldgicas de este compuesto, podria contribuir a las propiedades anti-
inflamatorias atribuidas a T. parthenium. La tanetina inhibi6 la generacién de
eicosanoides pro-inflamatorios, empleando peritoneo de rata activado con
leucocitos por el ionéforo de calcio 23183, a una concentracion de 40 pM.
(Williams et al,, 1995). Ademas las hojas y las flores de la planta contienen
algunos flavonoides lipofilicos, tales como 3,6-dimetil éter de la quercetagenina, 6-
hidroxicamferol 3,6,4’-trimetil éter, llamada santina (Wiliams et al, 1999). La

santina se reporta con propiedades anti-inflamatorias, a través de la inhibicién de

la ciclo-oxigenasa y la 5-lipooxigena (Williams et al., 1999).




Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La migrafia es una enfermedad que afecta del 10 al 20 % de la poblacién
mundial (Lipton y Bigal, 2005), afectando principalmente a personas entre 25 - 55
afios, aunque también se dan casos en nifilos de 3 a 5 afios. La Secretaria de
Salud informa qué esta enfermedad afecta en México aproximadamente a 12
millones de mujeres y a 4 millones de hombres (Secretaria de Salud, 2001).

El tratamiento terapéutico de esta enfermedad contempla una amplia
variedad de farmacos (sumatriptan, acetaminofeno, alcaloides del ergot), asi como
de algunas plantas medicinales, entre las cuales se encuentra T. parthenium,
comunmente conocida en México como Santa Maria (Groenewegen et al., 1986;
Vogler et al., 1998).

Aun cuando se conoce que T. parthenium de México no contiene
partendlida, o la contiene en concentraciones muy bajas (Avula et al,, 2006).
Estudios previos (Medina, 2002), han mostrado que el extracto de diclorometano
obtenido de las partes aéreas de la planta fresca vy del aceite esencial son
capaces de inhibir las contracciones inducidas por serotonina en aorta de rata
(Medina, 2002). También se conoce que el extracto de la planta fresca es capaz
de inhibir las contracciones producidas por fenilefrina, serotonina, tromboxano
U46619 y angiotensinogeno I, en aorta de conejo (Barsby, et al., 1992). Sin
embargo a la fecha se desconoce cual o cuales de los metabolitos presentes en T.
parthenium de México son los responsables de dicha actividad. Por lo que en el
presente trabajo se pretende identificar al o a los componentes responsables de la
inhibicidn de las contracciones producidas por fenilefrina y serotonina en aorta de
rata. Con lo que ademas de permitir conocer la naturaleza quimica de los
componentes activos, permitira postularlos como compuestos activos marcadores
para el desarrollo de una metodologia analitica para el control de calidad del T.
parthenium de México.
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il HIPOTESIS

En estudios previos se encontré que en el aceite esencial y el extracto de
diclorometano preparado con planta fresca presentan la mayor actividad para
inhibir las contracciones inducidas por serotonina en aorta de rata, por lo que se
espera encontrar a los compuestos activos en el aceite esencial y en el extracto de
diclorometano preparado con la planta fresca. Dichos compuestos presentaran un

efecto selectivo para inhibir las contracciones inducidas por serotonina en aorta de

rata.




IV OBJETIVOS

# Realizar el estudio farmacologico del aceite esencial y del extracto de
diclorometano de T. parthenium de México, como inhibidor de las

contracciones inducidas por serotonina y fenilefrina.

% Identificar a el 0 a los compuestos responsables de la actividad inhibitoria

de las contracciones inducidas por serotonina en aorta de rata.

# Evaluar la actividad del aceite esencial y del extracto de diclorometano de
tres colectas de T. parthenium, como inhibidores de las contracciones

inducidas por serotonina y fenilefrina en aorta de rata.

# Determinar si la actividad biolégica de T. parthenium depende del sitio de

colecta.

@ Determinar el valor de pA,; del aceite esencial, del extracto de

diclorometano y de los compuestos activos de T. parthenium
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

Las muestras de T. parthenium, fueron adquiridas en los siguientes lugares:
en el mercado de Sonora (México D.F.), en el pueblo de Tulyehualco (México,
D.F.), “predio las animas” y en el estado de Oaxaca. Los éjemplares fueron
depositados en el Herbario de la Divisién de Ciencias Forestales (CHAP) de la
Universidad Auténoma Chapingo, con los siguientes numeros de registro:
Ejemplar de Tulyehualco 59516; Ejemplares de Oaxaca y del mercado de Sonora
59517.

La planta fresca se utiliz6 recién adquirida para preparar el extracto de
diclorometano y también para obtener el aceite esencial. Las partes aéreas de la
planta fresca fueron fraccionadas manualmente antes de preparar extractos o

aceites esenciales.

5. 2 Preparacion del extracto de diclorometano

Las diferentes muestras de la planta fresca fueron maceradas con
diclorometano a temperatura ambiente durante 72 horas. Los extractos se filtraron
y se concentraron a presion reducida en un eVaporador rotatorio para eliminar el
disolvente. Antes de concentrar el filtrado se secdé con Na,SO, anhidro. En el
cuadro 7 se indican las cantidades de planta macerada, asi como la cantidad de

extracto obtenido.

5.3 Obtencion del aceite esencial

El aceite esencial se obtuvo de las partes aéreas de la planta fresca
provenientes de Tulyehualco (1500 g) y de Oaxaca (60.9 g) a través de una
destilaciéon por arrastre con vapor de agua. El tiempo de destilacion fue 30
minutos. Se obtuvieron 2 mL de aceite esencial de la planta de Tulyehualco y 0.5

mL de aceite esencial de la planta de Oaxaca. Los aceites se guardaron en viales

de color ambar, manteniéndolos en refrigeracion (FHEUM, 2001).




Cuadro 7. Rendimientos en los extractos de diclorometano de T. parthenium.

Origen de la Planta Extracto
muestra Macerada Obtenido Rendimiento
(9) (9) (9) %
Mercado de
Sonora 900 6.2 0.68
Tulyehualco 6500 442 0.68
QOaxaca 62 1 1.61

5.4 Animales

Se emplearon ratas Wistar machos con un peso corporal entre 175y 220 g
mantenidos en condiciones normales de alojamiento para esta especie con libre
acceso al alimento y al agua. Los animales se trataron siguiendo los lineamientos
de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, actualmente adoptada en

nuestro laboratorio para el cuidado y experimentaciéon con animales.

5.5 Farmacos y sustancias

El bitartrato de (-)-arterenol, clorhidrato de carbacbl, serotonina, fenilefrina,
isoborneol, cariofileno, alcanfor, o-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno. Se
adquirieron en Sigma Aldrich Co. (St. Louis MO, USA). Las soluciones se
prepararon minutos antes de ser utilizados. Los farmacos no solubles y los
extractos se suspendieron en agua destilada con trazas de Tween 80

(aproximadamente 0.1% v/v). El resto de las sustancias fueron de grado analitico.

5.6 Identificacion de compuestos

El aceite esencial y el extracto de diclorometano de T. parthenium se
analizaron usando un cromatografo de gases LECO Modelo Pegasus AD
acoplado a un espectrometro de masas marca Agilet modelo 6890N con inyector
automatico Agilet modelo T5606-01.
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Se inyectaron 1.0 puL de la muestra en una columna Capilar Fase DB5 de
Agilet (10m X 0.18 mm de didmetro interno espesor de pelicula 0.18 um). El gas
acarreador fue Helio a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. La temperatura del
inyector fue de 300 °C, con la temperatura de Ia linea de transferencias de 250 °C
y la temperatura de la camara de 200 °C. El retraso de encendido del filamento fue
de 100 segundos.

El programa de calentamiento utilizado fue temperatura inicial de 40 °C
durante 3 minutos, la velocidad de calentamiento de 50 °C por minuto hasta 280
°C durante 10 minutos. El intervalo de masa 45-550 U. La adquisicion espectral 10
espectros por segundo. La inyeccion fue con division de flujo (split). La técnica
utilizada fue de baja resolucion por impacto electronico y deteccién de iones
positivos. Los componentes fueron identificados utilizando la Biblioteca NIST

version 2.0.

