UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y
productos naturales derivados de plantas medicinales

utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias.

T E S 1 S

PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTA:

MATEO MAJIN LEON

4 VEXICO, D.F. NOVIEMBRE 2007

LO HUMAND
EJE
DE NUESTRA REFLEXION



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Efecto relajante en el musculo liso tragqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

JURADO ASINADO
var_Rf.D NACJONAL
AVFN"MA DE Presidente: Dr. Andrés Navarrete Castro
MEXICO
Vocal: M. en C. Ma. Martha Ugalde Hernandez
Secretario: Q.F.B. Esperanza Jiménez Castarneda
1 er. Suplente: M. en C. José Luis Balderas Lopez
2°. Suplente: Dra. Patricia Garcia Lépez

Lugar donde se desarrollo el proyecto:

Laboratorio 126, Conjunto E del Departamento de Farmacia de la Facultad de

Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.

‘/

J f/:? :
Director de tesis: Dr. Andrés Navarrete Castro / :

Asesor de tesis: M. en C. Ma. Martha Ugalde Hernandez ‘C%i/

Sustentante: Mateo Majin Ledn

Mateo Maijin Leon



FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES “ZARAGOZA’

DIRECCION

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE
MEXICO

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION

ESCOLAR

PRESENTE.

Comunico a usted que el alumno MAJIN LEON MATEO

con numero de cuenta 40101253-8 de la carrera de Q.F.B. 5

se le ha fijado el dia _26 del mes de _noviembre de 2007 alas_15:00 hrs.,,
para presentar examen profesional, que tendra lugar en la sala de examenes
profesionales Campus Il de esta Facultad, con el siguiente jurado: §

PRESIDENTE DR. ANDRES NAVARRETE CASTRO y
VOCAL M. en C. MA. MARTHA UGALDE HERNANDEZ ( W
SECRETARIO QF.B. ESPERANZA JIMENEZ CASTANEDA '?‘%2

SUPLENTE M. en C. JOSE LUIS BALDERAS LOPEZ W

C
SUPLENTE DRA. PATRICIA GARCIA LOPEZ ,744—‘11 -

El titulo de la tesis que se presenta es: Efecto relajante en el misculo
liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas medicinales
utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

Opcién de titulacion:  Tesis Experimental

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

México, D.F. a 18 de octubre de 2007.
o DE ESTUDIOS
-

DIRECIOR
te,
ZARAGOZA
DIRECCIO
RECIBI: Vo.Bo.
OFICINA DE EXAMENES PROFESIONALES DRA. MARTHA ASUNCION SANCHEZ ROORIGUEZ

Y DE GRADO JEFA DE LA CARRERA DE Q.F B.



Efecto relajante en el masculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de

plantas medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias
|

Agradecimientos

El presente trabajo fue posible gracias al financiamiento otorgado por la
Direccién General de Asuntos de Personal Académico a través del
proyecto DGAPA IN 201506 y por el Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia a través del proyecto CONACyT C01-18.

Mateo Majin Lebn



Agradecimientos y Dedicatoria

Agradecimientos

A la Universidad Nacional Auténoma de México.
Por la formacién académica en la FES Zaragoza y a cada uno de

mis profesores les agradezco las ensefianzas obtenidas.

Al Dr. Andrés Navarrete Castro.

Por su apoyo, comprension, por sus conocimientos trasmitidos en
la realizacion de este trabajo. Por haberme brindado Ila
oportunidad de pertenecer a su equipo de trabajo.

Ala M. en C. Martha Ugalde Hernandez

Por el apoyo y confianza que me brindo para poder realizar este
trabajo.

A mis Compafieros del laboratorio 126. José Luis Balderas, Alejando
Alfaro y Norma Gutiérrez

Por su apoyo moral y por los momentos divertidos que pasamos
los cuales los llevo conmigo.

A mis Sinodales

Por su tiempo brindado para la revision de esta tesis.

Mateo Majin Ledn



Agradecimientos y Dedicatoria

A Dios.

A mi Madre.

Dedicatoria

Por haberme dado la oportunidad de vivir, a lado de una familia
muy bonita, por poner en mi camino las fuerza necesarias para
ser mejor cada dia, por darme la bendicion de cada dia y nunca
dejarme solo.

Por haberme dado la vida, por el infinito amor que me has
demostrado, por la enorme paciencia que has tenido, por tu
apoyo moral que tanta falta me hizo, por la comprensién a lo largo
de mi carrera. Esta meta que he alcanzado es gracias a ti. Te
quiero mucho.

A la memoria de mi Padre.

Porque desde pequefio has sido para mi un hombre grande y
maravilloso, y que siempre he admirado. Donde quiera que te
encuentres te doy gracia por que siempre has estado conmigo y
seguiras estando en mi corazon.

A mi Hermanos.

Le doy gracias a Dios por la vida de cada uno de ustedes y por
haberme permitido compartir sus experiencias, carifilo, amor y
comprension.

A la Familia Osorio Hernandez.

Por permitirme ser parte de sus vidas, por su apoyo incondicional y
sobre todo por su amistad.

Una dedicatoria especial a ‘Virginia Osorio Herndndez

Gracias por que nunca dejaste de creer en mi a pesar de las
adversidades, gran parte de este logro ha sido por que siempre
has permanecido a mi lado en las buenas y en las malas pero
sobre todo, mil gracias por tu amor. Te Amo.

Mateo Majin Ledn



INDICE

TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN 1
I. INTRODUCCION 2
ll. FUNDAMENTO TEORICO 4
2.1. Asma bronquial 4
2.1.1. El asma como enfermedad inflamatoria 5

2.1.2. Tratamiento del asma 6

2.1.2.1. Broncodilatadores 8

2.1.2.2. Adrenérgicos 9

2.1.2.3. Metilxantina 10

2.1.2.4. Glucocorticoides 11

2.1.2.5. Anticolinérgicos 12

2.1.2.6 Anti-leucotrienos 13

2.2. Generalidades de la Bougainvillea sp 15
2.2.1. Descripcion 15

2.2.2. Compuestos quimicos 16

2.2.3. Accidn biolégica 18

2.3. Otras plantas utilizadas para enfermedades respiratorias en México 19

2.3.1. Sauco (Sambucus mexicana) 19
2.3.2. Poleo (Mentha pulegium) 21
2.3.3. Toronjil morado (Agastache mexicana) 22
2.3.4. Axocopaque (Gaultheria procumbens) 22
2.3.5. Axihuitl (Eupatorium aschenbornianum) 23

Mateo Majin Lebn I



INDICE

2.4. Modelo de traquea de cobayo 26
2.5. Interacciones de los farmacos 26
2.5.1. Tipos de interacciones 27

2.5.2. Estudio de las interacciones 28

2.6 Andlisis Isobologréfico 28
2.6.1. Aplicaciones y ventajas del analisis 28

2.6.2. Fundamento y bases estadisticas para el analisis 29

ll. JUSTIFICACION 35
IV. OBJETIVOS 36
4.1. Objetivos generales 36

4.2. Objetivos particulares 36

V. HIPOTESIS 37
VI. MATERIAL Y METODO 38
6.1. Material vegetal 38

6.2. Farmacos 38

6.3. Preparacion de los extractos y aceites esenciales 38

6.3.1. Extractos 38

6.3.2. Preparacion de la infusion de Bougainvillea sp 39

6.3.3. Obtencion de los aceites esenciales 40

6.3.4. Analisis de los aceites esenciales 40

6.3.5. Separacion por cromatografia en columna del
extracto hexanico de Bougainvillea sp 41

6.4. Animales 41

Mateo Majin Lebn I



INDICE

6.5. Diseccion de la traquea y montaje de la preparacion 42

6.6. Evaluacion del efecto relajante de los productos

naturales y farmacos 42

6.7. Determinacion de las curvas dosis-respuesta 43

6.8. Andlisis de la interaccion 44

6.8.1. Andlisis estadistico 45

6.8.2. Representacion grafica de la interaccion a7

VII. RESULTADOS 49
VIIl. DISCUSION 68
IX. CONCLUSIONES 72
X. PERSPECTIVAS 73
XI. BIBLIOGRAFIA 74

Mateo Majin Lebn [



INDICE

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructuras de los farmacos adrenérgicos 10
Figura 2. Estructuras de las metilxantina y aminofilina 11
Figura 3. Estructura de dos anticolinérgicos 13
Figura 4. Bougainvillea sp 15
Figura 5. Isobolograma 29

Figura 6. Efecto relajante de los extractos de Bougainvillea sp

en trdquea aislada de cobayo 49

Figura 7. Efecto relajante de las fracciones del extracto hexanico

de Bougainvillea sp en traquea aislada de cobayo 47

Figura 8. Efecto relajante de los extractos diclorometano/metanol (1:1)

poleo, toronjil morado y sauco en trdquea aislada de cobayo 51

Figura 9. Efecto relajante de los aceites esenciales en traquea

aislada de cobayo 52

Figura 10. Cromatograma de gases del aceite esencial

de Axocopaque (Gautheria procumbrens) 54

Figura 11. Espectro de masas del salicilato de metilo del aceite

de axocopaque 55

Mateo Majin Lebn v



INDICE

Figura 12. Espectro de masas del salicilato de metilo de
la Biblioteca NIST versién 2.0 55

Figura 13. Cromatograma de gases del aceite esencial

de toronjil morado (Agastache mexicana) 55

Figura 14. Espectros de masas de limoneno del aceite de

toronjil morado 56

Figura 15.Espectro de masas de limoneno de
la Biblioteca NIST versién 2.0 56

Figura 16. Espectro de masa de anisol del aceite de toronjil morado 57

Figura 17. Espectro de masas de anisol de la Biblioteca NIST version 2.0 57

Figura 18. Cromatograma de gases del aceite esencial

de Axihitl (Eupatorium aschenbornianum) 57

Figura 19. Efecto relajante de bromuro de ipratropio,

salbutamol y berberina 58

Figura 20. Efecto relajante de farmacos y extracto diclorometano/metanol

de Bougainvillea sp en forma individual y en combinacion 3:1, 1:1, 1:3 60

Figura 21. Efecto relajante del salbutamol y berberina en forma individual

y en combinacion 3:1, 1:1y 1:3 61

Figura 22. Efecto relajante del salbutamol y bromuro de ipratropio

en forma individual y en combinacion 3:1, 1:1y 1:3 62

Mateo Majin Lebn \



INDICE

Figura 23. Isobolograma de la interaccion del salbutamol y
el extracto diclorometano/methanol (1:1) de Bougainvillea sp

en proporciones 3:1, 1:1y 1:3 64

Figura 24. Isobolograma de la interaccién de salbutamol y
berberina en proporciones 3:1, 1:1y 1:3 65

Figura 25. Isobolograma de la interaccion de salbutamol con

bromuro de ipratropio en combinaciones 3:1, 1:1y 1:3 66

Mateo Majin Lebn Vi



INDICE

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Mediadores del proceso inflamatorio provenientes

de células cebadas 7
Cuadro 2. Células y mediadores durante la inflamacién asmatica 8
Cuadro 3. Compuestos quimicos de las bracteas de Bugambilia 16
Cuadro 4. Betacianinas de la Bougainvillea glabra 17
Cuadro 5. Compuestos de Sambucus nigra 20

Cuadro 6. Compuestos de Eupatorium aschenbornianum

con actividad antimicrobiana 25

Cuadro 7. Concentraciones utilizadas para evaluar el efecto

relajante de farmacos y productos naturales en la combinacion 46
Cuadro 8. Valores de las CEs de las sustancias evaluadas 53
Cuadro 9. Valores de ZagYy Zexp * EEM para la administracion

conjunta de salbutamol con farmacos y extractos relajantes

del musculo liso traqueal en diferentes proporciones 59

Mateo Majin Lebn Yl



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

RESUMEN

En el presente trabajo se evalu6 el efecto relajante sobre el masculo liso
traqueal de cobayo de los extractos de bugambilia (Bougainvillea sp), saulco
(Sambucus mexicana), poleo (Mentha pulegium), toronjil morado (Agastache
mexicana); de los aceites esenciales de axocopaque (Gaultheria procumbens) y
axihuitl (Eupatorium aschenbornianum) a las concentraciones de 31.6, 56.2, 100.0,
177.0, 316.0, 562.0 pg/mL. También se evaluo el efecto relajante de la berberina
(10, 17.7, 31.6, 56.2, 100, 177 y 316 pg/mL), compuesto relajante aislado de
chicalote (Argemone ochroleuca) y de los farmacos bromuro de ipratropio
(7.3 x 10>, 4.1 x 10* 7.3 x 10%, 1.3 x 103, 2.3 x 10® pg/mL) y salbutamol
(2.39 X 10, 2.39 x 103, 0.023, 0.23, 2.39 ug/mL). Adicionalmente se realiz6 el
andlisis isobologréafico de la interaccion entre el extracto de diclorometano/metanol
(1:1) de bugambilia con salbutamol, entre bromuro de ipratropio con salbutamol y
entre berberina con salbutamol en las proporciones 3:1, 1:1 y 1:3. Encontrandose
gue los extractos y aceites esenciales tienen actividad relajante sobre el musculo
liso de traquea de cobayo. El efecto relajante de salbutamol se potencié al
administrarlo junto con los extractos de bugambilia en las tres proporciones
evaluadas, asi como también con bromuro de ipratropio a las proporciones 3:1 y
1:3 y con la proporcion (1:1) presentd un efecto de simple adicion. La
administracion en forma conjunta de berberina con salbutamol potencié el efecto
relajante, con excepcion de la proporcion (1:3). El efecto relajante encontrado con
los diferentes extractos y aceites esenciales de las plantas evaluadas, proporciona
el sustento experimental de su uso tradicional en el tratamiento del asma. También
se encontr6 que la administracibn simultdnea del extracto de
diclorometano/metanol (1:1) de bugambilia y del alcaloide berberina potencia el
efecto relajante, lo que puede tener aplicaciones clinicas importantes. Finalmente
se demostré que se produce un efecto sinergista entre salbutamol y bromuro de
ipratropio, combinacion comunmente utilizada en la clinica pero que no se habia

dado una explicacion basica de la forma en la que interactuan.

