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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Rosmarinus officinalis L.(Linn) mejor conocido como romero, es una planta
perteneciente a la familia de las labiadas. Es originaria del mediterraneo pero ha
sido muy utilizada en México y otros paises del continente americano debido a su
introduccién por los esparioles en la época de la conquista (Heinrich y cols, 2006).
El nombre en latin del romero proviene de las palabras ros “rocio” y marinus “que
pertenece al mar”, a pesar de que este arbusto crece lejos de éste (Heinrich y
cols, 2006).

En cuanto a su morfologia, el romero es un arbusto de hojas perennes que
mide de 0.8 a 2 metros de alto. Las hojas son pequefias, muy abundantes y se
presentan en forma linear. Son de un color verde oscuro, mientras que por el
envés presentan un color blanquecino y estan cubiertas de vellosidad (Gonzalez —
Trujano y cols, 2007). Las flores son de unos 5 mm de largo de color azul violeta.
Tienen la corola bilabiada de una sola pieza y presenta dos estambres encorvados
soldados a ésta. Son flores muy aromaticas y meliferas (que contienen miel) que

se localizan en la cima de las ramas (figura 1).

Figura 1. Rosmarinus officinalis L. “Romero’

Facultad de Quimica, UNAM. 1
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1. INTRODUCCION

En relacion a su fitoquimica, diversos analisis sobre el extracto acuoso del
romero han mostrado e identificado diferentes principios activos presentes en las
partes aéreas de la planta. Entre estas sustancias se han identificado &cidos
fendlicos con propiedades antioxidantes como el acido rosmarinico, acido caféico,
acido clorogénico; y diferentes diterpenos como el acido carnosdlico, carnosol y
rosmanol (Al-Sereitia y cols, 1999; Hoefler y cols, 1987). También se han logrado
identificar dentro de los extractos acuoso y etandlico la presencia de flavonoides,

taninos y saponinas (Hosseinzadeh y Nourbakhsh, 2003).

Con respecto a sus usos, esta planta es comunmente cultivada por su
aceite aromatico y es considerada util para el control de la erosion del suelo. Para
propésitos culinarios, las hojas frescas o desecadas, se emplean para sazonar

pescado carne y sopas (Gonzalez — Trujano y cols, 2007).

El romero es bien conocido como una especia la cual es utilizada alrededor
del mundo con propésitos medicinales. En investigaciones previas se han
demostrado varios efectos benéficos del romero debido a sus amplias
propiedades. Entre las actividades y efectos estudiados se han demostrado sus
propiedades hepatoprotectoras, antioxidantes (Hoefler y cols, 1987), diuréticas
(Haloui y cols,2000), antipiréticas (Martinez y cols, 2004), antibacteriales,
antimicéticas (Panizzi y cols, 1993) y antitumorales (Fahim y cols, 1999). Todas
las actividades anteriores se han estudiado debido a evidencia reportada de la

medicina tradicional de diferentes lugares.

Otros usos del romero que se han encontrado dentro de los “remedios
caseros”, son la aplicacion topica de las hojas maceradas en etanol. También, por
via oral, las partes aéreas de la planta son utilizadas como té. Este tipo de
preparaciones se utilizan principalmente para el alivio de diversos padecimientos

como se describen en la tabla 1 ( Aguilar y cols, 1994 ; Argueta y cols, 1994.)

Facultad de Quimica, UNAM. 2



1. INTRODUCCION

Tabla 1. Usos medicinales del romero

Tipo de desdrdenes Usos del romero
Alivia dolores reumaticos, artriticos,
Esquelético musculares traumaticos musculares, de
articulaciones y de huesos.
Tiene usos contra infecciones de la
De la piel piel, cura heridas y tiene propiedades
gue actuan en contra de la pérdida del
cabello.
Gastrointestinales Se utiliza en contra de cdlicos,
parasitos intestinales y hemorroides.
Respiratorios Actla contra catarro, tos Yy resfriados.
Circulatorios Se utiliza para el dolor de corazény
venas varicosas.
Sistema nervioso En contra de epilepsia y dolores de
cabeza.
Tratamiento para post-parto, actia en
Ginecoldgicos contra de infecciones vaginales y
dismenorrea

1.1 Justificacioén

Desde tiempos antiguos, la civilizacion ha hecho uso de productos naturales con
propiedades terapéuticas. Esta actividad ha contribuido de manera importante al
desarrollo de farmacos utilizados actualmente en la medicina moderna debido a la
obtencion de principios bioactivos a partir de plantas, animales y minerales
(Ghisalberti, 1993; Hamburguer y Hosttetman, 1991). Gracias a esto se han
desarrollado practicas como la herbolaria y la etnofarmacologia, las cuales pueden

ser englobadas dentro de la farmacognosia.

La farmacognosia es una ciencia multidisciplinaria cuyo objetivo fundamental es el
estudio de los productos naturales con propiedades medicinales (Mata, 2009).
Segun lo establecido por Kuklinski en el 2000, la farmacognosia tiene varios

objetivos.