5.7 Ensayo biolégico

5.7.1 Diseccidn de la aorta toracica y montaje de la preparacion

Los animales se sacrificaron por sobredosis de éter etilico, posteriormente
se realizé la diseccion de la aorta toracica limpiandola de grasa y tejido conectivo.
En cada uno de los experimentos se utilizaron 2 animales. Se cortaron 4 anillos de
2 mm de largo aproximadamente, los cuales se incubaron en camaras verticales
para tejidos aislados conteniendo solucién Krebs con composicion mM de NaCl
117, KCI 4.7; CaCl; 2.5; MgSO, 1.2; NaHCO3 24.8, KH,PO,4 1.2, EDTA 0.023 y
glucosa 11.1. Cada uno de los anillos de aorta fue colocado en una camara para
tejido aislado con 10 mL de solucién Krebs a 37 ° C y con un burbujeo constante
con gas carbégeno (95% O, y 5% CO,). La preparacion se colocd entre dos

ganchos de alambre Nicromel, uno de los extremos se fija a la camara y el otro al
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transductor de fuerza (Grass FT 03E) conectado al poligrafo Biopack System. Los

datos se obtuvieron mediante el programa Acknowledge MP100 version 3.53.

La tension inicial para los anillos fue de 4 g dejandolos estabilizar por un
periodo de 30 minutos. Antes de realizar la evaluacion de los diferentes
compuestos, los anillos de aorta se estimularon con noradrenalina (bitartrato de (-
)-arterenol, Sigma Co.) a una concentracion de 10 M, tres veces a intervalos de
30 minutos. Después de cada estimulacion, los tejidos fueron lavados tres veces
con solucién Krebs.

Para evaluar la integridad del endotelio, después de estimular con
noradrenalina 10° M y alcanzar la meseta de contraccion, se adicion6 carbacol
(Sigma Co.) a una concentracién de 10° M. La respuesta vasorrelajante indicé la

integridad del endotelio.

5.7.2 Estabilidad de la preparacion

Para demostrar la estabilidad de la preparacién en el tiempo en el que se
realizaron los experimentos, se realizaron dos curvas acumulativas dosis-
respuesta para serotonina (107 M - 3x10™ M) o para fenilefrina (10"'M — 105Mm),
dejando 60 minutos entre cada curva, con tres lavados cada 15 minutos en este

intervalo.

5.7.3 Actividad inhibitoria de las contracciones inducidas por serotonina

Primero se realiz6 una curva acumulativa de serotonina, en el rango de
concentraciones 107 M- 3x10° M (Figura 3). Después de lavar el tejido tres veces
con solucién Krebs, el tejido se dejé reposar durante 60 minutos, con tres lavados
cada 15 minutos. Posteriormente se incubaron los anillos de aorta durante 10

minutos con diferentes concentraciones de los extractos de prueba vy
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posteriormente se volvieron a contraer los anillos de la aorta con serotonina a las
concentraciones evaluadas inicialmente (107 M- 3x10° M).

El extracto de la muestra proveniente del mercado de Sonora, se evalu6 a
las concentraciones 75, 100, 150, 200 y 250 ug/mL. Para posteriormente calcular
el valor de pA,. Los extractos evaluados se prepararon suspendiéndose en la
cantidad necesaria de agua destilada con trazas de Tween 80 parta obtener las
concentraciones deseadas.En cada uno de los experimentos se utilizéd uno o dos
anillos de aorta como control, el cual consistié en una solucién de agua destilada
con trazas de Tween 80.
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Figura 3. Registro de concentracion-respuesta acumulativa de serotonina a
concentraciones molares: 1 (107), 2 (3x107), 3 (10°®), 4 (3X10), 5 (10°°), 6 (1.77x10°%) y 7 (3X10?),
8 (lavado) en la aorta de rata.

El aceite esencial de la muestra proveniente de Tulyehualco se evalio
como inhibidor de las contracciones inducidas por serotonina, a las
concentraciones 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL. De igual forma se evaluaron a
los siguientes compuestos, isoborneol, cariofileno, alcanfor, a-pineno, B-pineno, o-
terpineno y y-terpineno, a la concentracién 150 pg/mlL. Estos compuestos se

identificaron tanto en el extracto como en el aceite. Aquellos compuestos que
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resultaron activos, se evaluaron a las concentraciones 25, 50, 75, 100 y 150
pg/mL, para posteriormente calcular el valor
de pA2. En el caso de los pinenos también se evallio la concentracion de 200

pg/mL.

5.7.4 Actividad inhibitoria de las contracciones inducidas por fenilefrina

La metodologia seguida para la evaluacion del extracto de diclorometano,
del aceite esencial y de los compuestos fue similar a la descrita en el apartado
5.7.3. Es decir se construyeron las curvas concentracién-respuestas acumulativas
de fenilefrina en el intervalo de concentraciones 10*'"M — 10°M (Figura 4) en

presencia y en ausencia del extracto o compuesto de prueba

123 4 5 6 7 8 9 10 11 12
J’J’ ‘|’ ‘l/ l l/ \l’ \I/ l/ l 4 4.0
3.5
g
3.0
- r L\‘ hs
120 130 140 150 160

Minutos

Figura 4. Registro de concentracion-respuesta acumulativa de fenilefrina concentraciones
molares: 1 (10™"), 2 (1079, 3 (3X10™), 4 (10), 5 (3x10°%), 6 (10°%), 7 (3X10®), 8 (107), 9 (3X107),
10 (10°®), 11 (10°%), 12 (lavado) en la aorta de rata.

5.7.5 Efecto de los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno

sobre la aorta contraida con serotonina.

La interaccion de los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-

terpineno, fue analizada en aorta de rata pre-contraida con serotonina. La
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serotonina en concentracion (3X10° M) se adicioné al bafio del tejido, hasta
alcanzar la meseta de contraccion, posteriormente los compuestos se adicionaron
a la concentracion de 150 pug/mL. En otro tipo de experimento se invirti6 el orden
de adicién, incorporando primero los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno

y y-terpineno (150 pg/mL) y después de 10 minutos la serotonina (3X10°M).

5.7.6 Efecto de los compuestos a-pineno, p-pineno, a-terpineno y y-terpineno

sobre la aorta contraida con fenilefrina.

En el caso de la interaccion con fenilefrina, se siguié la misma metodologia

del punto 5.7.5, la concentracion maxima de fenilefrina fue 1X10°M.

5.7.7 Analisis estadistico y calculo de pA,.

En el estudio de estabilidad de la preparacion se realiz6 el analisis
estadistico por medio de la prueba “t” de Student para datos pareados. Mientras
que para los otros estudios se realiz6é un andlisis de varianza de una via, y en los
casos donde se present6 una diferencia estadisticamente significativa, se procedi6
a realizar una prueba de t de Dunnett. Se consideraron diferencias significativas
para una p < 0.05.

El valor de pA;, para antagonismo no competitivo, se calculé tomando los
valores maximos de respuesta, producidos por los agonistas (fenilefrina y
serotonina) en presencia de los compuestos evaluados.

Se tomo en cuenta la siguiente relacion:
PA2’ = pB)’ + Log (x - 1) (1)

En donde:

Bx = Concentracién de antagonista no competitivo
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Donde x = Efecto maximo en ausencia de B, / Efecto maximo en presencia de B,
Cuando x =2 en la relacién (1) el Log (x—1)=0

Entonces pAz’ =pB,’y 0=b+m*LogB, porloque ~b/m=LogB

En la figura 9 se muestra una grafica utilizada en el calculo de pA..
Donde:

x = Efecto maximo en ausencia de B, / Efecto maximo en presencia de B,

B = concentracion del antagonista no competitivo (ug/mL, M, mM).
b =Ordenada al origen y m = pendiente

109 b

Log {x-1)

15

-LogB

Figura 5. Gréfica utilizada para el célculo de pA,.
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VI RESULTADOS

6.1 Actividad inhibitoria a las contracciones inducidas por serotonina

6.1.1 Estabilidad de la preparacion

Para determinar la estabilidad de la preparacién se realizaron dos curvas
concentracion-respuesta, espaciadas cada una por 60 minutos, tiempo suficiente
para la evaluacion de los extractos de T. parthenium. La preparacion fue estable y
las curvas totalmente reproducibles en las condiciones experimentales evaluadas

(Grafica 1). No se encontré diferencia estadisticamente significativa (p>0.05).