Mateo Majin Ledn 1



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

I. INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas en conjunto con las neumonias e
influenza continban ocupando los primeros lugares dentro de las causas de
mortalidad infantil y adultos mayores. (Arenas et al., 1999). Dentro de las acciones
que se realizan para disminuir la morbilidad y mortalidad causadas por estas
enfermedades, se encuentra aquellas actividades preventivas dirigidas a capacitar
a los profesionales de la salud en la deteccion de la sintomatologia y el manejo de
estas patologias, asi como en el uso de farmacos y de algunas plantas
medicinales en pacientes que no cuentan con los recursos para adquirir los

farmacos.

El uso de las plantas medicinales hoy en dia comienza a ser aceptado en
nuestro pais por los médicos. Las grandes civilizaciones antiguas como los Chinos
y los Hindldes proporcionaron escritos como evidencia de la ingeniosidad del
hombre en utilizar las plantas en el tratamiento de una amplia variedad de
enfermedades (Phillipson, 2001). En México, esta medicina se ha utilizado desde
nuestros antepasados para aliviar algunas enfermedades y aun, hoy en dia se
siguen utilizando, gracias al conocimiento que se ha trasmitido de generacién en
generacion. La llamada medicina tradicional ha demostrado que puede utilizarse
para el tratamiento de muchas de las enfermedades con resultados favorables
(Taddei-Bringas et al., 1999).

Para evaluar la actividad bioldgica de las plantas medicinales es necesario
hacer uso de los modelos experimentales farmacolégicos para demostrar
cientificamente los efectos terapéuticos que se les atribuyen, lo que puede
conducir al desarrollo de nuevos farmacos que ayuden a combatir diversas

enfermedades.

Mateo Majin Ledn 2



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

Algunas de las plantas medicinales que se utiliza para el alivio de
problemas respiratorios como bronquitis, tos y asma son la bugambilia
(Bougainvillea sp), sauco (Sambucus mexicana), poleo (Mentha pulegium), toronijil
morado (Agastache mexicana), axocopaque (Gaultheria procumbens), axihuitl

(Eupatorium aschenbornianum) y chicalote (Argemone ochroleuca) entre otros.

Este trabajo se desarrollo con el objetivo de validar el uso tradicional de
estas plantas medicinales midiendo el efecto relajante sobre el musculo liso
tragueal de cobayo de extractos o de productos derivados de las plantas
mencionadas anteriormente. Ademas, se explor6 a través de un analisis
isoblografico la interaccion entre salbutamol y el extracto de bugambilia;
salbutamol y el alcaloide berberina, que se ha identificado como uno de los
principios activos relajante de Argemone ochroleuca  (Sanchez- Mendoza et al.,
2007a).

Mateo Majin Ledn 3



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

ll. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Asma Bronquial

El asma es un problema de salud que afecta a aproximadamente a 150
millones de personas en el mundo, ademas, de que se sigue incrementado a lo

largo del tiempo (Braido et al., 2005).

La palabra asma, que significa literalmente “jadeo”, era empleado ya por los
médicos griegos de la antigiiedad, como Hipdcrates. Aretaeus de Cappadocia en
el Segundo Siglo de nuestra era dio la primera descripcion clinica exacta del
asma, “los sintomas de su acercamiento son opresién del pecho; lentitud en su
trabajo acostumbrado y a cada esfuerzo, dificultad de la respiracion en el
funcionamiento en un camino inclinado”, y reconocié que la enfermedad era
potencialmente fatal. No fue sino hasta antes de 1910 que los asmaticos eran
considerados individuos sensibles a una sustancia especifica. De aqui en
adelante, las investigaciones en alergia y asma se han convertido rapidamente en
prioridad y el asma ahora se considera un sindrome complejo con muchos

fenotipos clinicos (Smit y Lukacs, 2005).

El asma bronquial es caracterizado por la obstruccién generalizada
reversible de las vias aéreas, que se establecen de forma recurrente, provocada
por estimulos que por si mismos no son nocivos y que no afectan a individuo que
no son asméaticos. Como factor subyacente existe una hiperreactividad bronquial
o, lo que es lo mismo, una tendencia incrementada a la broncoconstriccion como
respuesta a una gran variedad de estimulos tales como: alergenos (individuos
atopicos), ejercicio, frio, infecciones respiratorias, tabaco, contaminantes

atmosféricos, estados emocionales, etc. (Florez et al., 1997).

Mateo Majin Ledn 4



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

Su inicio se presenta generalmente en la infancia aunque se puede
manifestar en cualquier edad y tiene gran impacto en la calidad de vida, provoca
una alta incidencia de ausentismo escolar y laboral por la enfermedad y produce
un importante impacto social y econémico, asi como la carga emocional que

supone para el paciente y su familia (Martinez, 2004).

2.1.1. El asma como enfermedad inflamatoria

El asma se conoce también como bronquitis cronica eosinofilica
descamativa. Existen dos fases principales implicadas en el asma. La primera es
la fase inicial o respuesta inmediata que se caracteriza por la existencia de
broncoespasmo. Las células implicadas son los mastocitos, también participan
plaguetas y macréfagos alveolares (Flérez et al., 1997).

Aunque las células cebadas pueden cumplir una funcién importante en la
respuesta a los alérgenos y al ejercicio, todavia es incierto como participan en el
asma croénico y, posiblemente los farmacos que las estabilizan no sirvan para
controlar los sintomas de dicho padecimiento. Los corticoides no ejercen accion
directa sobre las células cebadas e inhiben la respuesta tardia a los alergenos; por

tanto, pueden evitar o reducir una respuesta bronquial excesiva (Kalant, 1998).

Para el diagndstico es importante tomar en cuenta la historia clinica del
paciente, pues es un diagnostico predominante clinico, basandose en la presencia
de signos objetivos de obstruccion bronquial, basicamente por medio de la
exploracion fisica (signos de dificultad respiratoria, sibilancias, expiracién
prolongada, hipoventilacion, etc.). Estos signos obstructivos deben de ser
recurrentes, esto es, se presentan en forma de exacerbaciones episédicas (crisis),
aungue en grados mas severos los sintomas obstructivos pueden ser persistentes

y aun asi, presentar episodios de agravamiento (Martinez, 2004).
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Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

En el Cuadro 1, se enlistan los mediadores del proceso inflamatorio
provenientes de las células cebadas y sus efectos y en el Cuadro 2, se enlistan las

células que intervienen en la inflamacion asmatica y los efectos que presentan.

2.1.2. Tratamiento del asma

Evidencias recientes han demostrado que los esteroides inhalados tienen
efectos significativos sobre sistema inmunoldgico del pulmén en pacientes
asmaticos. Notablemente, los esteroides incrementan la trascripcion del namero
de genes incluyendo lipocortin-1, B.-adrenoreceptores, proteina inhibitoria de la
secrecion del leucocitos, proteina celular-10 clara (CC10, uteroglobina), agonista
del receptor de interleucina 1 (IL)-1 y endopeptidasa neutral (Braido et al., 2005).

La aplicacion local de medicamentos a los pulmones se logra por medio de
aerosoles. En teoria, este procedimiento debe generar una concentracion local
alta en los pulmones con poca difusiéon a nivel sistémico y mejorar en un grado
notable la proporcion terapéutica al llevar al minimo los efectos adversos a nivel
general. Los farmacos antiasmaticos mas utilizados son los agonistas

B2-adrenérgicos (Hardman et al., 2001).
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Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

Cuadro 1. Mediadores del proceso inflamatorio provenientes de células cebadas

Clase Mediador Efectos
Preformados Histamina Vasodilatacion, permeabilidad vascular, prurito, tos,
broncoconstriccion, rinorrea

TNF-a Regulacién de las moléculas de adherencia

Proteasas Vasodilatacion, permeabilidad vascular,
broncoconstricciéon

Heparina ?

Derivados de lipidos LTC, Broncoconstriccion, vasodilatacion, permeabilidad

vascular

LTB, Quimiotaxia de leucotrienos

PGD; Vasodilatacion, permeabilidad vascular
broncoconstricciéon, secrecion de moco

Citocinas PAF Broncoconstriccion, quimiotaxia de leucocitos

TNF-a Regulacion de las moléculas de adherencia

IL-1 Estimulacién amplia de la inflamacién

IL-3 Division de células cebadas

IL-4 Division de células cebadas, cambio en la clase de
Inmunoglobulina de linfocitos B para la produccion
de IgE

IL-5 Diferenciacion y quimiotaxia de eosindfilos

IL-6 Crecimiento y diferenciacion de linfocitos

IL-8 Quimiotaxia de leucocitos

GM-CSF Estimulacion de neutroéfilos, eosinoéfilos y macrofagos

MIP-1a Quimiotaxia de monolitos, linfocitos T y eosindfilos

GM-CSF= factor estimulante de colonias de granulocitos/macrofagos; LT= leucotrieno; MIP= proteina

inflamatoria de macréfagos; PG= prostaglandinas; TNF= factor de necrosis tumoral; PAF= factor activador de

plaquetas; IL= interleucina (Velasquez, 1993).
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Cuadro 2. Células y mediadores durante la inflamacion asmatica

Célula Mediadores Efectos

Eosindfilo Proteina basica mayor, ECP, EDNT, LTC,, Exfoliacion epitelial, broncoconstriccion
IL-1, IL-6, GM-CSF, superéxido estimulacién de la inflamacién

Linfocitos T Diversas citocinas Estimulacion de la inflamacion

Basofilo Histamina, LTC,, IL-4 Broncoconstriccion, multiplicacién de

células cebadas

Macréfago TNF-a, superoxido, proteasa, LTB,, Dafio tisular, quimiotaxia,

PGD, broncoconstriccién, secrecién de moco

ECP, proteina catiénica eosindfila; EDNT, neurotoxina derivada de eosindfilos; LT, leucotrieno; IL, interleucina; GM-CSF,

factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos; TNF, factor de necrosis tumoral; PG, prostaglandinas

(Veladsquez, 1993).

2.1.2.1. Broncodilatadores

Los broncodilatadores, son farmacos capaces de relajar el musculo liso de
las vias aéreas. Su uso clinico se basa en dos supuestos: primero, que en la
patologia a tratar, el componente motor (broncoconstriccién) tiene un papel
significativo; y segundo, que este componente motor es de naturaleza reversible e
influenciable por farmacos relajantes. El asma y en menor medida la bronquitis
cronica, constituyen indicaciones para el uso de broncodilatadores
(Velasquez, 1993).

Dada la importancia del componente inflamatorio en la patologia del asma,
se ha modificado el criterio de abordar su tratamiento, acentuando mas el recurso
a la accion antiinflamatoria que a la estrictamente broncodilatadora. Y dentro de
esta ultima, se prefiere utilizar farmacos de acceso directo a la pared bronquial y
de accion rapida como los B-adrenérgicos que otros de accion mas lenta e

insegura, como la teofilina (Florez et al., 1997).
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De acuerdo con lo anterior, la clasificacion de los broncodilatadores es la

siguiente:

a) Broncodilatadores: comprenden los estimulantes de [;-adrenoreceptores
(salbutamol), los inhibidores de fosfodiesterasas (teofilina y derivados), y los
inhibidores de la actividad parasimpatica (bromuro de ipratropio).

b) Modificadores de la respuesta inflamatoria: corticosteroides

c) Inhibidores de la liberacibn de histamina y mediadores: cromoglicato y
nedocromilo.

d) Agonistas de mediadores: antihistaminicos y antileucotrienos.

2.1.2.2. Adrenérgicos

El musculo liso de las vias aéreas se relaja por el estimulo de los
B-adrenorreceptores. Al igual que en el estimulos con catecolaminas, los
B.-adrenérgicos o0 agonistas selectivos elevan en el tejido el contenido de AMPc
en el masculo liso traqueal (Koike et al, 2004). Los adelantos recientes en el
campo de la farmacologia molecular tratan de explicar en forma mas clara los
mecanismos por los que actlan los Bz-agonistas para relajar el masculo liso de las

vias aéreas (Hall y Tattersfield, 1998).

La mayoria de los efectos intracelulares de los B,-adrenoreceptores, son
mediados a través de la activacion de la adenilato ciclasa y la produccion
intracelular del segundo mensajero AMPc. EI AMPc puede modular un namero de
procesos que son importantes en la relajacion del musculo liso. La activaciéon
posterior de proteincinasas AMPc-dependientes produce la relajacion a través de
mecanismos directos (inhibicion de la cinasa de la cadena ligera de miosina) e
indirectos (secuestro de calcio en reticulos sarcoplasmico y/o extrusion de calcio)
(Florez et al., 1997).
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El isoproterenol (Figura 1a) es una catecolamina sintética de accion directa
que estimula de forma predominante los receptores adrenérgicos B; y B2. En el
pulmon, el farmaco produce broncodilatacion rapida e intensa, es un activo como
la adrenalina que alivia con rapidez un ataque agudo del asma, si se administra
por inhalacion. Su accion dura aproximadamente una hora y pueden usarse dosis

subsecuentes (Mycek et al., 2007).