Facultad de Quimica, UNAM. 3



1. INTRODUCCION

e Determinar el origen sistematico, la especie de la que procede la droga.

e Establecer las caracteristicas morfoanatdbmicas (macroscopicas Yy
microscopicas) que permitan la caracterizacion de la droga.

e Establecer la composicion quimica de la droga, tanto cualitativa como
cuantitativamente.

e Obtener extractos de la droga que contengan los principios activos.

e Controlar la calidad de las drogas.

e Establecer las propiedades farmacoldgicas de las drogas

e Investigar nuevos principios activos que puedan constituir un punto de

partida para el disefio de nuevos farmacos.

En este contexto, se ha demostrado que la especie Rosmarinus officinalis L.
presenta mdultiples propiedades benéficas para el tratamiento de diversos
malestares y desérdenes que afectan al hombre. Evidencia presentada por la
medicina tradicional, muestra un claro efecto relajante de diversas preparaciones
del romero sobre diferentes 6rganos con musculo liso. Ademas, en estudios
previos se ha demostrado un claro efecto antinociceptivo del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L.en ratones sometidos a modelos de dolor visceral (modelo
de Writhing y el modelo de distensién colon-rectal) los cuales provocan la
distension sostenida de Organos huecos como el intestino y el estiramiento

abdominal de los ratones (Pefia, 2005; Gonzalez — Trujano y cols, 2007).

Estos antecedentes sugieren la posible accion del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. para el alivio de espasmos intestinales y relajacion del
musculo liso intestinal. Con esta investigacion se pretende demostrar el efecto
antiespasmaodico del extracto etanolico de Rosmarinus officinalis L. en el modelo
de ileon de cobayo, ademas de realizar un estudio para caracterizar el mecanismo

de accién que produce tal efecto.

Facultad de Quimica, UNAM. 4



2. ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES
2.1 Anatomia vy fisiologia del intestino delgado

El intestino delgado es parte del sistema digestivo y se encuentra en el area
denominada mesogastrio. Su principal funcion es la absorcion de nutrientes y el
desplazamiento de los alimentos ya digeridos hacia el colon para su posterior
excrecion. La pared del intestino delgado estd compuesta por diferentes capas
que le proporcionan su funcionalidad caracteristica. Las capas de las que se
compone son: la serosa, una capa muscular longitudinal, capa muscular circular,

la submucosa y la mucosa (figura 2) (Costa y cols, 2000)

Musculo Longitudinal

Tejido Conectivo _ >/4"1

Plexo Mientérico
Musculo Circular

Plexo Submucoso._
Submucosa

Figura 2. Masculos y plexos entéricos.

Al igual que todo el sistema digestivo, el intestino delgado se encuentra
controlado por el sistema nervioso entérico (SNE). Este se encuentra constituido
por diferentes tipos de neuronas las cuales forman redes que estan encargadas de
la motilidad del intestino delgado. El SNE se encuentra constituido por dos plexos
nerviosos, el plexo mientérico que se encuentra entre las capas del musculo
longitudinal y el circular, y el plexo de Meissner que se encuentra en la submucosa
(figura 2). La mayor parte de las neuronas involucradas en las funciones motoras

del intestino se encuentran localizadas en el plexo mientérico con algunas

Facultad de Quimica, UNAM. 5



2. ANTECEDENTES

neuronas aferentes primarias localizadas en el plexo de la submucosa (Costa y
cols, 2000).

El SNE, como ya se ha mencionado, estd compuesto por un gran numero
de neuronas entéricas las cuales pueden ser identificadas por su localizacion,
morfologia y funcion. Gracias a los estudios realizados en el intestino delgado de
cobayo, en las Ultimas dos décadas, se ha logrado hacer una descripcion

completa de los diferentes tipos de neuronas entéricas (Kunze y Furness, 1999).

En primer lugar se encuentran las neuronas intrinsecas aferentes primarias,
también conocidas por sus siglas en inglés, “IPANs”, las cuales se encuentran en
el plexo mientérico y el plexo de la submucosa. Estas neuronas responden a
estimulos quimicos y fisicos como la deformacion de la mucosa y la tension del
musculo. Al ocurrir esto, las IPANs se encargan de enviar las sefiales necesarias

al resto del sistema nervioso entérico (Costa y cols,2000).

Un segundo grupo de neuronas presentes en el intestino delgado son las
neuronas motoras. Estas neuronas se encargan de dar el estimulo final al misculo
circular para que de esta manera el intestino delgado realice los movimientos
peristalticos. Estas neuronas reciben estimulos de las neuronas intrinsecas
aferentes primarias y de las interneuronas descendentes y ascendentes. Las
neuronas motoras se proyectan en el musculo circular donde forman una red
densa de nervios. Las neuronas motoras se pueden dividir en dos grupos, las
neuronas excitatorias e inhibitorias. Los principales neurotransmisores de las
neuronas motoras excitatorias son la acetilcolina (ACh) y las taquicininas, que
actuan directamente sobre células efectoras como el muasculo liso, células
secretoras y células endocrinas gastrointestinales. Estas Ultimas secretan
hormonas que también se encargan de la motilidad del intestino delgado como
son: la colecistocinina, secretina y bombesina. Por otro lado los principales
neurotransmisores de las neuronas motoras inhibitorias, son la noradrenalina, el

oxido nitrico (NO), el adenosin trifosfato (ATP) y el péptido intestinal vasoactivo

Facultad de Quimica, UNAM. 6



2. ANTECEDENTES

(VIP) los cuales actian directamente sobre el muasculo liso (tabla 2) (Goyal y
Hirano,1996; Kunze y Furness, 1999).