Lo anterior indicé que el efecto inhibidor de los extractos o compuestos,
sobre las contracciones inducidas por serotonina, no se debid a la pérdida del tono
por agotamiento del tejido. Durante cada experimento se tomé un anillo de aorta
como control, al cual se le adiciond el vehiculo sin extracto, obteniéndose lo

mismos resultados (Figura 6).

P
120 130 140 150 160 / / 240 250 20 210 280
Minudos Minutos

Figura 6. Registro de concentracién-respuesta acumulativa de serotonina, pruebas control
a concentraciones molares: 1 (107), 2 (3x107), 3 (10°), 4 (3X10%), 5 (10°), 6 (1.77x10%) y
7 (3X1O’5); 8(Lavado). A (Tiempo 0 minutos) y B (Tiempo 60 minuto) en la aorta de rata.
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Grafica 1: Curva concentracion-respuesta para evaluar la estabilidad de la preparacion.
Actividad vasoconstrictora de la serotonina a tiempo O (@), a los 60 minutos (O). Cada punto
representa la media + EEM de al menos seis observaciones.

6.1.2 Efecto antagonista de los extractos obtenidos de la planta fresca y del

aceite esencial, sobre las contracciones inducidas por serotonina

El extracto de diclorometano (Grafica 2) de las tres muestras de T.
parthenium presentaron una inhibicién de tipo no competitivo y dependiente de la
concentracion. No se encontré diferencia estadisticamente significativa en la

actividad biolégica de estas muestras.

El extracto de diclorometano de la planta adquirida en el mefcado de
Sonora y el aceite esencial de la proveniente de Tulyehualco presentaron una
inhibicidén de tipo no competitivo dependiente de la concentracién (Grafica 3 y 4).
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) a las

concentraciones evaluadas.
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Grafica 2: Curva concentracién-respuesta contractil provocada por serotonina sola (@) o
en presencia de 150 ug/mL del extracto de diclorometano de la planta: Oaxaca (O), Tulyehualco
(¥), mercado de Sonora (A). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis

observaciones. * p<0.05.
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Grafica 3: Curva concentracion—respuesta contractil provocada por serotonina sola (@) o
en presencia del extracto de diclorometano de la planta fresca, 75 ug/mL (O), 100 ug/mL ('¥), 150
pg/mL (4A), 200 pg/mL (M) y 250 ug/mL (O). Cada punto representa la media + EEM de al menos

seis observaciones. * p < 0.05.
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Grafica 4: Curva concentracién—respuesta contractil provocada por serotonina sola (@) o
en presencia del aceite esencial a las concentraciones 100 pg/mL (O), 150 ug/mL ('¥), 200 pg/mL
(A), 250 ug/mL (W) y 300 ug/mL ([0). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis

observaciones. * p < 0.05.

6.2 Actividad inhibitoria a las contracciones inducidas por fenilefrina

6.2.1 Estabilidad de la preparacion

Para determinar la estabilidad de la preparacion se realizaron dos curvas
concentracion-respuesta, espaciadas cada una por 60 minutos, tiempo suficiente
para la evaluacion de los extractos o compuestos. La preparacion fue estable y las
curvas totalmente reproducibles en las condiciones experimentales evaluadas

(Grafica 5). No se encontré diferencia estadisticamente significativa (p>0.05).

Esto es indicativo, de que el abatimiento en la fuerza de contraccion
producida por T. parthenium, no era a causa de la pérdida de tono por
agotamiento del tejido. Durante cada experimento se tomé un tejido como control

al cual se le adicioné el vehiculo sin extracto, obteniéndose lo mismos resultados

(Figura 7).
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Grafica 5: Curva concentracion-respuesta. Actividad vasoconstrictora de la fenilefrina a
tiempo O (@), a los 60 minutos (O). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis

observaciones.
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Figura 7. Registro de concentracion-respuesta acumulativa de fenilefrina concentraciones
molares: 1 (10""), 2 (1079, 3 (3X107°), 4 (10°%), 5 (3x10®), 6 (10®), 7 (3X10®), 8 (107), 9 (3X107),
10 (10°®), 11 (10°®), 12 (lavado) en la aorta de rata.

50




6.2.2 Efecto antagonista de los extractos obtenidos de la planta fresca y del

aceite esencial, sobre las contracciones inducidas por fenilefrina

El aceite no fue capaz de inhibir las contracciones inducidas por fenilefrina
(Grafica 6). Mientras que la inhibicion del extracto de diclorometano fue de tipo no
competitiva dependiente de la concentracion (Grafica 7). Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas p<0.05, en las concentraciones
evaluadas del extracto de T. parthenium.

6.3 Compuestos de los extractos de diclorometano y del aceite esencial de

Tanacetum parthenium

Tanto en el aceite esencial como en el extracto de diclorometano de T.
parthenium, se identificaron el alcanfor, el acetato de crisantenilo, el camfeno, el a-
pineno, el B-pineno, el a-terpineno, el y-terpineno, el 4-terpineol, el 6xido de
cariofileno, el cariofileno y los éteres espirocetalicos, entre otros. La identificacion
se realizé por CG-EM (Figura 8, 9, 10, 11 y 12). Los espectros de masas de los
componentes se compararon con la Biblioteca NIST versiéon 2.0 y por la
comparacion con espectros publicados por Masada y Adams (Adams, 1995 y
Masada, 1976). Los compuestos encontrados en las muestras de T. parthenium
se encuentran resumidos en el cuadro 8. Estos compuestos ya han sido
reportados (Bohlman y Zdero, 1982; Knight, 1995; Hendriks, 1996 y Akpulat et al.,
2005). En el cuadro 9 se enlistan los picos caracteristicos de los mismos. Estos
picos corresponden a los descritos en la literatura (Adams, 1995 y Masada, 1976)

y los espectros de masas se encuentran en el anexo al final de este manuscrito.

Los compuestos mayoritarios tanto para el aceite esencial como para el
extracto de diclorometano de T. parthenium fueron el alcanfor (~15-20%) y el

acetato de crisantenilo (~15-25%).
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Grafica 6: Curva concentracion—-respuesta contractil provocada por fenilefrina sola (@), o
en presencia de 150 pg/mL del aceite esencial (¥) o del extracto de diclorometano (O). Cada

punto representa la media de al menos + EEM seis observaciones. * p < 0.05.
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Grafica 7: Curva concentracion—-respuesta contractil provocada por fenilefrina sola (@) o
en presencia del extracto de diclorometano de la planta fresca a las concentraciones 75 pg/mL
(O), 100 pg/mL (¥), 150 pg/mL (A), 200 ug/mL (W) y 250 pg/mL ([J). Cada punto representa la

media + EEM de al menos seis observaciones. * p < 0.05
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Cuadro 8. Composicion del aceite esencial y del extracto de diclorometano de planta
fresca de T. parthenium (en porcentaje).