El salbutamol (Figura 1b) estimula selectivamente a los receptores (3, del

pulmon, Gtero y musculo liso vascular. (Mc Van, 1995).

OH H OH T
HO ll\l CHs N CHs
\‘/ HO CHy
CHy CHs
HO' HO
a) ISOPROTERENOL b) SALBUTAMOL

Figura 1. Estructuras de los farmacos adrenérgicos

La amplia distribucién pulmonar de adrenoreceptores B, sugiere que los
efectos derivados de la administracién de un simpaticomimético 3 excede la mera
broncodilatacion. Los efectos adicionales posibles son: inhibicién de la liberacion
de neurotransmisores (acetilcolina) y mediadores (histamina), reduccion de la

permeabilidad microvascular y aumento de la aclaracion mucocilar.

2.1.2.3. Metilxantinas

Las fosfodiesterasas o PDE por sus siglas en ingles, regulan las
concentraciones celulares de los segundos mensajeros AMPc y GMPc, y juega un
papel importante en muchos procesos bioldgicos. La teofilina ha sido utilizada en
el tratamiento del asma por mas de 50 afios. En los dltimos 20 afios se ha
encontrado que la teofilina y la metilxantina actian inhibiendo de forma

inespecifica a las fosfodiesterasas (Wang et al., 2007).
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Los inhibidores selectivos de fosfodiesterasas ofrecerian la posibilidad de la
regulacion selectiva de la funcion del tejido liso, con menos efectos secundarios
indeseados, segun lo que se conoce para la teofilina en el tratamiento de asma.
Por lo tanto, los inhibidores isoenzimaticos-selectivos de fosfodiesterasa estan
siendo explorados como una nueva y prometedora clase de farmacos con
caracteristicas antiinflamatorias y broncodilatadoras que puedan utilizarse en la

intervencidn terapéutica del asma (Santing et al., 2001).

Ademas de la teofilina anhidrida (Figura 2a) debido a su escasa solubilidad,
se utilizan derivados de la misma que la liberan en el organismo. ElI mas
importante es la aminofilina (Figura 2b). Existen otros derivados que no liberan

teofilina en el organismo y su uso clinico es limitado.

_ . 7
Q H HsC |
H 'L \N)‘j[ru
/> H,C——NH,
| /> O)\T N |

N H,C——NH,
N
© | CHg
4 L -2
a) XANTINA b) TEOFILINA ETILENDIAMINA
AMINOFILINA

Figura 2. Estructuras de las metilxantina y aminofilina

2.1.2.4. Glucocorticoides

Es bien sabido que los glucocorticoides desempefian un papel muy
importante para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunes,
basados en su accion antiinflamatoria, antiploriferativo y antinmunosupresor. En la
mayoria de los casos, los glucocorticoides son utiles en casos clinicos severos
(Fukushima et al., 2007).
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Los corticoesteroides inhalados son el estandar del cuidado en asma y es
ampliamente utilizado en el tratamiento de pacientes con enfermedad pulmonar
cronica obstructiva. Inhiben con éxito la inflamacion de las via aérea en asma,
pero su eficacia sigue siendo polémica. Las caracteristicas deseadas del
corticoesteroide inhalado incluyen un receptor glucocorticoide de alta afinidad y un

largo tiempo de residencia a nivel pulmonar (Sadowska et al., 2006).

La introduccién de esteroides inhalados redujo notablemente los efectos
toxicos, permitiendo su uso cronico. Este enfoque ha sido uno de los avances mas
importantes de los ultimos afios en la terapia del asma, hasta el punto de que hoy
en dia es el método de eleccién en el tratamiento crénico del asma. Por el
contrario, su eficacia en bronquitis crénica y el enfisema es mucho menor y motivo

de controversia.

2.1.2.5. Anticolinérgicos

Los medicamentos anticolinérgicos son de uso general en el tratamiento de
enfermedades obstructivas cronicas como el asma y otras enfermedades de las
vias aéreas. El musculo liso de las vias aéreas contiene receptores muscarinicos
M, y M3, dependiendo de la especie es el nUmero de receptores M, 0 Ms. La
contraccion y broncodilatacion del muasculo liso son mediados por receptor Ms.
Aunque, del 50-80% de los receptores muscarinicos en las vias aéreas del

musculo liso son My, la funcion de estos receptores no es todavia clara.

Varios estudios han demostrado que la atropina (Figura 3a) intravenosa o
inhalada induce totalmente el aumento en la resistencia a alergenos de las vias
aéreas en asmaticos (Jacoby y Fryer, 2001). Aunque los alcaloides
anticolinérgicos naturales tales como, la atropina y la escopolamina se han
utilizado en la medicina por muchos afos, estos agentes se absorben bien en la
circulacion sistémica y tienen multiples efectos secundarios que limitan su utilidad

clinica. El descubrimiento de farmacos cuaternarios sintéticos de la atropina y el
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desarrollo de analogos de la atropina tales como bromuro de ipratropio
(Figura 3b), oxitropio, Yy tiotropio, se han convertido en importantes

broncodilatadores inhalados de uso clinico (Gross, 2006).

El bromuro de ipratropio, no puede cruzar la barrera hematoencefalica y por
lo tanto, practicamente no actla sobre el sistema nervioso central; ademas, tiene
cierto grado de broncoselectividad. Los efectos del bromuro de ipratropio son
similares a los que produce la atropina y su Unica forma de administracion
terapéutica es en aerosol. No se sabe a ciencia cierta cual es la funcion del
bromuro de ipratropio en el tratamiento del asma pero se ha observado que tiene

ligera ventaja sobre los agonistas B, selectivos (Florez et al., 1997).

ch\
N
H3C. CH(CH3),
\N+/
Br-
>
o]
N
(o]
[¢]
CH,
\OH 5
CH,
\OH
a) ATROPINA b) BROMURO DE IPRATROPIO

Figura 3. Estructura de dos anticolinérgicos

2.1.2.6. Anti-leucotrienos

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica caracterizada por
crecimiento de células inmunes dentro de las vias aéreas, incluyendo los
eosindfilos, linfocitos T, mastocitos, neutrofilos y macréfagos. Los leucotrienos,
incluyendo el cisteinil (CysLTs); éstos incluyen (LTC4, LTD4 y LTE4) y LTB4, son
biomoléculas giratorias en una red compleja de mediadores inflamatorios. Los
leucotrienos son mediadores potentes del lipido derivados del acido araquidénico
a través de la lipoxigenasa 5 (5-LO). Las enzimas especificas para la sintesis de
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leucotrienos estan presentes en varios tipos de células inflamatorias y son
activados durante la inflamacibn alergénica de las vias aéreas
(Montuschi et al., 2007).

Los leucotrienos de Cisteinil (CysLTs) contribuyen a la patogénesis del
asma y de otros desérdenes alérgicos, participan en el desarrollo de la inflamacién
de las vias aéreas. La aparicion de farmacos que interfieren con la produccioén o la
accion de los receptores CysLTs ha conducido a los cambios importantes en el
manejo del asma. Los nuevos datos sugieren que estos farmacos pueden también
ser aprovechados en el manejo de otros desordenes alérgicos. Estos agentes

pueden ser llamados modificantes de leucotrienos (LTMs) (Calhoun, 2001).
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2.2. Generalidades de la Bougainvillea sp

2.2.1. Descripcion

La Bougainvillea glabra (Nyctaginaceae) es una planta ornamental.
(Simon et al., 2006). Es una enredadera grande, lefiosa, ramas puberulentas o
glabras, espinas cortas, recurvadas. Hojas alternas, pecioladas, anchamente
ovaladas a ovalanceoladas, de 4-10 cm de largo, gradual o abruptamente agudas
0 acuminadas; puberulentas cuando jovenes pero luego glabras. Flores blanco
cremosas, de 14 mm de largo; bracteas de vistoso colores (morado, rojo, rosado,
anaranjado o blancas), anchamente ovaladas o ovales, de 2.5-4.5 cm de largo,
algunas veces acuminadas, puberulentas o glabra. Fruto de 7-13 mm de largo,

puberulento o glabro (Caceres, 1999).

Figura 4. Bougainvillea sp.
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2.2.2. Compuestos quimicos

Se han encontrado compuestos quimicos en las bracteas de la planta que
se caracterizan por la presencia de betacianinas y betaxantinas.

En el Cuadro 3, se muestran algunos de los compuestos quimicos que se

han encontrado en las bracteas de Bougainvillea glabra.

Cuadro 3. Compuestos quimicos de las bracteas de Bugambilia.

COMPUESTO NOMBRE REFERENCIA

Me 1. Momordin Simon et al.,
(B-D-glucopiranosil 3-[O-B-D- | 2006
xilopiranosil-(1—3)-O-(B-D-

acido glucopiranosilurénico)]

oleanolato

xyl(1 - 3)- glca- O

Simon et al.,
2006

2. Quercetina

: 3. 3-O-a-L-(ramnopiranosil)

~ . .
B rha . (1—6)-[a-L-ramnopiranosil

R = o] 3 OH . L

P (1—2)]-B-D-galactopiranésido.
o o
Agal
3 x =H I\ crma 4. 3-O-a-L-(4-

oH | cafeoilramnopiranosil) (1—6)-

on o on [a-L-raminopiranosil (1—2)]-B-
/ HG o
A.x = o D-galactopiranésido.

glca= acido glucopiranosilurénico, glc= glucopiranosil, gal= galactopiranosil, rha= raminopiranosil,

xyl= xilopiranosil
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En el Cuadro 4, se muestran las estructuras quimicas de las betacianinas
de la Bougainvillea glabra que son responsables del color rojo-violeta de las
bracteas. Las betacianinas extraidas de la Bougainvillea glabra son: la
gomferenina | (betanidina 6-O-fB-glucésido) y varios derivados de bougainvilleina-v
(betanidina 6-O-B-soforésido). Otro ejemplo es la mono y diglucosilsoforosida la
cual esté esterificada con acido 4-cumarico y acido caféico (mono y diésteres). Por
otro lado las betacianinas de Bougainvillea glabra presentes en las bracteas
acumulan grandes cantidades de flavonoides (kaempferol y quercetina
conjugadas) que alcanzan cocientes de flavonoides y betacianinas en proporcion
1:1 (Heuer et al., 1994).

Cuadro 4. Betacianinas de la Bougainvillea glabra.

P
'/\coo_

/H

H

Hoo™ | > COOH
W
H
COMPUESTOS R = NOMBRE REFERENCIA
1. bougainvilleina-v Heuer et al., 1994
Glc—Glc (15S-betanidina  6-O-sofordsido)

(=['2"-O-B-glucosil]-B-glucésido).

2. gomfrenina | Heuer et al., 1994
(15S-betanidin 6-O-3-glucésido).

Glc
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3. 15S-betanidin 6-0O-(6"-O-E- | Heuer et al., 1994
Glc—Glc cafeoil)-B-sofordsido.
Caf
4, 15S-betanidin 6-O-(6"-O-E-4- | Heuer et al., 1994
Glc—Gilc
| coumaroil)-B-soforosido.
Coum
5. 15S-betanidin 6-0O-(6"-O-E-4- | Heuer et al., 1994
Glc—Gilc ) )
coumaroil)-B-soforosido.
Coum
6. 15S-betanidin 6-0-{2""-O-B- | Heuer et al., 1994

Gle—Glc—Glc—Glc| spforosil [(6-0-E-cafeoil)-(6"-O-

E-4-coumaroil)}-B-sofordsido.
Caf Coum

7. 15S-betanidin 6-0O-{2"-0O-B- | Heuer et al., 1994
Glc—Glc—Gilc glucosil) [(6"-O-E-cafeoil)-(6""-O-

E-4-coumaroil)]}-B-soforésido.

Caf Coum

8. 15S-betanidin 6-0O-[2-O-B- | Heuer et al., 1994
Glc—Glc—Glc | glucosil)(6",6""-di-O-E-

coumaroil)]-B-soforésido.

Coum Coum
9. 15S-betanidin 6-O-(6",6""-di-O-E- | Heuer et al., 1994
Glc—Glc
coumaroil)-B-soforosido.
Coum Coum

Glc= Glucésido, Caf= Cafeoil, Coum= Coumaroil.

2.2.3. Accién biolégica

Existe pocos reportes sobre la actividad biologica de la Bougainvillea sp, un
reporte demuestra que se ha utilizado el extracto acuoso para acabar con plagas
de Plutella xylostella, un gusano en estado larvario que ataca a las cosechas en

Sudameérica con una efectividad del 72.9% (Junior et al., 2005).
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También se ha reportado actividad antimicrobiana del extracto metandlico
inhibiendo el crecimiento de dos bacterias Gram positivas como S. pneumoniae y
S. pyogenes (Rojas et al, 2000). Ademas, posee propiedades hepatoprotectoras,
antibacteriales e insecticida (Simon et al., 2006).

2.3. Otras plantas utilizadas para enfermedades respiratorias en México

2.3.1. Sauco (Sambucus mexicana)

Sambucus mexicana es de la familia (Caprifoliaceae) es un pequefio arbol,
utilizado en la medicina tradicional en México para el tratamiento de fiebre, varios
dolores del sistema gastrointestinal, reumatismo y en general dolores del cuerpo.
Para aliviar dolor y prevenir enfermedades posparto. Se ha reportado la actividad
antiinflamatoria de las partes aéreas de esta planta, probada contra Ulceras
producidas por carragenina en ratas. Se aislaron los &cidos triterpénicos
identificAndose acidos ursolico y acido oleanoico. Recientemente se ha reportado
actividad antiinflamatoria, hipoglucemiante y citotéxica del acido ursélico aislado

de esta especie (Martinez-Vasquez et al., 1997).