T.R. ' Aceite Aceite Extracto  Extracto Extracto
(s) Compuesto Oaxaca Tulyehualco Tulyehualco Oaxaca Sonora
1156.941 1,2,55-tetrametil-1,3-ciclopentadieno - 55 - - -
156.741 Triciclina 04 0.7 0.3 - -
157.341 3,6-dimetil-5-octen-2-one - - 0.4 - -
158.331 Biciclo[3.1.0])-hex-2-ene 2-metil-5-(1-metiletil) 0.7 11 - - -
162.241 a-pineno 1.5 28 0.8 0.3 0.13
169.241 Camfeno 7.7 8.2 4.3 0.9 0.9
173.241 Benzaldehido t t - 6.1 03
180.841 Sabineno 0.3 0.5 0.1 0.1 -
182.441 f-pineno 0.3 0.5 0.1 t -
188.556 f-mirceno 0.1 03 - - -
201.056 vy-terpineno 0.1 - - - -
204.341 o-cimeno 2.6 - 15 0.8 0.75
205.556 Tujona 0.3 - - 0.2 -
206.856 Limoneno 0.5 1.1 t - -
208.156 Eucaliptol t - - - -
215.756 trans-tujenol 0.3 0.3 - - -
220.331 4-careno - 4.4 - - -
220.856 Cosmeno 22 04 0.2 0.5 0.3
232.341 trans-2-careno : - - - 04 -
234.656 «a-terpineno 0.1 0.2 03 - 06
239.256 4-tujanol 0.2 0.6 - - -
246.641 cis-verbenol 0.2 - - 0.8 -
250.641 lIsobornil isovalerato - 0.3 t t 1.2
251.956 2,6-dimetil-3,5-heptadien-2-ol 0.2 05 0.5 - 1.2
256.856 2,4,6-trimetil-3-ciclohexeno 04 3.7 - - -
259.741 4-etil-2-hexanal - - - - 6.2
261.056 Alcanfor 36.8 2.1 251 28.5 255
262.131 trans-pinano - 5.6 - - -
263.131 trans-3-caren-2-ol - 6.7 - - -
265.156 7-bornadienol t - - - -
266.576 Borneol t 03 - - -
268.856 Pinocarvona 0.1 02 - - -
269.641 2 5-dimetil-1,3-hexadieno - - 3.2 1.5 1.7
270.331 Laureleno - 21 - - -
270.556 4-metil-1,3-heptadieno 3.2 - - - -




T.R. ' Aceite Aceite Extracto  Extracto Extracto
(s) Compuesto Oaxaca Tulyehualco Tulyehualco Oaxaca Sonora
271.056 Biciclo[2.2.0}-hexane-1-carboxaldehido 0.6 - - - -
275.156 4-terpineol 0.9 23 - - -
277.441 Benzofulvona - - - 0.2 0.1
288.441 o-bergamotona - - - t 0.3
301.056 Acetato de crisantenilo 255 250 16.5 15 -
310.856 Mirnatol 1 - t t t
315.740 Safranal - - - - 0.5
319.741 trans-verbenol - 02 1.3 - 2
321.856 Isoborneoi 5.9 9.1 3.8 22 3.7
336.841 Carveol - 04 0.2 - -
365.541 Arginina - - - 0.355 0.67
374.541 0,2,6,6-tetrametil 1,3-ciclohexadien-1-metanol - - 3.0 - 156.3
376.856 trans-cariofileno . 0.3 0.3 t t t
387.456 trans-B-farneseno 02 0.2 - - -
390.956 Farneseno epéxido t - - - -
399.856 Germacreno D 0.2 0.2 - - -
428.031 2,4-dimetil-2-deceno - 3.6 - - -
437.356 Cariofileno 0.6 0.5 t t t
491.241 2 5-bornanediol t t 1.1 - -
535.256 Eteres espirocetalicos (tonghaosu) 0.1 - 1.2 438 5
552.331 Acido palmitico - 04 0.3 1.9 0.4
614.741 Columbina - - 0.2 0.7 -
625.841 Verrucarrol - - 1.0 6 1.6
646.941 Vitamina A - - 0.2 0.8 5
655.141 16-Hidroxigenol - - 2.8 9.2 41
667.141 Ambrosina - - 0.2 1.4 -
692.141 2,3-dimetil-heptadecano - - 0.1 - -
829.141 Piperidina 1-(1-ciclopropil-pentil) - - 1.3 0.3 0.5
TOTAL (%) 93.0 94.0 70.2 82.3 78
t=Trazas.
- = Ausente.

T. R. = Tiempo de retensién en una columna Capilar Fase DB5 de Agilet (10m X 0.18 mm de

diametro interno espesor de pelicula 0.18 um).




Cuadro 9. Parametros del estudio por CG-EM de los compuestos de T. parthenium.

COMPUESTO miz(%)
Alcanfor Experimental 55(34), 69(51), 81(78), 83(28), 95(100), 108(31), 137(5), 152(12).
Referencia 55(56), 69(54), 81(72), 83(40), 95(100), 108(36), 137(6), 137(6), 152(16).
Camfeno Experimental 53(20), 67(37), 79(50), 93(100), 105(23), 121(47), 136(13).
Referencia 53(16), 67(28), 79(49), 93(100), 105(69), 121(55), 136(18).
o-pineno Experimental 53(15), 77(48), 93(100), 105(12), 121(11), 136(8).
Referencia 53(12), 77(42), 93(100), 105(10), 121(26), 136(12).
B-pineno Experimental 53(17), 69(37), 79(39), 93(100), 107(6), 121(9), 136(8).
Referencia 53(12), 69(44), 79(28), 93(100), 107(10), 121(20), 136(12).
Isoborneol Experimental 55(25), 59 (3), 67(30), 80(26), 95(100), 107(17), 121(37), 136(32), 149(4),
154(6).
Referencia 55(22), 59(5), 67(25), 79(10), 95(100), 107(4), 121(9), 136(5) 149(4).
Cariofileno Experimental 53(43), 69(68), 79(90), 91(100), 105(57), 119(30), 133(52), 161(15),
189(8), 204(5).
Referencia 53(26), 69(60), 79(99), 91(100), 105(48), 119(32), 133(23), 161(28),
189(3), 204(3).
a-terpineno Experimental 51(26), 65(28), 77(56), 93(100), 105(26), 121(90) 136(37).
Referencia 41(24), 51(19), 65(18), 77(57), 93(100), 105(22), 121(83), 136(39).
y -terpineno Experimental 51(21), 65(23), 77(56), 93(100) 105(26), 121(20), 136(26).
Referencia 41(32), 51(13), 65(9), 77(44), 93(100), 105(19), 121(27), 136(39).
Acetato Experimental 65(34), 81(61), 91(67), 119(100), 134(66), 152(6), 194(2).
de crisantenilo  Referencia 43(62.5), 65(10), 81(18), , 91(35), 119(100), 134(35), 152(4), 194(3).

Triciclina

4~terpineol

Limoneno

o—cimeno

Germacreno D

Experimental
Referencia
Experimental
Referencia
Experimental
Referencia
Experimental
Referencia

Experimental

Referencia

51(12), 67(13), 77(32), 93(100), 105(10), 121(15), 136(12).
51(13), 67(19), 77(43), 93(100), 105(11), 121(15), 136(6).

55(26), 67(21), 71(100), 93(46), 111(31), 136(8), 154(6).

55(36), 67(34), 71(100), 81(29), 93(62), 111(38), 136(9), 154(5).

53(31), 68(100), 79(45), 93(65), 107(15), 121(14), 136(14).

53(22), 68(100), 79(24), 93(54), 107(16), 121(20), 136(16).

51(9), 65(15), 77(15), 91(49), 103(6), 119(100), 134(23).

51(9), 65(11), 77(12), 91(57), 103(7), 119(160), 134(22).

55(29), 67(31), 79(64), 91(100), 105(910), 119(49), 133(25), 147(5),
161(64), 204(8).

55(27), 67(28), 79(55), 91(100),
161(94), 204(9).

105(93), 119(54), 133(32), 147(13),

m/z = Relacién masa/carga. (%) = Porcentaje de abundancia de los iones moleculares.
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Figura 8. Cromatograma de gases del aceite esencial originario de Oaxaca. Triciclina(1),
a-pineno(2), camfeno(3), B-pineno(4), y-terpineno(5), o-cimeno(6), a-terpineno(7), alcanfor(8),
acetato de crisantenilo(9), isoborneol(10), cariofileno(11) y éteres espirocetalicos(12).
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Figura 9. Cromatograma de gases del aceite esencial originario de Tulyehuailco.

Triciclina(1),” a-pineno(2), camfeno(3), B-pineno(4), a-terpineno(5), alcanfor(6), acetato de

crisantenilo(7), isoborneol(8) y cariofileno(9).
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Figura 10. Cromatograma de gases del extracto de diclorometano originario del mercado
de Sonora. oa-pineno(1), camfeno(2), o-cimeno(3), cosmeno(4), 4-tujanol(5), isoborneol
isovalerato(6), alcanfor(7), isoborneol(8), a-2,6,6-tetrametil-1,3-ciclohexadieno (9), 2,5-bornadienol
(10) y éteres espirocetalicos (11).
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Figura 11. Cromatograma de gases del extracto de diclorometano originario de Oaxaca.
a—pineno(1), camfeno(2), B-pineno(3), cosmeno(4), alcanfor(5), acetato de crisantenilo(6),
isoborneol(7), 2,5-bornadienol(8), éteres espirocetalicos (9) y verrucarrol (10).
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Figura 12. Cromatograma de gases del extracto de diclorometano originario de
Tulyehuaico. Triciclina(1), a—pineno(2), camfeno(3), o-cimeno(4), cosmeno(5), alcanfor(6), acetato
de crisantenilo(7), isoborneol(8), éteres espirocetdlicos (9), verrucarrol(10) y ambrosina(11).

Algunos compuestos en comun identificados en las muestras de T.
parthenium fueron el isoborneol, el cariofileno, el alcanfor, el a-pineno, el B-pineno,
el a-terpineno y el y-terpineno, entre otros. Los cuales se evaluaron como

inhibidores de las contracciones inducidas por serotonina y fenilefrina.

6.4 Efecto antagonista de los compuestos isoborneol, cariofileno, alcanfor,
a-pineno, B-pineno, a-terpineno y 7y-terpineno, sobre las contracciones

inducidas por serotonina y fenilefrina

El alcanfor y el isoborneol presentaron actividad inhibitoria estadisticamente
significativa, disminuyendo las contracciones producidas por serotonina en un 40%
y un 20 % respectivamente (Grafica 8), pero no es tan marcada como en el
extracto, asi que descartamos a estos compuestos como los responsables de la
actividad de T. parthenium, o por lo menos no los Unicos responsables.
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El cariofileno, no presentd actividad inhibitoria estadisticamente
significativa, sobre las contracciones producidas por serotonina. El alcanfor y el
cariofileno no presentaron, actividad inhibitoria estadisticamente significativa,
sobre las contracciones producidas por fenilefrina (Grafica 9). En cambio el
isoborneol disminuy6 las contracciones producidas por la fenilefrina s6lo en un
20% (Grafica 9). Por lo que se puede pensar que son otros los compuestos que

presentan la actividad bioldgica.

Los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno, inhibierén
las contracciones inducidas por serotonina, a partir de la concentracién 50 pg/mL
(Grafica10,11,12y 13).

Para los compuestos a-terpineno y y-terpineno presentaron actividad
antagonista sobre las contracciones inducidas por fenilefrina a partir de 50 pg/mL

(Grafica 14 y 15). El a-pineno y el B-pineno resultaron inactivos (Grafica 16).
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Grafica 8: Curva concentracién—respuesta contractil provocada por serotonina sola (®) o
en presencia de 150 pg/mL de cariofileno (), isoborneol (O), alcanfor (A), extracto de
diclorometano (M). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p <
0.05.
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Grafica 9: Curva concentracién-respuesta contractil provocada por fenilefrina sola (®), o
en presencia de 150 pg/mL, cariofileno (O), alcanfor (¥), isoborneol (A), extracto de
diclorometano (#). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p <

0.05.
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Grafica 10: Curva concentracion-respuesta contractil provocada por serotonina sola (®) o
en presencia de a-terpineno, 25 ug/mL (O), 50 ug/mL (¥), 75 ug/mL (A), 100 pg/mL (M) y 150

pg/mL (0J). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p < 0.05.
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Grafica 11: Curva concentracién—-respuesta contractil provocada por serotonina sola (@) o
en presencia de y-terpineno, 25 pg/mL (O), 50 pg/mL (V¥), 75 pg/mL (A), 100 pg/mL (M) y 150
pg/mL (0J). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p < 0.05.
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Grafica 12: Curva concentracion-respuesta contractil provocada por serotonina sola (@) o
en presencia de a-pineno, 25 ug/mL (O), 50 pg/mL (¥), 75 pg/mL (A), 100 pg/mL (M), 150 ug/mL
(C7) y 200 pg/mL (). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p

<0.05.
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Grafica 13: Curva concentracion-respuesta contractil provocada por serotonina sola (@) o
en presencia de B-pineno, 25 ug/mL (O), 50 pg/mL (¥), 75 ug/mL (A), 100 ug/mL (M), 150 pg/mL
(O) y 200 ug/mL (#). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p
< 0.05.
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Grafica 14: Curva concentracion—respuesta contractil provocada por fenilefrina sola (@) o
en presencia de a-terpineno, 25 pg/mL (O), 50 pg/mL (¥), 75 pg/mL (A), 100 pg/mL (W) y 150
ug/mL (0). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p < 0.05.
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Grafica 15. Curva concentracién—respuesta contractil provocada por fenilefrina sola (@) o
en presencia de y-terpineno, 25 pg/mL (O), 50 pg/mL (V¥), 75 pg/mL (A), 100 pg/mL (M) y 150
pg/mL (0O). Cada punto representa la media + EEM de al menos seis observaciones. * p < 0.05.
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Grafica 16. Curva concentracion-respuesta contractil provocada por fenilefrina sola (@) o
en presencia de 150 ug/mL de a—pineno (V) o de B—pineno (O). Cada punto representa la media

+ EEM de al menos seis observaciones.
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El efecto antagonista de T. parthenium sobre las contracciones inducidas
por serotonina y fenilefrina en aorta de rata, nos llevd a calcular el valor de caiculo

de pA,. Este valor proporcioné informacién sobre la potencia de los antagonistas.

Los valores de pA; del extracto de diclorometano, del aceite esencial y de
los compuestos evaluados de T. parthenium se resumen en el cuadro 10. Las

graficas 17 y 18 fueron Utiles para el calculo de estos valores.

Cuadro 10. Valores de potencia antagonista no competitivo (pAy).

Compuesto Serotonina Fenilefrina
Evaluado pA2 B (ung/mL) PA2 B (ug/mL)

Extracto

diclorometano -2.16+0.030 141+ 10 -2.07 £ 0.034 120+ 10
Aceite esencial -2.21+0.038 162 + 14 NA NA
a-terpineno -1.73+£0.032 53+ 4 -1.99+0.015 53+3.5
y-terpineno -1.76 £ 0.015 57 +2 -1.73+£0.026 54 +3.2
a-pineno -2.22 £+ 0.034 166 £ 13 NA NA
B-pineno - 1.88 £ 0.057 75110 NA NA

Se presentan los valores de pA2 + EEM y B £ EEM

NA = No present6 actividad.

pA, = -Log B  donde B es la concentracion del antagonista (ug/mL).
Por lo que B =10 "P*

Los compuestos a-pineno, B-pineno, o-terpineno y y-terpineno por si
mismos, provocaron una ligera contraccion en anillos de aorta de rata. Esto
sugiere que podrian tratarse de agonista parciales. Para corroborar se evalu6 el
efecto de estos monoterpenos sobre las contracciones provocadas por serotonina

o fenilefrina.
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Grafica 17. Log (x-1) vs Log Concentracién. Agonista serotonina. Extracto de
diclorometano (M), aceite esencial (@), a-terpineno (A), y-terpineno (@), a-pineno (O), B-pineno

(O). Cada punto representa la media del valor maximo de al menos seis observaciones.
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Grafica 18 Log (x—1) vs Log Concentracién. Agonista fenilefrina. Extracto de diclorometano
(0), a-terpineno (@), y-terpineno(A). Cada punto representa la media del valor maximo de al

menos seis observaciones.
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6.5 Efecto de los compuestos a-pineno, B-pineno, oa-terpineno y y-

terpineno sobre la serotonina

La serotonina a una concentracion de 3X10° M, presentd un efecto
contractil sobre aorta de rata pre-contraidas con a-pineno, -pineno, a-terpineno y

y-terpineno (150 ug/mL) (Figura 13).
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Figura 13. Se presentan los trazos del poligrafo, en donde se observa la contraccion
provocada por serotonina 3X10° M, en presencia de los compuestos: y-terpineno (A), a-terpineno
(B), a-pineno (C) y B-pineno (D) (150 pug/mL).