Otra especie del género Sambucus es, S. nigra la cual es utilizada en la
medicina tradicional principalmente para combatir el herpes Zoster
(Unicini et al., 2005). Las flores constituyen un viejo y eficaz remedio para la lucha
contra los resfriados y las alergias, también es utilizado como diurético y
antiinflamatorio. Ademas, tiene la capacidad de proteger las mucosas respiratorias
aumentando la resistencia del organismo a la infeccién (Martinez, 1996).

Sambucus nigra, es considerada una mala hierba, que se encuentra en el
sur de ltalia, en la cual se reporta la presencia de glucésidos cianogénicos en la
fraccion acuosa de el extracto metandlico de la planta identificados como
sambunigrina (1) y prunasina (2), (Cuadro 5) que son los metabolitos mas

abundantes. De la fraccibn acetato de etilo del extracto metandlico, fueron
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identificadas tres cianohidrinas (Cuadro 5), 3-5, que se podrian implicar en el
proceso de la desintoxicacion de la planta. En una prueba de fototoxicidad usando
la inhibicibn de la germinacion de las especies Sorghum bicolor y Linum
usitatissimum han demostrado que la sambunigrina (1) y la prunasina (2), tienen
efectos fuertes mientras que los compuestos 3-5 son mas leves, debido al
expulsion de HCN por la accién de la glucosidasa y hidroxinitriliasa (DellaGreca et
al., 2000).

Cuadro 5. Compuestos de Sambucus nigra

COMPUESTOS NOMBRE REFERENCIA
1. OH Sambunigrina DellaGreca et
al., 2000
Prunasina DellaGreca et
al., 2000
3-4. Derivado de la DellaGreca et
sambunigrina y prunasina al., 2000

con oxidacion en C-3'y C-4
configuracion C-2" Sy C-5" R

5. Derivado de sambunigrina
con oxidacién en C-3" y C-47,
configuracion C-2° Ry C-5" R
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2.3.2. Poleo (Mentha pulegium)

La Mentha pulegium, es una planta herbacea que pertenece a la familia de
Labiatae. Es principalmente caracterizado por su intenso aroma y Su usO en
complicaciones digestivas, en el tratamiento de flatulencia y el cdlico intestinal.
Ademas, es empleado en la industria en la elaboracion de detergentes y perfumes,
como una fuente natural del pulegona. Aunque la informacién sobre la
composicion del M. pulegium herbal y la preparacion de la infusién es escasa en la
literatura, el fragmento aromatico del aceite esencial de M. pulegium ha sido
estudiado por varios métodos. Como resultado, se han encontrado pulegone,
mentona, e isomentona como los componentes principales, también varios
compuestos menores como, el a-pineno, B-pineno, limoneno, y mentol, entre otros
( Brokl et al., 2006).

La familia Labiatae tiene varios miembros con un significativo contenido de
aceites esenciales, algunos de ellos que son utilizados en perfumeria, o como
especias en alimentos. En Iran, el género Mentha (Labiatae) es representado por
cinco variedades endémicas. La Mentha pulegium que crece naturalmente ahora
en Golestan y Gilan, provincias en el norte de Iran, es fuertemente aromética y se
ha utilizado tradicionalmente para desoérdenes digestivos, del higado, vesicula
biliar, gota, frialdad, miccion creciente; externamente, para las enfermedades de la
piel. Estudios anteriores en el aislamiento del aceite esencial de Mentha pulegium
en diferentes regiones del mundo, dieron lugar a la identificacion de componentes
principales de los aceites. Los componentes principales fueron pulegona (37.8%),
mentona (20.3%), piperitenona (6.8%), y p-menta-1,8-dien-2-ona (5.1%). El 81%
de estos compuestos eran monoterpenos y 83.0% de ellos fueron terpeneoides

oxigenados (Aghel et al., 2004).
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2.3.3. Toronjil morado (Agastache mexicana)

El género Agastache (Lamiaceae) consiste en aproximadamente 20
especies distribuidas en Asia y América del Norte, 12 de éstos son endémicos de

México.

El Agastache mexicana ha sido dividido en dos subespecie: la mexicana y
la xolocotziana conocidos en la medicina tradicional como “toronjil morado vy
toronjil blanco”, respectivamente, la infusion de ambas plantas, junto con
Dracocephalum moldavica L., también conocido como “toronjil azul”, son formas
de plantas medicinales complejas. Estos juntos reciben el nombre de “los tres
toronjiles”, que normalmente se usa para el tratamiento de varias dolencias
gastrointestinales, nerviosas, y cardiovasculares, asi como culturalmente las
enfermedades definidas, como el “espanto” y “susto”, aunque la clasificacion de
éstas subespecies estaba principalmente basado en diferencias morfoldgicas,
A. mexicana subespecie xolocotziana y mexicana contienen compuestos quimicos
comunes, como breviflorina, clerodina de tipo diterpeno, crisina y flavonoide del
pratol, el aceite esencial contiene principalmente acetato de borneol. Sin embargo,
una revision de la bibliografia extensa indica que el género de Agastache es
guimicamente definido principalmente por la presencia de metil-chavicol, estragol
y limoneno en sus aceites esenciales y flavonoides derivados de 4',5,7-trihidroxi
flavona en sus constituyentes polares. De un analisis de A. mexicana, la pulegona
y mentona se identificaron como los compuestos mayoritarios de sus aceites
esenciales. Sin embargo, los autores no especifican la taxonomia
(Estrada-Reyes et al., 2004).

3.3.4. Axocopaque (Gaultheria procumbens)
La Gaultheria procumbens mejor conocido como axocopaque es de la

familia de las Ericaceas, existen en México 11 especies de las cuales la mas

aromatica es la Gaultheria acuminata, la cual tiene efecto analgésico,
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antirreumatico y antiséptico. La esencia de la especie no ha sido explorada, que
podria sustituir a la de Wintegreen que procede de una especie de Canada
llamada Gaultheria procumbens L. Esta esencia se compone de 90% de salicilato
de metilo y de 10% de un carburo llamado gaulterileno (Martinez, 1996).

Aunque el salicilato de metilo se ha detectado en otras plantas tales como
miembros del Betulaceae o el Poligalaceae es quizds mas conocido el de
Gaultheria (Ericaceae), particularmente G. procumbens o Wintergreen.
Encontrandose en G. procumbens, G. cumingiana y G. pyroloides compuestos
como gaulterin, glucosil-xilosil-salicilato de metilo. Se han encontrado numerosos
compuestos relacionados con los acidos hidroxibenzoicos como ocurre en el

género G. procumbens (Towers et al., 1966).

2.3.5. Axihuitl (Eupatorium aschenbornianum)

El Eupatorium L. pertenece a la familia (Compositae) y abarca cerca de
1200 especies, que se encuentran en gran parte en América, pero algunas
especies también pueden ser encontradas en Europa, Asia, y Africa. La
clasificacion de la especie Eupatorieae. Una especie de este género se encuentra
en Iran. Existen estudios de la composicién de las flores y hojas de los aceites
esenciales del Eupatorium cannabinum de Iran. Esta planta es una hierba
perdurable de campo, comunmente encontradas a los lados de los rios, zanjas y
en otros lugares huamedos de Iran. Como planta medicinal, el Eupatorium
cannabinum ha sido tradicionalmente utilizado como antifebril, catartico, diurético,

escorbuto, expectorante, antiséptico.

Una infusion de la hierba fresca se utiliza como purgativo y emético fuerte.
Debido a su contenido de alcaloides, la planta debe ser utilizada bajo supervision
profesional. El aceite esencial de E. cannabinum fue analizado en la India, del

aceite esencial de las hojas frescas se identificaron catorce compuestos.
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Se han investigado la composicion cualitativa y cuantitativa de los aceites
esenciales de 3 especies de Eupatorium. Se han aislado seis flavonoides de los
extractos de la hoja de E.cannabinum en los Paises Bajos. Recientemente se ha
demostrado que la planta puede tener actividad antitumoral, la planta también
contiene alcaloides de pirrolizidina, que pueden causar dafios o cancer al higado
(Mirza et al., 2006).

Los aceites volatiles obtenidos por destilacion de las flores y de las hojas
del Eupatorium cannabinum L., fueron recolectados en Touchal en la montafia
Alborz (provincia de Tehran) en Iran, se identificaron treinta y nueve componentes
en el aceite esencial. Los componentes principales en flores y hojas fueron
germacreno D (27.3% a 37.1%), germacreno B (12.4% a 11.7%) y B-cariofileno
(8.6% a 10.1%). Aunque los componentes principales de todos los aceites son

similares, sus porcentajes son diferentes (Mirza et al., 2006).

Las partes aéreas de Eupaorium aschenbornianum comunmente llamada
Axihuit, popularmente se ha utilizado para el tratamiento de problemas en la piel,
Ulceras bucales, tumores, ademas con actividad antimicrobiana. En un ensayo-
dirigido de la fraccién, en extracto hexanico de la planta mostré actividad
antimicrobiana y la actividad de tres fracciones contra tres microorganismos. Las
fracciones activas contienen dos nuevos compuestos de benzofuranos, 5-acetil-
3B-angeloiloxi-2B-(1-hidroxiisopropil)-2,3-dihidrobenzofurano y 5-acetil-33-
angeloiloxi-2B-(1-hidroxiisopropil)-6-metoxi-2,3-dihidrobenzofurano, ademas de los
componentes espeletona, encecaliol (Cuadro 6), los compuestos 1-3 demostraron
actividad contra dermatofitos (Trycophyton mentagrophytes y  Trycophyton
rubrum) el compuesto 4 mostro actividad contra estos dermatofitos, ademas de

Candida albicans y Aspergilus niger (Rios et al., 2003).
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Cuadro 6. Compuestos de Eupatorium aschenbornianum con actividad

antimicrobiana

Ry

OR,

OH

(Rios et al., 2003)

1.R

R>

(Rios et al., 2003)

5-acetil-3B-angeloiloxi-23-
(1-hidroxiisopropil)-2,3-

dihidrobenzofurano

2. Ry

R2

(Rios et al., 2003)

OCHjs

(e}

5-acetil-33-angeloiloxi-23-
(1-hidroxiisopropil)-6-
metoxi-2,3-

dihidrobenzofurano

OCHg

(Rios et al., 2003)

4-hidroxi-3,5-
diprenilacetatofenona

(espeletona)

HaCO

(Rios et al., 2003)

Encecaliol

5. Ry

R2

(Rios et al., 2003)

5-acetil-33-2p-(1-
hidroxiisopropil)-2,3-

dihidrobenzofurano
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2.4. Modelo de traguea aislada de cobayo

Los anillos de traquea de cobayo aislados pueden ser utilizados para
estudiar la actividad de los B-bloqueadores. Este modelo es utlizado para la
deteccion de [B-simpaticomiméticos, bloqueadores de los receptores Hi, la
broncoconstriccién de leucotrienos por la via 5-lipoxigenasa y la habilidad de los

anticolinérgicos para inhibir a la acetilcolina en muasculo liso de las vias aéreas.

Si se aplica un agente bloqueador B-receptor como el propanolol y si se
observa relajacion del muasculo liso a través de esta activacion, se observara que
el efecto espasmolitico decreciente es proporcional a la concentracion del
propanolol. Los efectos de los canales de potasio pueden ser estudiados también
con esta técnica (Vogel, 2002).

2.5. Interacciones de los farmacos

Se denomina interaccion farmacolégica a la accion que un farmaco ejerce
sobre otro, de modo que el primero experimente un cambio cuantitativo o
cualitativo en sus efectos. En toda interaccion hay, un farmaco cuya accion es
modificada y otro u otros que actian como precipitantes o desencadenantes de la

interaccion. En algunos casos, la interaccion es bidireccional.

En ocasiones, al asociar farmacos, se potencian sus efectos terapéuticos,
ocurriendo este fendbmeno con gran frecuencia que utilizamos esta interaccion

para obtener, mediante su asociacion, un beneficio terapéutico.

Sin embargo, las interacciones que mas preocupan, porque complican la
evolucion clinica del paciente, son aquellas cuyas consecuencias no resulta
beneficiosa sino perjudicial, porque originan efectos adversos por exceso, porque

tienen una respuesta insuficiente por defecto. (Flérez et al., 1997).
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La administraciéon de un farmaco A puede alterar la accion de otro B por

medio de uno de los dos mecanismos generales.

e Modificacion del efecto farmacolégico de B sin alterar su
concentracion en el liquido histico (interaccion farmacodinamica)
e Alteracion de la concentracion de B que llega al lugar de accion

(interaccion farmacocinética). (Rang., 2000).

2.5.1. Tipos de interacciones

a)

b)

De caracter farmacéutico: se refiere a las incompatibilidades de tipo fisico-
quimicos, que impiden mezclar dos o mas farmacos en una misma
solucion.

De caréacter farmacodindmico: se deben a modificaciones en la respuesta
del origen efector, dando origen a fendmenos de sinergia, antagonismo y
potenciacion. Esta interaccion puede ser realizada 1) en los receptores
farmacoldgicos (fendbmenos de antagonismo, agonismo parcial,
hipersencibilizacién y desencibilizacién de receptores; 2) en los procesos
moleculares subsiguientes a la activacion de receptores, y 3) en sistemas
fisiol6gicos distintos que se contrarrestan o se contraponen entre si.

De caracter farmacocinético: se deben a modificaciones producidas por el
farmaco desencadenante sobre los procesos de absorcion, distribucion y
eliminacioén del otro farmaco cuyo efecto es modificado. En definitiva, lo que
cambia es el numero de moléculas que han de actuar en el 6rgano efector:
aumentara la potencia de un farmaco en su sitio de accion si se favorece la
absorcion, disminuira la unién a proteinas, disminuiran los mecanismos de
eliminacién o aumentara la formacién de metabolitos activos, mientras que
disminuird dicha presencia si ocurren los mecanismos contrarios.
(Florez et al., 1997).
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2.5.2. Estudio de las interacciones

Un farmaco o una sustancia quimica pueden producir multiples efectos en
el sistema con el cual interactia. Los efectos pueden ser deseables o indeseables
(efectos adversos). El estudio de dos o0 mas sustancias quimicas que actuan
conjuntamente para producir efectos similares, la relacion entre concentracion y
efecto y la metodologia para distinguir entre la interaccion aditiva y la no aditiva de
las diferentes combinaciones son analizadas con el andlisis estadisticos y

diferentes modelos que dan pie a otros experimentos.

Existen situaciones en las que uno de los dos farmacos de interés carece
de eficacia o tiene muy poca eficacia en la produccion de algun efecto se pueden
estudiar como: combinaciébn de un farmaco activo y un farmaco inactivo,

interaccion sitio-sitio, antagonismo competitivo, combinacion del efecto inhibitorio.

Para conocer si la combinacion es una aditividad o no aditividad se utilizan
método para su andlisis como el isobolograma o el analisis de superficie
(Tallarida, 2000).

2.6. Analisis Isobologréfico

2.6.1. Aplicaciones y ventajas del analisis

La metodologia cuantitativa para estudiar combinaciones quimicas
biol6gicamente activas, comenzé a aplicarse en venenos. El método isobologréafico
tuvo sus primeras aplicaciones en estudios de analisis de toxicidad de insecticidas
y fungicidas y este uso, posteriormente condujo a aplicaciones farmacolégicas

méas amplias y a nuevos procesos estadisticos (Villagémez, 2007).
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Hoy en dia los libros mas comunes de farmacologia, aun no incluyen entre
sus temas, métodos cuantitativos para estudiar combinaciones de farmacos. Sin
embargo, en afios recientes este tema esta siendo cada vez mas apreciado por
mas y mas farmacélogos, especialmente aquellos que estudian farmacos que
afectan el sistema nervioso central, para alterar la percepcion del dolor, el

comportamiento, la locomocion y el estado de animo.

De hecho varios farmacos que tienen su accién sobre el sistema nervioso
central son del tipo de farmacos que tienden a ser de abuso entre las personas
que lo consumen, quiza a ello se deba el creciente uso del método isobologréafico
por los investigadores. Es bien sabido que las personas que abusan de una
sustancia, rara vez hacen uso de solo un tipo de farmaco, sino que, el abuso es

con multiples farmacos.

Los farmacos utilizados adecuadamente también presentan interacciones,
de tal modo que pueden incrementar los efectos deseados y los no deseados
también. Aparte de la importancia clinica, se empieza a reconocer, que el estudio
cuantitativo de las combinaciones de farmacos, especialmente cuando se detecta
sinergismo, puede ser un primer paso muy Uutil, para elucidar el mecanismo de

accion (Villagobmez, 2007).

2.6.2. Fundamento y bases estadisticas para el analisis

Dos o0 mas farmacos que producen efectos similares o iguales, a menudo
se prescriben en combinacion para reducir las dosis individuales y/o para reducir
los efectos adversos de cada uno. Las combinaciones de farmacos también se
emplean en experimentos para reducir y explorar su mecanismo de accién
(Tallarida et al., 1997a).
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Cuando dos sustancias con efectos similares se administran juntas, el
efecto combinado puede ser una simple adicion de los efectos individuales e
independientes, a lo que se le nombra aditividad. En contraste, el efecto de la
combinacion puede ser exagerado o atenuado. El efecto exagerado es nombrado
superaditividad o sinergismo, en cambio el efecto atenuado se nombra
subaditividad. En cualquiera de los casos los compuestos individualmente
contribuyen al efecto, pero algo ocurre al ponerlos juntos que aumenta o

disminuye el efecto esperado de ambos (Tallarida, 2000).

El estudio entre sustancias activas se puede realizar utilizando el analisis
isobolografico, el cual permite realizar una evaluacién rigurosa de la interaccién
entre dos sustancias activas. El isobologrdma proporciona una interpretacion
visual de las dos técnicas aditivas (y de los pares experimentales) y ademas es

adecuado para mostrar los resultados (Tallarida et al., 1997a; Tallarida, 2000).

Un isobolograma (Figura 5) es una grafica en coordenadas rectangulares
de los pares de dosis 0 concentraciones (a, b), de las sustancias respectivas que
producen el nivel o efecto especifico (por ejemplo CEsp, CE7o, CE30, €tc.) cuando
se aplican en forma conjunta y de la linea de aditividad la cual representa todas
las posibles combinaciones equivalentes para producir el efecto deseado
(Tallarida et al., 1997a; Tallarida, 2000).

Como se observa en la Figura 5, la linea de aditividad esta definida por los
puntos (Z1, 0) y (0, Z»). Siendo Z;" la concentracién del compuesto menos activo
y Z, la concentracién del compuesto mas activo y que producen individualmente
el mismo nivel de efecto. En este método el valor de Z' para cada farmaco, se
calcula de la regresion de la curva dosis-respuesta en donde existe una clara
relacion entre la dosis y el efecto y que pueden relacionarse literalmente, aunque
también puede existir una relacién no lineal y entonces se puede utilizar el analisis
no lineal de Z’ (Tallarida, 2000). Se calcula la Z" para cada farmaco de la regresion

lineal del efecto en funcién del logaritmo de la dosis, de donde se obtiene el log Z*
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y el error estandar del estimado SE (log Z) para cada farmaco, que
posteriormente  se  utilizara para realizar el analisis estadistico
(Tallarida et al., 1997b).

Todos los puntos sobre la linea de aditividad, que tiene las coordenadas
(a, b), donde a y b son las fracciones de la dosis respectivas (Z;" y Z,) en la
combinacion binaria (Tallarida, 2000) del farmaco A y del farmaco B que provocan
el mismo nivel de efecto de los farmacos sin combinarse y que satisfacen la

ecuacion.

a/A+b/B=1

En donde A y B son las dosis equiefectivas (Z; y Z, que producen el
mismo nivel de efecto) de los farmacos individuales cuando cada uno esta
presente solo. Los pares de dosis equiefectivas son denominadas isobolas, de tal
forma que (A, 0), (0, B) y los pares (a, b) son isobolas. Cuando la combinacién de
las dosis a del farmaco A y la dosis b del farmaco B cumplen con la relacién
a/A + b/B = 1 se dice que los farmacos A y B presentan una relacion aditiva. La
relacion a/A + b/B < lindica una relacion superaditiva entre los farmacos Ay B, en
tanto que la relacion a/A +b/B > 1 indica la relacién subaditiva entre los farmacos
Ay B (Tallarida, 2000).

En el andlisis isobologréfico primero se determinan las dosis o
concentraciones que provocan un determinado nivel de efecto (Z*) de cada
farmaco. Generalmente este nivel es de 50% del maximo nivel (CEsp) con un
intervalo de confianza al 95%, aunque se puede utilizar otro nivel siempre y

cuando éste sea proporcionado por cada farmaco (Tallarida, 2000).
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Sustancia 2 (Z,)

Sustancia 1 (Z,)

Figura 5. Isobolograma en donde la linea continua es la linea de aditividad
para la sustancia 1y 2; Z," y Z," son las dosis equiefectivas individuales.
Los puntos A y B representan las cantidades tedricas aditivas (Z,4). Py R
son puntos que representan las cantidades experimentales (Ze,) con un
efecto superaditivo, en tanto que Q y S son puntos que representan las
cantidades experimentales (Ze,) con un efecto subaditivo. Las lineas
radicales discontinuas 0-Q y 0-S representan las combinaciones de las
sustancias en diferentes proporciones.

La Z* del farmaco A se denotard como Ay la Z* del farmaco B, se denotara
como B. Las cantidades en la combinacion activa son fracciones de la dosis de
cada compuesto de manera que la suma de las fracciones sea igual a la unidad;
asi entonces a = fA del farmaco A y b = (1-f) B del farmaco B en otras palabras,
para que sea una combinacion aditiva se debe cumplir con la relacion
alA +b/B=1.

Cuando estas cantidades son expresadas en unidades de masa comunes
(mg o ug) o dosis (mg/Kg) la cantidad total en la mezcla es la suma denominada
Zaq:
Zg=fA+(1-f)B

Esta relacion representa la cantidad tedrica de la combinacion que dara una
interaccion aditiva. Las proporciones de cada farmaco en la mezcla estaran dadas

por pa = fA/Zag ¥ ps = (1-fB)/Zaq respectivamente (Tallarida, 2000).
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La combinacion que resulte con estas proporciones se administra
experimentalmente al sistema bioldgico, como si fuese un tercer farmaco. Esto es,
se administra en diferentes dosis o concentracion conservando la misma
proporcién (p). Se calcula la dosis o concentracion que proporciona el mismo nivel
de efecto que los farmacos individuales y a este valor se le denomina Zeyp
(cantidad experimental que provoca el mismo nivel del efecto). Se calcula también
el intervalo de confianza al 95%, que posteriormente se trasforma en el error

estandar de la media (EEM).

Se realiza el analisis estadistico a la diferencia M = l0g Zaq - 109 Zeyp. Si la
diferencia no es significativamente diferente de cero se concluye que la
combinacion es una simple adicion del efecto de cada uno de los farmacos. En
contraste, una diferencia significativa indicara una relacion no aditiva entre los dos
farmacos como sigue: se establecera una relacion de superaditividad o sinergista
Si Zexp < Zag (M>0) y una relacion subaditiva Si Zexp > Zag (M<0). Se aplica un
andlisis estadistico basado en la prueba t de Student con algunas modificaciones
para aplicarse al analisis isobolografico (Tallarida et al., 1997a; Tallarida, 2000).

La prueba de significancia de la diferencia M = log Za¢-10g Zey, brevemente

consiste en determinar el valor de t' dado por:
t' =M/ [ SE (Zad )* + SE (Zexp )? 1*?

En la ecuacion anterior Z,q se refiere a los valores aditivos y Ze, a los
valores experimentales. Los errores estandar estimados se calculan con la
relacion: SE (Z') = 2.3 X Z' X SE (logZ’), con lo que se calculan con las varianzas
respectivas: V (Z) = [SE (Z)]%

La varianza de Z,q esta dada por V(Zag) = fV(Z1) + (1-)?V(Z,), de esta

relacion se obtiene el error estandar de Zag: SE(Zag) = [V(Zad) = [V(Zad )]M?
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Conociendo el valor de Z,q Y Zexp CON SUS respectivos errores estandar, se

calcula el valor de t'y se compara con el valor de T dado por:
T = [taa(SE(Zag ) + texp(SE(Zexp )* + SE(Zexp )]

El valor de t,q, €s el valor en la tabla de distribucion t con n; + n, — 2 grados
de libertad, en donde n; y n, son el nUmero de dosis del farmaco 1 y del farmaco 2
respectivamente, que se utilizaron en el calculo y tex, €s el valor en la tabla de
distribucion t para neyp -2 grados de libertad, en donde ney, €s el nimero de dosis
de la combinacion. Si el valor absoluto de t' es mayor al valor de T (|t']| > T) la

diferencia es significativa (Tallarida, 2000).
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ll. JUSTIFICACION

Para el tratamiento de las enfermedades de las vias aéreas como el asma o
bronquitis se utilizan farmacos capaces de causar una broncodilatacion, entre
estos farmacos se encuentran los (B,-adrenérgicos como el salbutamol, que se
recomienda en casos agudos de asma, también estdn los farmacos
anticolinérgicos como el bromuro de ipratropio, que relajan el musculo liso a través

del efecto antagonista de los receptores muscarinicos.

Existen algunas plantas medicinales a las cuales se les atribuye
propiedades para aliviar las enfermedades respiratorias entre ellas estan: la
bugambilia (Bougainvillea sp), el saluco (Sambucus mexicana), el toronjil morado
(Agastache mexicana), el poleo (Mentha pulegium), el chicalote (Argemone
ochroleuca), el axocopaque (Gaultheria procumbens) y el axihuitl (Eupatorium
aschenbornianum), entre otras. Con el fin de comprobar cientificamente si estas
plantas relajan el musculo liso de las vias aéreas, se realizo6 la evaluacion en
trAquea aislada de cobayo. Asi como también se realizd el estudio de la
interaccion entre salbutamol y el extracto diclorometano/metanol (1:1) de
bugambilia que resulté con mayor actividad. Y la interaccion entre salbutamol y el
alcaloide berberina que se ha identificado como uno de los principios activos
relajante de Argemone ochroleuca (Sanchez-Mendoza et al., 2007a).
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto relajante, en el musculo liso traqueal de cobayo de las
plantas; bugambilia (Bougainvillea sp), sauco (Sambucus mexicana), poleo
(Mentha pulegium), toronjil morado (Agastache mexicana), de los aceites
esenciales de toronjil morado (Agastache mexicana), axocopaque (Gaultheria
procumbens) y axihuitl (Eupatorium aschenbornianum) y evaluar la interaccion del

extracto mas activo de bugambilia y del alcaloide berberina con salbutamol.

4.2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto relajante de los extractos de bugambilia (Bougainvillea
sp), salco (Sambucus mexicana), poleo (Mentha pulegium) y toronjil morado
(Agastache mexicana), asi como de los aceites esenciales de toronjil morado
(Agastache mexicana), axocopaque (Gaultheria procumbens), axihuitl (Eupatorium
aschenbornianum), del bromuro de ipratropio y de salbutamol, en traquea de

cobayo.