Los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno (150 pg/mL),
no presentaron efecto contractil, en anillos de aorta de rata, pre-contraidas con

serononina (Figura 14).

La fenilefrina a una concentraciéon de 10° M, presentd un efecto contractil
sobre aorta de rata pre-contraidas con a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-

terpineno (150 ug/mL) (Figura 15).
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Los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno (150 ug/mL),
presentaron efecto contractil, en anillos de aorta de rata, pre-contraidas con

fenilefrina (Figura 16).
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Figura 14. Se presentan los trazos del poligrafo, en donde se observa la contraccion
provocada por 150 png/mL de: y-terpineno (A), a-terpineno (B), a-pineno (C) y B-pineno (D), en
presencia de serotonina 3X10° M.

( A) 7 Terpineno Feniletrina (C) a Pineno Fenilefrina

‘l’ J/ 4 j/ J/ )
35 g 35 9
3 -_//—’}//_/_—-* 3
120 130 140 120 130 140
Minutos Minutos
(B)  Terpineno Fenilefring {D) # Pineno Fenietrina

L b 4

120 130 140 120 130 140
Minutos Minutos

Figura 15. Se presentan los trazos del poligrafo, en donde se observa la contraccién

provocada por fenilefrina 10 M, en presencia de los compuestos: y-terpineno (A), a-terpineno (B),

a-pineno (C) y B-pineno (B) (150 ug/mL).
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Figura 16. Se presentan los trazos del poligrafo, en donde se observa la contraccién
provocada por 150 ug/mL de y terpineno (A), y-terpineno (A), a-terpineno (B), a-pineno (C) y B-
pineno (D), en presencia de fenilefrina 10° M.

Después de un tiempo la contraccién adicional producida por el a-pineno, §-
pineno, a-terpineno y y-terpineno en la aorta precontraida , comienza a disminuir,
esto puede ser indicativo de que estos compuestos, pudieran activar receptores
involucrados en procesos de vasorelajacion. Esta vasorelajacion no fue a causa
de la pérdida de tono por agotamiento del tejido, ya que en los controles, tratados
con el vehiculo (Figura 17) la contraccién se conservé durante el tiempo que duro

el experimento.
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Figura 17. Se presentan los trazos del poligrafo, en donde se observa el efecto del
vehiculo Tween 80 sobre las contracciones provocadas por serotonina 3X10° M (A yCy
fenilefrina 10° M (ByD).
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VIl DISCUSION

Antes de iniciar la evaluacion de los extractos y del aceite esencial, se
comprobé la estabilidad del tejido. La preparacion fue estable y las curvas
totalmente reproducibles en las condiciones experimentales evaluadas (Graficas 1
y 5). Esto indicé que el efecto inhibidor de T. parthenium y de los compuestos
evaluados, no se debi6 a la pérdida del tono por agotamiento del tejido. Durante
cada experimento se tomé un anillo de aorta como control, al cual se le adicion6 el

vehiculo sin extracto, obteniéndose lo mismos resuitados (Figuras 6y 7).

El extracto de diclorometano de las tres muestras de T. parthenium,
presentaron una inhibicion no competitiva dependiente de la concentracion, sobre
las contracciones inducidas por serotonina (Grafica 2). La actividad de la planta

no depende del lugar de origen.

Para realizar el calculo de pA; se evalu6 el extracto de diclorometano
proveniente del mercado de Sonora, mientras que para el aceite esencial se
evalud la muestra originaria de Tulyehualco. Ambas muestras presentaron una
inhibicién de tipo no competitiva, dependiente de la concentraciéon. En las curvas
concentracion—respuesta obtenidas por serotonina en presencia de T. parthenium
(Graficas 3 y 4), el desplazamiento hacia la derecha se acompaiia de una
progresiva reduccion del efecto maximo, indiscutiblemente se trata de un

antagonismo de tipo no competitivo.

Existen diversos estudios de T. parthenium donde se emplea como modelo
biolégico a la aorta de rata (Barsby, et al, 1992 y 1993; Medina, 2002). Los
estudios farmacolégicos en arterias, son muy utilizados, ya que contienen

diferentes tipos de receptores que median la contraccion (5-HT, a-adrenérgicos) y

en algunos vasos la relajacion (B-adrenérgicos) (Ferkany y Kenakin, 1998).




A nivel de vasos sanguineos, la influencia de la serotonina, es compleja.
Pero sin duda el papel que tiene esta amina es de suma importancia en la
fisiopatologia de la migrafia (Gryglewski y Vane, 1990). Para tener una idea clara
sobre los fendmenos implicados en la génesis de la migrafia, es Gtil considerarla
como una alteracion primaria del cerebro que produce dilatacién vascular, la cual
genera dolor (Arulmozhi et al., 2005). Dos potentes vasorelajantes, que se liberan
durante un ataque de migrafia, son la prostaciclina (PGl,) y el Factor de Relajacién
Derivado del Endotelio (FRDE) (Gryglewski y Vane., 1990). Un mecanismo
hipotético para la liberacion de estos mediadores, durante un episodio de migrafia
es el siguiente: algunos mediadores como serotonina (5-HT), adenosina difosfato
(ADP), bradicina (BK) y sustancia P, a través de receptores apropiados (5-HT g,
P2y, SP, respectivamente), activan a la fosfolipasa C en el endotelio, promoviendo
la liberacién de PGl y FRDE (Gryglewski y Vane, 1990).

T. parthenium siendo un antagonista no competitivo posiblemente actia
sobre un sitio diferente del de reconocimiento de la serotonina. Esto hace suponer
que de alguna manera la accién de la serotonina queda anulada y por lo tanto no
se liberen mediadores vasorelajantes, como los son la PGIl, y el FRDE, que se
encuentran ligados, con los procesos biolégicos involucrados en los ataques de
migrafia. Bejar propone que los componentes quimicos de T. parthenium, pueden
afectar el almacenamiento, la liberacién o interactuar con los receptores de la
serotonina (Bejar, 1996).

La farmacologia de T. parthenium ha sido ampliamente estudiada, sin
embargo el mecanismo no ha sido del todo comprendido. Tales estudios han
revelado que esta planta causa diferentes efectos por ejemplo la inhibicion de la
agregacion plaquetaria (Heptinsall et al., 1987), inhibiciéon de eicosanoides (Pugh y
Sambo, 1988), inhibicion de fosfolipasa A, (Makheja y Bailey, 1982), inhibicion de
la liberacibn de serotonina en plaquetas, neutrofilos y leucocitos
polimorfonucleares (Groenewegen et al., 1986), todos estos cambios biolégicos

estan involucrados en la etiologia de la migrafia.
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El extracto de diclorometano de T. parthenium inhibié las contracciones
inducidas por fenilefrina (Grafica 6), lo que esta de acuerdo con lo descrito por
Barsby et al, (1992), quienes reportaron que el extracto de diclorometano de la
planta fresca presenta una fuerte inhibicion de las contracciones inducidas por
fenilefrina, 5-HT, tromboxano U46619 y angiotensina Il en aorta de conejo.