Realizar el andlisis isobologréafico de la interaccion del extracto mas activo
de bugambilia con salbutamol, asi como entre salbutamol y bromuro de ipratropio,

salbutamol y berberina, en traquea de cobayo.
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V. HIPOTESIS

Los extractos de Bugambilia (Bougainvillea sp), poleo (Mentha pulegium),
sauco (Sambucus mexicana), toronjil morado (Agastache mexicana), y los aceites
esenciales de toronjil morado (Agastache mexicana), axocopaque (Gaultheria
procumbens) y axihuitl (Eupatorium aschenbornianum), tendran actividad relajante

en traquea de cobayo.

El efecto relajante de salbutamol en el musculo liso de la traquea aislada de
cobayo se potenciard con la administracion concomitante del extracto de

bugambilia, con berberina y bromuro de ipratropio.
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VI. MATERIALES Y METODO

6.1 Material vegetal

Las bracteas secas de Bougainvillea sp se obtuvieron de los Laboratorios
Mixim S.A. de C.V. en Febrero del 2006.

El poleo (Mentha pulegium), toronjil morado (Agastache mexicana), sauco
(Sambucus nigra), axocopaque (Gaultheria procumbens) y axihutl (Eupatorium
aschenbornianum), fueron adquiridos en el Mercado de Sonora en la ciudad de
México en Mayo del 2007 y su identidad botanica fue comprobada por un botanico
del Herbario del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

6.2. Farmacos

El bromuro de ipratropio fue adquirido de Sigma Aldrich (St. Louis Mo. USA)
y el salbutamol de Helm de México S.A. (México).

6.3. Preparacién de los extractos y aceites esenciales

6.3.1. Extractos

a) Bugambilia

Los extractos se prepararon a partir de 3 Kg de las bracteas secas de
bugambilia (Bougainvillea sp), mediante maceracion a temperatura ambiente en
forma sucesiva con 20 litros de hexano, 18 litros de diclorometano y 15 litros de
metanol y 1 Kg bugambilia en 10 litros de diclorometano/metanol (1:1), en un
periodo de tres dias con cada disolvente. Este procedimiento se repitid dos veces

mas. Después de la evaporacion de los disolventes se obtuvieron, 39 g (1.3%) del
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extracto hexanico, 27 g (0.9%) del extracto de diclorometano, 129 g (4.3%) del

extracto metabolico y 57 g (5.7%) del extracto de diclorometano/metanol (1:1).

b) Toronijil morado, salco y poleo

Para los extractos de plantas se pesaron 87.7 g de toronjil morado en
(2.1 L), 177 g de sauco en (2 L) y 45 g de poleo en (1 L), de
diclorometano/metanol (1:1), cada planta se macerd por un periodo de tres dias
con el disolvente, este procedimiento se repiti0 dos veces mas. Después de la
evaporacion de los disolventes se obtuvieron 3.2 g (3.6%) del extracto de toronijil
morado, 27.01 g (15.25%) del extracto de sauco y 4.7 g (2.6%) del extracto de

poleo.

De un estudio previo que se realizd en este mismo laboratorio se aislo la
berberina como principio activo del chicalote (Argemone ochroleuca)
(Sanchez-Mendoza et al., 2007a). Misma que se utilizé en este trabajo para

realizar el estudio de interaccién con salbutamol.

6.3.2. Preparacion de la infusién de Bougainvillea sp

En un vaso de vidrio de 500 mL se calentaron 250 mL de agua hasta
ebullicion, se retiré del calentamiento y se colocaron 0.9 g de bracteas de
bugambilia las cuales se dejaron en contacto por 5 minutos, enseguida se filtré por
gravedad en un embudo de vidrio. El filtrado se coloco en cajas petri, se dejé
secar a temperatura ambiente durante 1 hora, el residuo se rasp6, obteniéndose

0.134 g (14.8%) de material rojo caracteristico de las bracteas.
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6.3.3. Obtencidon de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se obtuvieron de las partes aéreas de las plantas
frescas, a través de una destilacién durante 30 minutos por arrastre de vapor de
agua, utilizando el aparato descrito en la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos para preparar aceites esenciales (FHEUM, 2001). Los aceites
esenciales obtenidos se guardan en viales de color ambar, manteniéndolos en
refrigeracion. Las cantidades obtenidas fueron, para el toronjil morado 87.7 g de
planta (0.239 g 0.27% de aceite), axocopaque 100 g (0.272 g 0.27% de aceite) y
axihuitl 74.37 g (0.202 g 0.27% de aceite).

6.3.4. Andlisis de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se analizaron utilizando 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.

Se inyectaron 1.0 pL de la muestra en una columna Capilar Fase DB5 de
Agilet (10m X 0.18mm de diametro interno espesor de particula 0.18um). 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 linea de transferencia de 250 °C y la
temperatura de la camara de 200 °C. El retraso de encendido del filamento fue de

100 segundos.

En el espectrometro 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 adquisicidon
espectral 10 espectros por segundo. La inyeccion fue con divisién de flujo (split).
La técnica utilizada fue de baja resolucién por impacto electronico y deteccion de
iones positivos. Los componentes fueron identificados utilizando la biblioteca NIST

version 2.0.
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6.3.5. Separacion por cromatografia en columna del extracto hexanico de

Bougainvillea sp

En un estudio previo al evaluar los compuestos responsables de la
actividad relajante de la Bougainvillea sp y con la finalidad de aislar a los
compuestos responsables de la actividad relajante de la Bougainvillea sp, se
procedid a efectuar un fraccionamiento del extracto hexanico por cromatografia en
columna abierta. Se pesaron 29.2 g del extracto hexanico, se adsorbié con 29 g de
gel de silice (0.063-0.2 mm) y se dejo secar hasta la obtencién de un polvo fino.
Se colocd algoddén en la columna previamente desengrasado con hexano, se
adicionaron 60 g de gel de silice suspendido en hexano hasta que se compacto, a
continuacion se le agreg6 el extracto adsorbido en gel de silice y se afiadi6
hexano hasta cubrir la columna. Se tomo en cuenta el volumen de cambio de
125 mL.

Se realizdé el cambio de disolvente monitoreandolo por cromatografia en
capa fina. De los extractos se obtuvieron 3.6 g de la fraccion de hexano, 8.3 g de
la fraccion de hexano/acetato de etilo (9:1), 1.8 g de la fraccidén de hexano/acetato
de etilo (5:5), 1.3 g de la fraccion de acetato de etilo, 1.4 g de la fraccion de
metanol y 2.63 g de la fraccion de hexano/acetato de etilo (7:3). Esta ultima

fraccion resulto con mayor actividad relajante.

6.4. Animales

Para realizar los experimentos se utilizaron cobayos con peso corporal de
300-400 g. Siguiendo la Norma Oficial Mexicana sobre el Cuidado y Manejo de
Animales NOM-062-Z0O0-1999 y manteniéndolos a temperatura ambiente

(aproximadamente 22 °C) con libre acceso al alimento y al agua.
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6.5. Diseccion de la trdquea y montaje de la preparacion

Los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico,
inmediatamente se realiz6 la diseccién de la trAdquea limpidndola del tejido
circundante. El érgano se mantuvo en una solucion de Krebs a 37° C cuya
composicién en (mM) fue: NaCl 118, KCI 4.7, KH,PO,4 1.2, MgSO,4 7 H,O 1.2,
NaHCO3; 25.0, CaCl 2H,0 2.2 y glucosa 11.0. (Sanchez-Mendoza et al., 2007 b).
Posteriormente se obtuvieron 8 anillos de aproximadamente 2 mm de longitud,
cada uno se colocO en una camara para organo aislado con 10 mL de solucién
Krebs a 37° C. La preparacion se suspendié entre dos ganchos de alambre de
Nicromel, uno de los extremos se fij6 a la camara y el otro al transductor de fuerza
(Grass FT 03E) conectado a un poligrafo Biopack System, que permitié obtener
los datos mediante el programa Acknowledge MP100 version 3.5.3.

El 6rgano se sometié a una tension inicial de 1.5 g y se dej6 estabilizar por
una hora; se realizaron lavados con solucion de Krebs cada 15 minutos durante
este periodo. A continuacion el 6rgano se estimulé con clorhidrato de acetilcolina
3x10™ M, tres veces a intervalos de treinta minutos. Después de la estimulacion,
los 6rganos se lavaron tres veces con solucidn de Krebs. Posteriormente se
permitid que la preparacion se equilibrara por una hora antes de realizar los

experimentos.

6.6. Evaluacién del efecto relajante de los productos naturales y farmacos

Para evaluar el efecto relajante, el tejido se contrajo con carbacol
3 x 10° M (en experimentos independientes) dejando en contacto al farmaco con
el tejido hasta alcanzar una meseta (aproximadamente 6 minutos). Una vez en la
meseta se aplicaron los extractos de hexano, diclorometano, metanol y
diclorometano/metanol 1:1 de Bougainvillea sp, los aceites esenciales de toronijil
morado (Agastache mexicana), axocopaque (Gaultheria procumbens) y axihutl

(Eupatorium aschenbornianum) suspendidos en agua destilada con trazas de
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tween 80 a las concentraciones de 31.6, 56.2, 100.0, 177.0, 316.0, 562.0 pug/mL,

de manera acumulativa.

Se evalu6 la berberina a las concentraciones de 10.0, 17.7, 31.6, 56.2,
100.0, 177.0 y 316.0 pg/mL comparandolo con los datos experimentales realizado

anteriormente en este laboratorio (Sanchez-Mendoza et al, 2007a).

Se evaluaron los farmacos, bromuro de ipratropio a las concentraciones de
7.3 x 10°, 4.1 x 10%, 7.3 x 10%, 1.3 x 103, 2.3 x 10° pg/mL y de salbutamol
2.39 x 10, 2.39 x 103,0.023, 0.23, 2.39 pg/mL, el control se realizé con trazas de
tween 80 disuelto en agua destilada.

6.7. Determinacién de las curvas dosis-respuesta

Se construyeron las curvas dosis-respuesta de los extractos, aceites
esenciales y farmacos. Para el estudio de interaccion se determinaron las curvas
dosis-respuesta, en las tres proporciones evaluadas con las dosis que se
muestran en el Cuadro 8. La dosis que provoco 50% del efecto relajante (CEsp) y
su intervalo de confianza al 95% asociado, se calculd utilizando un andlisis de
regresion lineal del logaritmo de la dosis como variable independiente y la
respuesta como variable dependiente ( Tallarida, 2000).

Para las curvas dosis-respuesta, solamente se trabajé con la parte lineal de
la curva, donde r? tendia a un valor mayor a 0.8. Para cada curva se determind la
CEso de forma individual y de cada combinacion en sus diferentes proporciones

evaluadas.
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6.8. Andlisis de la interaccion

Se realiz6 un analisis isobologréafico para caracterizar la interaccion de la
relajacién del muasculo liso entre el salbutamol con el ipratropio, el salbutamol con
el extracto diclorometano/metanol 1:1 de Bougainvillea sp y salbutamol con
berberina. Para el andlisis s6lo se consideraron las dosis equiefectivas (CEsg) de

cada farmaco individual obtenidas de las curvas dosis-respuestas.

Las dosis efectivas teoricas ( Zag ) con su error estandar de la media (EEM)
para cada combinacién y en la misma proporcion (1:1) se calcularon las dosis
equiefectivas (CEso) de los farmacos individuales y de acuerdo al método descrito
por Tallarida et al., (1997a) para satisfacer la ecuacion Z,4=f A + (1-f) B, en donde
A es la CEsp del salbutamol y B es la CEsp del bromuro de ipratropio, del extracto
de bugambilia o de berberina en la combinacidn. Para este caso el valor de fA = a
representa la fraccion de la CEsy del salbutamol en la combinacién y (1-f) B = b
representa la fraccion de la CEsp del otro compuesto en la combinacion (Tallarida,
2000). Z,q representa la dosis aditiva total de los farmacos que tedricamente

provocan una relajacion del 50% en el masculo liso de la traquea de cobayo.

Las proporciones que se estudiaron fueron 1:3, 1:1 y 3:1, correspondiendo
a los de fy (1-f) de 0.25: 0.75, 0.5: 0.5, 0.75: 0.25 respectivamente. Las
proporciones para cada farmaco y las dosis en pg/mL probadas en cada

proporcion, se muestran en el Cuadro 7.

La Zeyp €s la dosis total determinada experimentalmente de una mezcla de
dos componentes, que se administrO combinada en las proporciones fijas, es una
cantidad suficiente para relajar el musculo liso de la trAquea de cobayo en un 50%.
El valor Ze, (con sus intervalos de confianza al 95%) se determin6 de la curva
dosis-respuesta respectiva de los farmacos combinados, por un analisis de
regresion lineal de la curva logaritmo de la dosis contra la respuesta

(Tallarida, 2000). Los intervalos de confianza al 95% se trasformaron en el EEM.
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6.8.1. Andlisis estadistico

Se realiz6 la comparacion del valor Zey, con el valor de Z,g mediante un
andlisis estadistico basado en la prueba t de Student con algunas modificaciones
para aplicarse al andlisis isobolografico (Tallarida et al., 1997a; Tallarida, 2000). Para
este andlisis se utiliza el valor del EEM de cada valor de la CEsy, motivo por el cual
fue necesario transformar el valor del intervalo de confianza al 95% en el EEM. Los
valores de Ze,, que fueron menores al valor de Z,q, con un valor de p< 0.05 para la
diferencia en ambas direcciones X y Y, se interpretaron como la existencia de una
interaccion superaditiva significativa. Para valores de Zex, mayores a Z,q con un valor
de p< 0.05 para la diferencia en ambas direcciones X y Y, se interpretaron como la
existencia de una interaccion subaditiva significativa. Cuando no hubo diferencia
estadistica significativa entre los valores de Zey, Y Zag, S€ interpreté como la ausencia
de interaccion, declarandose que existe una relacion aditiva en la combinacion
(Tallarida, 2000).