El aceite esencial de T. parthenium no fue capaz de inhibir las
contracciones producidas de fenilefrina (Grafica 6), lo que indica cierto grado de
selectividad por las contracciones inducidas por serotonina. En las curvas
concentracién-respuesta obtenidas por fenilefrina en presencia del extracto de
diclorometano (Grafica 7) el desplazamiento hacia la derecha, se acomparia de
una progresiva reduccion del efecto maximo, indiscutiblemente se trata de un
antagonismo de tipo no competitivo. El efecto antagonista de T. parthenium no

puede ser superado mediante la adicién de dosis mayores del agonista fenilefrina.

En cuanto a la composicion del aceite esencial y del extracto de
diclorometano de T. parthenium, se identificaron el alcanfor, el acetato de
crisantenilo, el camfeno, el a-pineno, el B-pineno, el a-terpineno, el y-terpineno, el
4-terpineol, el éxido de cariofileno, el cariofileno y los éteres espirocetalicos, entre
otros (Cuadro 8). Estos compuestos también forman parte de muestras
provenientes del Reino Unido, Holanda (Hendriks et al., 1996), Turquia (Akpulat et
al., 2005), Bélgica, Egipto (Hamidi y Nady, 1989) y Croacia (Kalodera et al., 1997).

Los compuestos mayoritarios tanto para el aceite esencial como para el
extracto de diclorometano de T. parthenium fueron el alcanfor (~15-20%) y el
acetato de crisantenilo (~15-25%) (Cuadro 8). Ambos son compuestos
mayoritarios del aceite esencial de muestras provenientes de Alemania (Hendriks
et. al., 1996), Bélgica, Egipto (Pooter et al., 1989) y México (Medina, 2002). La
presencia del acetato de crisantenilo es muy interesante, ya que en un estudio se

encontré, que este compuesto inhibe la sintesis de prostaglandinas y posee

71




actividad analgésica (Pugh y Sambo, 1988). Es posible que este compuesto

también contribuya a las propiedades antimigrafiosas de T. parthenium.

La partendlida no se encontrd en las muestras evaluadas de T. parthenium.
La ausencia de esta lactona sesquiterpénica corrobora los resultados obtenidos
por Romo de Vivar y Jiménez, 1965; Romo de Vivar ef al., 1970 y Medina, 2002.
Algunos autores sugieren que la planta que crece en México difiere en cuanto a su
composicion quimica, respecto a muestras provenientes de Europa (Romo de
Vivar y Jiménez, 1965). Existe gran controversia al proponer a la partendlida,
como el compuesto responsable de la actividad biolégica de la planta. Weerdt et
al., llevaron a cabo un estudio doble-ciego donde postulan que la partenodlida,
puede no ser el Unico compuesto activo en preparados de T. parthenium (Weerdt
et al., 1996). Ademas Béjar, sugiri6 la existencia de compuestos que quizas
pudieran afectar el almacenamiento, la liberacién o interactuar con los receptores

a serotonina (Béjar; 1996).

Aunque las muestras analizadas de T. parthenium no contienen partendlida,
muestran actividad como inhibidor inespecifico de las contracciones producidas
por serotonina (Graficas 3 y 4) y fenilefrina (Grafica 6) en el caso del extracto de
diclorometano; esto hace pensar que esta interactuando tanto en receptores
serotonérgicos y a-adrenérgicos. Por otro lado el aceite esencial de T. parthenium
presenté una actividad inhibitoria especifica, de las contracciones inducidas por
serotonina, por lo que se infiere que los compuestos activos del aceite interacttian
de alguna manera con receptores serotonérgicos. Esto confirma la existencia de

compuestos activos en T. parthenium diferentes de la partendlida.

El efecto antagonista de las muestras evaluadas de 7. parthenium, sobre
las contracciones inducidas por serotonina y fenilefrina en aorta de rata, nos llevé
al calculo de pA;. Este valor proporcioné informacion sobre la potencia de los

antagonistas. El valor de pA; para el extracto de diclorometano fue de -2.15+£0.030

mientras que para el aceite esencial fue de -2.21+0.038. Lo que indicé que




practicamente el extracto y el aceite de T. parthenium tenian la misma potencia

antagonista.

Un valor de pA; se traduce a una concentracion de acuerdo a la relacién:
pA. = - Log B donde B es la concentracién del antagonista.
Por lo que B = 10 ~PA2

La concentracién del extracto de diclorometano para reducir a la mitad el
efecto maximo de la serotonina fue de 141110 pg/mL, mientras que para el aceite
esencial fue de 162114 ng/mL. Ambos tienen la misma capacidad de antagonizar
la respuesta producida por la serotonina en aorta de rata. Cuando un antagonista
actia sobre un sitio de fijacién intimamente ligado con el receptor, pero diferente
del reconocimiento del agonista, se produce un fenémeno de antagonismo no

competitivo (Florez, 2004).

De los compuestos en comun evaluados el a-pineno, el B-pineno, el a-
terpineno y el y-terpineno, inhiben de manera inespecifica y de tipo no competitivo,
la respuesta maxima de la serotonina y la fenilefrina. Mientras que el a-pineno vy el
B-pineno, son inhibidores especificos de las contracciones inducidas por la
serotonina. De acuerdo a los resultados obtenidos, estos monoterpenos
monociclicos pueden ser los compuestos activos de T. parthenium, aunque no se
descarta la existencia de otros compuestos que de igual forma posean cierta
actividad biolégica para inhibir las contracciones producidas por serotonina en

aorta de rata.

Los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno presentaron
mayores valores de pA; comparados con los valores del aceite o del extracto de T.

parthenium (Cuadro 10). Cuando dos sustancias son antagonistas, aquel

compuesto que presente un valor de pA; mayor, sera el compuesto mas potente.




En el caso del a-terpineno el valor de pA; fue de -1.76+0.015 mientras que
para el aceite fue de -2.07x0.034, el a-terpineno es mas potente que el aceite
esencial de T. parthenium. En otras palabras se necesita una menor concentracién
de a-terpineno (54+3.2 png/mL) para desplazar el efecto de la serotonina a la mitad.
Mientras que para el aceite se necesita 162+14.0 ug/mL para observar el mismo

abatimiento.

Con base en esto se puede pensar que los monoterpenos a-pineno, -
pineno, a-terpineno y y-terpineno, son de suma importancia dentro de la actividad
biolégica de T. parthenium y son algunos de los componentes activos de esta
planta. Estos compuestos se han encontrado en muestras provenientes del Reino
Unido, Holanda (Hendriks et al., 1996), Turquia (Akpulat et al., 2005), Bélgica,
Egipto (Hamidi y Nady, 1989), Croacia (Kalodera et al., 1997) y México (Medina,
2002).

Los aceites esenciales provenientes de planta medicinales, han mostrado
por muchos afios actividades biolégicas (Deans y Waterman, 1993). Estos aceites
son una mezcla compleja de sesquiterpenos, monoterpenos, terpenos, fenoles
entre otros (Foti e Ingold, 2003). Dentro de los compuestos identificados en las

muestras de 7. parthenium de México se encontraron algunos monoterpenos.

Los monoterpenos son compuestos naturales, que se han utilizado como
fragancia en los cosméticos y como intermediarios en la industria del perfume. De
igual forma se han empleado para la elaboracién de detergentes, jabones y
repelentes de insectos (Foti e Ingold, 2003). El y-terpineno, es un monoterpenoide
que se encuentra en los aceites esenciales de citricos (0-21.3%). Posee
propiedades tales como: afecto antioxidante in vitro; retardador de la peroxidacion

de acido linoleico (LH) (Foti e Ingold, 2003) y actividad antiespasmodica, en

yeyuno de conejo (Astudillo et al., 2004).