Para obtener un valor que describa la magnitud de la interaccion, se realizé un
andlisis fraccional para cada combinacion, utilizando los valores de la CEsp del
salbutamol, del ipratropio, del extracto o de la berberina y de la combinacion, de
acuerdo a la relacién: a/A + b/B, donde A y B son los valores de las CEsp cuando
cada farmaco (salbutamol o el otro tratamiento) actiia solo y a 'y b son las cantidades
cuando cada farmaco o extracto actua en la combinacion. Este valor de la fraccion
total mide la divergencia entre el valor de la dosis experimental (Zey) de la
combinacion y el valor de la dosis tedrica (Z,q) equiefectiva (Tallarida, 2000). La
demostracion de diferencia estadistica (p < 0.05) de 1 para la relacién a/A + b/B se
interpretdé como una interaccion superaditiva si a/A + b/B fue < 1.0 y como una
interaccion subaditiva si a/A + b/B fue > 1.0; la ausencia de una diferencia estadistica

(p > 0.05) se interpreté como un efecto aditivo (Tallarida, 2000).
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Cuadro 7. Concentraciones utilizadas para evaluar el efecto relajante de farmacos

y productos naturales en la combinacion.

Farmaco o producto

natural Concentraciones (ug/mL) Proporcién (1:3)
Farmaco o producto Farmaco o producto
Natural en combinacion (ug/ml)
Salbutamol Concentracion total (ug/mL)

Ipratropio 2.01x10™ 2.41x10° 2.60x10°
4.02x10* 4.83x10° 5.20x107
8.04x10™ 9.66x10° 1.04x10?
1.60x10° 1.93x10? 2.08x10

Bugambilia 12.33 1.80x10°° 12.33

24.67 3.60x10° 24.67
49.35 7.20x10° 49.35
98.70 1.14x10? 98.71
Berberina 5.50 3.6x10° 551
11.01 7.2x10°° 11.02
22.02 14.4x10°° 22.04
44.05 28.8x10° 44.08
Proporcion (1:1)

Ipratropio 2.01x10™ 2.4x10° 2.60x10°
4.02x10* 4.8x10° 5.20x10°
8.04x10* 9.6x10° 1.04x10°2

1.6x10° 1.9x10% 2.08x10

Bugambilia 12.33 6.0x10™ 12.33

24.67 1.2x10°% 24.67
49.35 2.4x10™ 49.35
98.70 4.8x10° 98.70
197.40 9.6x10° 197.40
394.81 1.92x10 394.81
Berberina 1.37 3x10* 1.37
2.75 6x10* 2.75
5.50 1.2x10° 5.50
11.01 2.4x10° 11.01
22.02 4.8x10° 22.03
44.05 9.6x10° 44.06
88.11 19.2x10°® 88.13
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Cuadro 7. (Continuacion). Concentraciones utilizadas para evaluar el efecto

relajante de farmacos y productos naturales en la combinacion.

Farmaco o producto

natural Concentraciones (ug/mL) Proporcién (3:1)
Farmaco o producto Farmaco o producto
Natural en combinacion (ug/ml)
Salbutamol Concentracidn total (ug/mL)

Ipratropio 6.0x10™ 1.5x10™ 7.50x10™
1.2x10° 3.01x10* 1.50x10°®
2.4x10° 6.03x10* 3.00x10°
4.8x10° 1.20x10°° 6.00x10°
Bugambilia 9.25 1.5x10™ 9.25
18.50 3.0x10™ 18.50
37.01 6.0x10™ 37.01
74.02 1.2x10° 74.02
148.05 2.4x10° 148.05
296.10 4.8x10° 296.10
Berberina 2.06 1.5x10™ 2.06
413 3.0x10™* 413
8.26 6.0x10™ 8.26
16.52 1.2x10° 16.52
33.04 2.4x10° 33.04
66.08 4.8x10° 66.09
132.17 9.6x10° 132.18

6.8.2. Representacion gréafica de la interaccién

La representacion gréfica de las interacciones en forma de isobolas (curvas
isoefectivas o isobologramas), que es una forma simple de visualizar las
interacciones, facilitaron la interpretacidon de las interacciones entre el salbutamol y
el bromuro de ipratropio, la berberina o el extracto de Bougainvillea sp. El
isobolograma fue construido conectando el valor de la CEsg del farmaco menos
activo en el eje de las abscisas con el valor de la CEsg del farmaco mas activo en
el eje de las ordenadas para obtener la linea de aditividad (Tallarida, 2000). La
cantidad de cada componente en la combinacion [dosis experimental (Zeyp) Y la
dosis efectiva tedrica (Zag)] se representaron en la misma grafica. Los valores de
las dosis aditivas tedricas caen sobre la linea que conecta los valores de las CEsg

de los farmacos individuales. Los valores de las concentraciones experimentales

Mateo Majin Ledn 47



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

que cayeron abajo y a la izquierda de la linea de aditividad y fuera de la zona de
aditividad se consideraron para indicar un efecto sinergista o superaditivo, en tanto
que los valores de las concentraciones experimentales que cayeron arriba y a la
derecha de la linea de aditividad, y de igual forma fuera de la zona de aditividad

indicaron una interaccion atenuante o subaditiva.
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VI. RESULTADOS

En la Figura 6, se muestran las curvas concentracion-respuesta del efecto
relajante de los extractos de hexano, de diclorometano, de metanol y acuoso de la
Bougainvillea sp en anillos de traguea de cobayo. El extracto de
diclorometano/metanol (1:1) y el acuoso fueron los extractos mas activos. Los

otros extractos presentaron una relajacion menor al 40%.
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Figura 6. Efecto relajante de los extractos de Bougainvillea sp en trdquea aislada de cobayo. Cada punto

corresponde a la media £ EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3 animales.
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Aln cuando el extracto hexanico presenté un efecto moderado se decidio
fraccionarlo por cromatografia en columna. En la Figura 7, se muestra la actividad
relajante de las fracciones obtenidas en la separacion por cromatografia en
columna para el extracto hexanico. Se puede observar que la fraccién
hexano/acetato de etilo 7:3 es la mas activa (CEsp = 225 + 23.5 pg/mL) y con la
que se alcanzd una relajacion del 100%. Al igual que en el fraccionamiento

primario, las otras fracciones presentaron una relajacion menor al 50%.
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Figura 7. Efecto relajante de las fracciones del extracto hexanico de Bougainvillea sp en traquea aislada de
cobayo Cada punto corresponde a la media + EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3

animales.
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En la Figura 8 se presentan las curvas concentracion-respuesta del efecto
relajante de los extractos de diclorometano/metanol (1:1) de poleo, toronjil morado
y sauco. En donde se puede observar que el saluco (CEsp = 52.18 + 6.04 pg/mL)
es el de mayor potencia seguida del toronjil morado (CEsp = 89.66 + 8.62 pg/mL) y
por ultimo el poleo (CEsp = 100.98 + 8.23 pug/mL) (Cuadro 8). Aunque el sauco

presenta menor eficacia.
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Figura 8. Efecto relajante de los extractos diclorometano/metanol (1:1) de poleo, toronjil morado y salco en

traquea aislada de cobayo. Cada punto corresponde a la media £+ EEM de al menos 6 repeticiones

provenientes de al menos 3 animales.
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En la Figura 9 se muestran las curvas concentracion-respuesta del efecto relajante
de los aceites esenciales en el masculo liso de la trAquea de cobayo. El aceite con
mayor potencia fue el de axihuitl (CEsp 69.12 + 7.63 pg/mL), seguido de
axocopaque (80.58 + 7.48 ug/mL), toronjil morado (88.94 + 7.88 ug/mL) ultimo
axocopaque bidestilado (95.40 + 8.80 pg/mL)(Cuadro 8).
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Figura 9. Efecto relajante de los aceites esenciales en traquea aislada de cobayo. Cada punto corresponde a la

media + EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3 animales.
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Cuadro 8. Valores de las CEsg de las sustancias evaluadas

Farmacos

CEso £ EEM (ug/mL)

Bromuro de Ipratropio
Salbutamol

Berberina

8.05x10% + 7.17x10°
9.6x10°2 + 3.0x10°3
44.05 + 1.45

Extractos y fracciones de Bougainvillea sp

CEso + EEM (pg/mL)

Diclorometano/MeOH 1:1 197 +41.2
Hex/AcOet 7:3 225+ 235

Acuoso 229+7.1

Extractos CH,Cl,/ MeOH (1:1) de plantas CEso £ EEM (ug/mL)
Sauco (Sambucus nigra) 52.18 £ 6.04

Toronjil morado (Agastache mexicana) 89.66 * 8.62

Poleo (Mentha pulegium) 100.98 £ 8.23
Aceites esenciales CEso £ EEM (pg/mL)
Axihuitl (Eupatorium aschenbornianum) 69.12 + 7.63
Axocopaque (Gaultheria procumbens) 80.58 £ 7.48

Toronjil Morado (Agastache mexicana) 88.94 + 7.88
Axocopaque (G. procumbrens) bidestilado 95.40 = 8.80
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Los aceites esenciales de axocopaque (Gaultheria procumbens), toronjil
morado (Agastache mexicana) y axihuitl (Eupatorium aschenbornianum), se

analizaron por cromatografia de gases / acoplados a espectrometria de masas.

En la Figura 10 el cromatrograma del aceite de axocopaque (Gaultheria
procumbens) muestra la presencia de un solo compuesto que por su espectro de
masas se identifico como salicilato de metilo por la comparacién con la Biblioteca
NIST versién 2.0 que se observan en las Figuras 11 y 12 respectivamente, aunado

al olor caracteristico de esta sustancia.

El cromatograma del aceite del toronjil morado (Agastache mexicana)
(Figura 13) muestra dos compuestos mayoritarios; uno a un tiempo de retencién
de 5.98 min que se identific6 como limoneno (Figura 14) y otro, a 7.3 min
identificado como anisol (Figura 16), por comparaciéon con la Biblioteca NIST

version 2.0 (Figuras 15y 17).
Para el aceite esencial de axihuitl (Eupatorium aschenbornianum) en el

cromatograma (Figura 18) se muestran varios compuestos que no fueron

identificados.
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Figura 10. Cromatograma de gases del aceite esencial de Axocopaque (Gaultheria procumbens).

Mateo Majin Ledn 54



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

4
N

B

Reelative Abundance
B & & B B 3

az

120

121

OH

152

LA |
<0

==
==
I
o || 1.1 '!l". II|| I
(=)

erbetey
=)

Figura 11. Espectro de masas del salicilato de metilo del aceite de axocopaque.
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Figura 12. Espectro de masas del salicilato de metilo de la Biblioteca NIST versién 2.0.
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Figura 13. Cromatograma de gases del aceite esencial de toronjil morado (Agastache mexicana).
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Figura 14. Espectros de masas de limoneno del aceite de toronjil morado.
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Figura 16. Espectro de masa de anisol del aceite de toronjil morado.
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Figura 18. Cromatograma de gases del aceite esencial de Axihitl (Eupatorium aschenbornianum)
57

Mateo Majin Ledn



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

En la Figura 19 se muestran las curvas concentracion-respuesta del efecto

relajante de salbutamol, bromuro de ipratropio y berberina y en el Cuadro 8 se

resumen los valores de la CEsp para estos compuestos.
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Figura 19. Efecto relajante de bromuro de ipratropio, salbutamol y berberina. Cada punto corresponde a la

media + EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3 animales.
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Con los valores de la CEsg se calcularon las concentraciones aditivas teoricas
(Zag). Con la finalidad de ejemplificar el calculo de Z,4, por la relacion
Zyg = fA+ (1-f)B, se presenta el célculo de Z,q para la combinacion salbutamol:
extracto de diclorometano/metanol (1:1) de bugambilia: Para el caso en el que se
establecio una relacion fija 1:3 el valor de f = 0.25; A= CEsp para salbutamol
= 9.6 x 10° + 3.0 x 10 pg/mL; 1-f = (1-0.25) = 0.75; B = CEx, para el extracto de
bugambilia = 197.4 + 41.2 pg/mL, por lo que Zag = 0.25%9.6 x 102 pg/mL) +
0.75%(197.4pg/mL); entonces Zyq = 0.0024 pg/mL + 148.05 pg/mL, de donde
finalmente Z,y = 148.0524 ug/mL. Con base en este valor se calcularon las dosis a
utilizar de cada farmaco en la combinacion para construir las curvas concentracion-
respuesta, con 5 niveles de concentracion: el valor de la Z,4, dos niveles superiores y
dos niveles inferiores al valor de Z,y calculado. Las CEsp, de cada farmaco en la
combinacion y las concentraciones totales utilizadas para aplicar a los tejidos se
muestran en el Cuadro 7. Los valores de teodricos (Zaq) y experimentales (Zeyp) para

cada combinacion ensayada se presentan en el Cuadro 9.