El o-terpineno, posee un fuerte olor a limoén, presenta actividad
antibacteriana, actividad téxica en embriones de rata (a una dosis de 60 mg/Kg)
(Araujo et al., 1996), aunque se emplea como agente antimicrobiano vy
antimicético, en animales y en seres humanos (Dryden et al., 2004). E! y-terpineno
no posee actividad antimicrobiana sobre Salmonella typhimurium, mientras que el
o-terpineno inhibe a las bacterias Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumaniae y Staphylococcus aureus (Dorman y
Deans, 2000). Hasta ahora, no se habia pensado, que compuestos

monoterpenicos, le pudieran conferir la actividad antimigrafiosa a T. parthenium.

Los compuestos o-pineno, B-pineno, a-terpineno y fy-terpineno por si
mismos, provocaron una ligera contraccion en anillos de aorta de rata. Esto
sugiere que podrian tratarse de agonista parciales. En el caso de los agonistas
parciales, estos producen cierto efecto farmacolégico cuando se administran
solos, aunque sin alcanzar el efecto maximo de los agonistas completos

serotonina o fenilefrina.

El o-pineno, B-pineno, o-terpineno y y-terpineno, provocaron una
contraccién adicional en la aorta pre-contraida con fenilefrina, pero no sobre la
aorta pre-contraidas con serotonina, esto indicé que los compuestos pueden estar
actuando como agonistas parciales sobre los receptores serotonérgicos pero no
sobre los receptores a-adrenérgicos (Figuras 14 y 16). Después de un tiempo de
la adicion del a-pineno, B-pineno, o-terpineno y y-terpineno, en la aorta pre-
contraida con serotonina, se presentd una disminucién en la fuerza de
contraccién. Esto puede ser indicativo de que estos compuestos, pudieran estar
activando a receptores que estén involucrados con una vasorelajacion. La
vasorelajacion no fue a causa de la pérdida de tono por agotamiento del tejido, ya

que en los controles tratados con el vehiculo (Figura 17) la contraccién se

mantuvo durante el tiempo que duro el experimento.




Demostrar que T. parthenium de México, contiene compuestos activos
diferentes de la partendlida, es de suma importancia, ya que antes de realizar el
presente trabajo no se habia considerado a los compuestos de naturaleza

monoterpénica como los activos.

Una de las aportaciones mas importantes del presente trabajo es el hecho
de que el aceite esencial presenté un anfagonismo no competitivo con preferencia
sobre las contracciones inducidas por serotonina. Mientras que el extracto de
diclorometano presenté un antagonismo no selectivo por las contracciones
inducidas por serotonina y fenilefrina. Esto Gltimo se puede deber a que en el
extracto existan otros compuestos no volatiles que tienen la capacidad de inhibir
las contracciones inducidas por serotonina y por fenilefrina. Se determiné que la
actividad biolégica como inhibidor de las contracciones inducidas por serotonina,

de esta planta no depende de la region geografica.

El haber encontrado compuestos activos diferentes de la partenélida, desde
el punto de vista comercial, indica que T. parthenium de México se puede utilizar
como materia prima para fabricar fitomedicamentos cuyo principio activo puede
elaborarse con el extracto obtenido de planta fresca o bien tomando como materia
prima el aceite esencial. Queda abierta la investigacion para continuar el estudio
de esta planta y postular compuestos marcadores para el desarrollo de una

metodologia analitica para el control de calidad del T. parthenium de México.
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VIl CONCLUSIONES

@ El extracto de T. parthenium de México presentd actividad como inhibidor

de las contracciones inducidas por serotonina sin importar el lugar de colecta.

@ El extracto de diclorometano de T. parthenium presenté un efecto
antagonista de tipo no competitivo, sobre las contracciones inducidas por

serotonina y fenilefrina en aorta aislada de rata.

% El aceite esencial de T. parthenium presentd un efecto antagonista de tipo
no competitivo sobre las contracciones producidas por serotonina, pero no de

aquellas inducidas por fenilefrina en aorta de rata.

# Algunos compuestos en comuin identificados en el aceite esencial y en el
extracto de diclorometano fueron: isoborneol, cariofileno, alcanfor, a-pineno, B-

pineno, a-terpineno y y-terpineno, alcanfor y acetato de crisantenilo.

% El a-terpineno y el y-terpineno inhibieron las contracciones inducidas por

serotonina y por fenilefrina.

# Los compuestos a-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno, al parecer
actuan como agonistas parciales sobre los receptores serotonérgicos pero no

sobre los receptores a-adrenérgicos.

# Este trabajo es el primer informe donde se reporta que en el T. parthenium
existen principios activos de naturaleza monoterpénica, con la capacidad de

inhibir las contracciones inducidas por serotonina y fenilefrina en el musculo

liso vascular de rata.




IX PERSPECTIVAS

@ Aislar y evaluar al acetato de crisantenilo como inhibidor de las

contracciones producidas por serotonina y fenilefrina, en aorta aislada de rata.

@ Determinar sobre que tipo de receptores a serotonina, actia el T.

parthenium y los compuestos o-pineno, B-pineno, a-terpineno y y-terpineno.

% Utilizar un modelo diferente al de la aorta de rata, que involucre la respuesta
vascular, un punto de suma importancia en el padecimiento de la migrana.

# Para descartar el mecanismo de acciéon de los compuestos a-pineno, B-
pineno, a-terpineno y y-terpineno via inhibicion de los receptores oy
adrenérgicos, proponemos el bloqueo de estos receptores utilizando
fenoxibenzamida u otro antagonista o4 adrenérgico. Si existe una contraccion
producida por estos monoterpenos, nos indicard que su mecanismo de accion
es diferente de la activacién de receptores a1 adrenérgicos. Y para estudiar su
mecanismo de accién a través de los receptores 5-HT; se tendria que utilizar
un antagonista como la ketanserina. Si se presenta una contraccién provocada
por estos compuestos, su mecanismo de accién es diferente de la activacion

de receptores 5-HT»,.
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XI ANEXO

Espectros de masas de algunos compuestos encontrados en T. parthenium de

México.

Alcanfor C1oH1gs P.M. 152
Camfeno CoH1s P.M. 136
a-pineno CyoH4e P.M. 136
B-pineno CqoH1g P.M. 136
Cariofileno CysHz4 P.M. 204
Isoborneol C1gH1sO P.M. 154
o-terpineno CioHqig P.M. 136
y-terpineno CioHe P.M. 136
Acetato de crisantenilo C12H150, P. M. 194
10. Triciclina C1oH1¢ P.M. 136
11.4-terpineol C4oH1sO P. M. 154
12. Limoneno CyoH1s P. M. 136
13.0-cimeno C10H14 P. M. 134
14.Germacreno D CysHz4 P.M. 204
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Figura 18. Espectro de masas obtenido por impacto electronico de los

compuestos identificados en las muestras T. parthenium. Alcanfor (1) y camfeno

(2).
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Figura 19. Espectro de masas obtenido por impacto electronico de los
compuestos identificados en las muestras T. parthenium. a-pineno (3) y B-pineno

(4).
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Figura 20. Espectro de masas obtenido por impacto electrénico de los

compuestos identificados en las muestras T. parthenium. Cariofileno (5) e
isoborneol (6).
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Figura 21. Espectro de masas obtenido por impacto electronico de los

compuestos identificados en las muestras T. parthenium. a-terpineno (7) y y-

terpineno (8).
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Figura 22. Espectro de masas obtenido por impacto electronico de los
compuestos identificados en las muestras T. parthenium. Acetato de crisantenilo
(9) y triciclina (10).
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Figura 23. Espectro de masas obtenido por impacto electrénico de los
compuestos identificados en las muestras T. parthenium. 4-terpineol (11) y
limoneno (12).

95




-
w

1000

OO0 -
FOO

E00

A e .Ti =1

200 3

100 ‘Q JJ[ Jl'j’i I

ey oy
100 150 200

1000 3t

(CELR
S E 119

204
177 l
200 250

=0 100 150

Figura 24. Espectro de masas obtenido por impacto electronico de los
compuestos identificados en las muestras T. parthenium. o-cimeno (13) y

germacreno D (14).
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