En la Figura 20 se presentan las curvas concentracion-respuesta de la
interaccion entre salbutamol y el extracto de diclorometano/metanol (1:1) de
Bougainvillea sp para las combinaciones 1:3, 1:1, 3:1. Igualmente en las Figura 21
y 22 se presentan las curvas concentracion respuesta de la interaccion entre

salbutamol y berberina y entre salbutamol e ipratropio respectivamente.
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Figura 20. Efecto relajante de farmacos y extracto diclorometano/metanol de Bougainvillea sp en forma

individual y en combinacién 3:1, 1:1, 1:3. Cada punto corresponde a la media £+ EEM de al menos 6

repeticiones provenientes de al menos 3 animales.
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Figura 21. Efecto relajante del salbutamol y berberina en forma individual y en combinacion 3:1, 1:1 y 1:3.

Cada punto corresponde a la media + EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3 animales.
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Figura 22. Efecto relajante del salbutamol y bromuro de ipratropio en forma individual y en combinacion 3:1,

1:1y 1:3. Cada punto corresponde a la media + EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3

animales.
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El isobolograma para la interaccion entre salbutamol y el extracto de
diclorometano/metanol (1:1) (Figura 23) para las combinaciones fijas 3:1, 1:1y 1:3
resultaron en una interaccion sinergista o superaditiva, encontrandose diferencias
significativas entre los valores de Z,q y Zexp para cada una de las combinaciones

evaluadas.

En el isobolograma los circulos representan los puntos tedricos (Zaq) y los
triangulos representan los puntos experimentales (Zeyp). LOS cuadros
corresponden a la CEsg de las sustancias individuales. En el isobolograma para la
interaccion salbutamol + berberina (Figura 24), se observa una interaccion de tipo
sinergista en las combinaciones 1:1 y 1:3 con una diferencia estadistica de
p< 0.05 y la combinacion 3:1 se interpreté como una interaccion de tipo aditivo
debido a que no existe diferencia significativa (p>0.05) entre Z,q y Zexp.

El estudio de la interaccion de salbutamol con bromuro de ipratropio,
utilizados como farmacos de referencia se muestra en la Figura 25 en donde se
observa una interaccion de tipo sinergista en las combinaciones 3:1y 1:3, con una
diferencia estadistica de p< 0.05, en tanto que con la combinacion 1:1 se encontré
una interaccion de tipo aditivo al no existir una diferencia significativa (p>0.05)
entre los valores para Za.q y Zexp LOS valores para Zag y Zexp S€ muestran en el

Cuadro 9, asi como la magnitud de la interaccion.
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Figura 23. Isobolograma de la interaccion del salbutamol y el extracto diclorometano/methanol (1:1) de
Bougainvillea sp en proporciones 3:1, 1:1 y 1:3. Cada punto corresponde a la media + EEM de al menos 6

repeticiones provenientes de al menos 3 animales.*diferencia significativa (p<0.05) entre Zad y Zexp
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Figura 24. Isobolograma de la interaccion de salbutamol y berberina en proporciones 3:1, 1:1 y 1:3. Cada
punto corresponde a la media £+ EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3

animales.*diferencia significativa (p<0.05) entre Zad y Zexp

Mateo Majin Ledn 65



Efecto relajante en el musculo liso traqueal de extractos y productos naturales derivados de plantas

medicinales utilizadas en el tratamiento de enfermedades respiratorias

0.00100

0.00075

0.00050

0.00025-

Ipratropio(pug/mL)

0.00000-

| | |
0.000 0.005 0.010

Salbutamol (pg/mL)

Figura 25. Isobolograma de la interaccion de salbutamol con bromuro de ipratropio en combinaciones 3:1,

1:1y 1:3. Cada punto corresponde a la media + EEM de al menos 6 repeticiones provenientes de al menos 3

animales.*diferencia significativa (p<0.05) entre Zad y Zexp
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Cuadro 9. Valores de Z,g Yy Zexp + EEM para la administracion conjunta de
salbutamol con farmacos y extractos relajantes del musculo liso traqueal en

diferentes proporciones.

Proporcién Zad +* EEM Zex + EEM Magnitud de la
Combinacién (ug/mL) (ng/mL) interaccion ?
31 0.0074+0.0022  0.00173+0.00015 0.23*
Salbutamol: Ipratropio 1:1 0.0052+0.0015 0.0038+0.00038 0.74
1:3 0.003+0.00075 0.00058+0.00011 0.19*
31 49.35+10.30 9.41+1.77 0.19*
Salbutamol: Bugambilia 1:1 98.70+20.60 19.00+1.15 0.19*
1:3 148.05£30.90 17.47+2.1 0.11*
3:1 11.0+0.36 8.99+0.36 0.81
Salbutamol: Berberina 1:1 22.03+0.72 7.33+0.87 0.33*
1:3 33.0+1.08 12.78+1.35 0.38*

®De acuerdo a la relacion: a/A +b/B, ver la seccion de resultados para el ejemplo del célculo de
estos valores. * diferencia significativa (p<0.05) entre Zad y Zexp.
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VIII. DISCUSION

A lo largo de mucho tiempo las plantas medicinales se han utilizado para
multiples padecimientos. Entre los usos mas comunes se encuentra el uso en el
tratamiento de enfermedades de las vias respiratorias. Las plantas aqui evaluadas
son algunas plantas comunmente utilizadas para estos fines en la medicina
tradicional Mexicana, sin embargo no se habian sometido a pruebas
farmacoldgicas que permitieran validar su uso tradicional. En mayor o menor
medida todas las plantas evaluadas presentaron efecto relajante sobre el masculo
liso traqueal. El salco presentd la mayor potencia en el efecto relajante seguido
en orden de potencia por toronjil morado, poleo y bugambilia (Cuadro 8), cuando
se prepararon los extractos diclorometano/metanol (1:1). Con respecto a los
aceites esenciales, el axihuitl presentdé mayor potencia en el efecto relajante,
seguido por los aceites de axocopaque, toronjil morado y un bidestilado de

axocopague (Cuadro 8).

Se realiz6 el analisis cromatografico de gases a los aceites esenciales y
comparandolo con espectros de masas de la Biblioteca NIST version 2.0,
encontrandose que el aceite de axocopaque y el bidestilado de este tienen un solo
compuesto que corresponde al salicilato de metilo, lo que sugiere que la sustancia
responsable de la actividad relajante del musculo liso es el salicilato de metilo. En
la literatura no se encontré informacion sobre la actividad relajante en musculo liso
para este compuesto, por lo que este seria el primer informe sobre esta actividad
para este compuesto. En el aceite de toronjil morado se identificaron dos
compuestos que corresponden al limoneno y al anisol. En este caso se puede
asumir que la actividad es debida al anisol, ya que se encuentra en mas del 95%
en el aceite esencial, sin embargo es importante evaluar estos dos compuestos
por separado. No obstante, la actividad relajante para ambos compuestos no ha
sido descrita anteriormente. Para anisol se ha descrito actividad antifingica (Shin
y Pyun, 2004), termiticida (Yatagai et al., 2002), nematicida (Fujita y Kubo., 2004)
y para limoneno actividad antimicrobiana (Aligiannis et al., 2004), antiprotozoaria
(Kamatou et al., 2007), antimicrobial, anti-inflamatoria (Viljoen et al., 2006),
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insecticida (Zhang et al 2003), es utilizado en quimioterapia para el tratamiento del
cancer (Chow et al., 2002) y actividad citotoxica (Setzer et al., 1999). Por ultimo el
aceite de axihuitl el cual contiene varios compuestos segun el cromatograma de
gases, sin embargo no se pudieron identificar, ya que los espectros de masas no
coincidian con algun compuesto de la Biblioteca NIST versiéon 2.0, aun asi la

actividad relajante para este aceite quedo bien demostrada en este estudio.

La bugambilia es una de las plantas con mayor reputacion en el tratamiento
del asma, motivo por la cual se decidio realizar el estudio de otros extractos y
fracciones derivados de la misma. El extracto acuoso (CEsg = 197 + 41.2 pg/mL),
el extracto de diclorometano/metanol (1:1) (CEsp = 229 + 7.1 pug/mL) y la fraccién
derivada del extracto hexanico, eluida con Hexano/acetato de etilo (7:3 v/v)
(CEso = 225 + 23.5 pg/mL) presentan efecto relajante muy parecido. Lo anterior se
puede deber a que todos estos extractos tienen la misma coloracion y dada la
diversidad de betacianinas es probable que se distribuyan en los diferentes
extractos y que se deba a ello que el efecto sea muy parecido. Sin embargo se

requiere de estudios adicionales para poder confirmar lo anterior.

Considerando igualmente que la bugambilia es de las plantas mas
utilizadas para el tratamiento del asma, fue de interés saber si el uso concomitante
del extracto de la planta con uno de los farmacos mas utilizados en la clinica,
presentaba interaccion. Para probar lo anterior se realizd el estudio de la
interaccion entre el extracto de diclorometano/metanol (1:1) de bugambilia y el
farmaco salbutamol. Mediante un analisis isobologréafico fue posible determinar
que el efecto relajante de salbutamol se potencié de manera importante cuando se
combiné con el extracto de esta planta. Esto puede representar una ventaja ya
gue como en el caso de la combinacién de ipratropio, un antagonista Muscarinico
y salbutamol, su combinacion resulta benéfica para el tratamiento del asma
crénico y de la enfermedad pulmonar cronica obstructiva (EPCO) (Jacoby y Fryer,
2001).
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A pesar de que esta es una combinacion muy comun en la practica clinica,
no hay una explicacion a nivel funcional del tipo de interaccién que se presenta de
esta combinacién. Por lo anterior y considerando que se habia observado un
efecto sinergista entre el extracto de bugambilia y salbutamol, se decidio realizar el
analisis isobolografico de la combinacion ipratropio y salbutamol en las mismas
proporciones que en la combinacion del extracto de buigambilia y salbutamol.
A diferencia de la combinacién con bugambilia, en la proporcion fija 1:1 para
ipratropio+salbutamol se encontré una relacion aditiva y en las otras dos
proporciones evaluadas el efecto relajante de salbutamol se potencié de manera
importante (Grafica 11). Esto puede explicar al menos en parte que la combinacién
ipratropio:salbutamol dependiendo de la proporciéon en la que se use se puede
potenciar el efecto relajante.

Tomando en cuenta lo anterior es que se considerd a un producto natural,
el alcaloide berberina, que recientemente se encontré como el principio activo
relajante del musculo tragueal en Argemone ochroleuca (Chicalote) y como
mecanismo de accibn se ha propuesto su efecto anticolinérgico
(Sanchez-Mendoza et al., 2007a). La combinaciéon Salbutamol:berberina en la
proporcion 3:1 present6 una relacion aditiva, en cambio en las proporciones 1:1 'y
1:3 se presentd un efecto sinergista. Es importante resaltar que las plantas
medicinales a pesar de su aparente baja actividad, cuando se combinan con
farmacos pueden provocar efectos sinergistas por mecanismos aun no conocidos,
como son los casos antes descritos. Por otro lado también es importante
mencionar que son pocos los estudios que se han realizado con plantas
medicinales con actividad sobre las vias respiratorias y menos aun son los
estudios de interaccion entre plantas, productos naturales y farmacos de uso
clinico para tratar el asma y otras enfermedades obstructivas de las vias

respiratorias.
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Por otro lado, este trabajo es la primera evidencia de que los aceites de
axocopaque (Gaultheria procumbens), axihuitl (Eupatorium aschenbornianum) y
toronjil morado (Agastache mexicana) tiene efecto relajante sobre el musculo liso
traqueal, asi como los extractos de las plantas saluco (Sambucus mexicana), poleo
(Mentha pulegium), toronjil morado (Agastache mexicana) y bugambilia

(Bougainvillea sp).
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IX. CONCLUSIONES

En este trabajo se realiz6 la evaluacién de extractos y productos naturales
con actividad relajante en el masculo liso traqueal para enfermedades de las vias
aéreas y sus interacciones por medio de un analisis isobolografico, lo que permitié

llegar las siguientes conclusiones:

Los extractos de salco (Sambucus mexicana), poleo (Mentha pulegium),
toronjil morado (Agastache mexicana) y bugambilia (Bougainvillea sp) y los aceites
esenciales de axocopaque (Gaultheria procumbens), axihuitl (Eupatorium
aschenbornianum) y toronjil morado (Agastache mexicana) presentaron efecto
relajante sobre el musculo liso de la traquea de cobayo. Lo que proporciona un

sustento cientifico relacionado con su uso tradicional.

Mediante el andlisis isobolografico se determiné que el extracto de
diclorometano/metanol (1:1) de Bougainvillea sp, el alcaloide berberina y el
bromuro de ipratropio presentan una interaccion sinergista del efecto relajante del
agonista B.-adrenérgico salbutamol en la mayoria de las proporciones

evaluadas.

Del aceite esencial de axocopaque se identific6 como componente Unico al
salicilato de metilo, del aceite esencial de toronjil morado se identificaron como
componentes mayoritarios al limoneno y al anisol. Al mismo tiempo en este trabajo
se describe la actividad relajante en el musculo liso traqueal para salicilato de

metilo, limoneno y anisol.
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X. PERSPECTIVAS

Aln cuando en el presente trabajo se demostré que los aceites esenciales y
extractos de algunas plantas medicinales como bugambilia (Bougainvillea sp),
sauco (Sambucus mexicana), poleo (Mentha pulegium), toronjil morado
(Agastache mexicana) y los aceites esenciales de axocopaque (Gaultheria
procumbens), axihuitl (Eupatorium aschenbornianum) y toronjil morado (Agastache
mexicana), tienen efecto relajante sobre el musculo liso de la trAquea de cobayo,
se deben realizar mas experimentos que lleven a obtener el o los principio activo
responsables de dicha actividad, de igual forma elucidar el mecanismo de accién

por el cual actian estos productos naturales.
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