Tabla 2. Neurotransmisores encontrados en el sistema nervioso entérico.

Tipo de neurotransmisor Neurotransmisores
Excitatorios Acetilcolina, Sustancia P, serotonina, y
bombesina.
Inhibitorios Norepinefrina, NO, ATP, VIP
Y secretina.

Por dltimo, se encuentra el grupo de las interneuronas, las cuales estan
clasificadas como ascendentes y descendentes. Estas tienen la funcién de integrar
las sefiales recibidas por las neuronas intrinsecas aferentes primarias para
después transmitirlas directamente a las neuronas motoras y de esta manera

regular la motilidad y funcién del intestino delgado (Kunze y Furness, 1999).

Existen evidencias que indican que en el intestino delgado de cobayo, una
unidad contractil de 10 mm contiene aproximadamente 6,500 neuronas intrinsecas
aferentes primarias en el plexo mientérico, 1,200 interneuronas ascendentes y
3,000 descendentes. Ademas, contiene 4,000 neuronas motoras inhibitorias y

3,000 excitatorias que inervan al musculo circular (Kunze y Furness, 1999).

Es importante mencionar que en el intestino delgado existe, ademas de la
innervacion intrinseca, una innervacion extrinseca que es modulada por el sistema
nervioso autonomo (SNA). A nivel parasimpatico, la innervaciéon hacia el intestino
puede clasificarse en craneal y sacra. La inervacion craneal es transportada a
través de los nervios vagos. Estas fibras proporcionan una inervacion menor en el
intestino a comparacion del resto del sistema gastrointestinal. La inervacion sacra

es transportada por los nervios pelvianos, llegando a la mitad distal del intestino
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grueso. Las neuronas postganglionares del sistema parasimpatico inervan al plexo
mientérico y submucoso, su estimulacion da lugar a un aumento generalizado del

SNE por la accion de acetilcolina (Guyton y Hall, 2001; Venegas, 2007).

A nivel simpatico, la innervacion llega practicamente a todas las regiones
del aparato gastrointestinal sin mostrar alguna preferencia. Las fibras
postganglionares llegan a terminaciones del SNE o directamente a las fibras
musculares. La inervacion simpatica en el intestino delgado es inhibitoria y su

principal neurotransmisor es la norepinefrina (Guyton y Hall, 2001).

v ™~ - Quimiormeceptores
[ SNC ) Neuronas aferentes —=——> Mecanorreceptores
\\.,- '_,-./ l ~™0tros recepfores
‘/Smautc')nomo )
\“ L s Inferneuronas

Neuronas motoras

</Ilﬂ (sculo I|9:)>

Figura 3. Neuronas del sistema nervioso entérico

Con relacion a su anatomia, el intestino delgado se encuentra dividido en
tres porciones: el duodeno, el yeyuno y el ileon (figura 4) (Shiner, 1995). Varios
estudios han demostrado que el ileon, es la seccion del intestino delgado mas
vascularizada y se encuentra inervada por el mayor nUmero de neuronas entéricas
(Navarro, 2002). Ademas, a diferencia del intestino de ciertas especies, el ileon de
cobayo muestra poca actividad espontanea y su viabilidad se extiende por mas de

12 horas (Aguilar — Mariscal y cols, 2009).
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Figura 4. Anatomia del intestino delgado

Por consiguiente, el ileon representa el segmento del intestino delgado mas
apropiado para el estudio de los cambios inducidos por los farmacos en la tension
muscular, ya que el efecto de cualquier sustancia que actué a nivel intestinal, sera
mas evidente y facil de analizar. Por esta razon, a lo largo de los afios, el ileon
aislado de cobayo ha sido empleado para determinar y caracterizar el efecto
antiespasmaodico de diversos compuestos asi, como para realizar estudios

farmacoldgicos de diversa indole.

2.2 Mecanismo de accion de la acetilcolina en el musculo liso.

Como ya se reviso anteriormente, la ACh es el principal neurotransmisor
excitatorio encargado del aumento de la tonicidad del intestino delgado. Este
neurotransmisor actla sobre los receptores muscarinicos en las células del
musculo liso. A lo largo de todo el organismo existen varios subtipos de receptores
muscarinicos (M; — Ms). En el caso del musculo liso, en su mayoria, los receptores

presentes son los subtipos M, y M3 Al igual que en otros tejidos con musculo liso,
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en el intestino delgado se presenta un combinacion del 20% de receptores M3z y 80
% de M, (Ehlert y cols, 1997). Estos receptores estan acoplados a una proteina Gg
y estan asociados directamente a la respuesta contractil del musculo liso, mientras
gue los receptores M, estan asociados a la inhibicion de la adenilato ciclasa y a la

disminucién de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Sawyer y Ehlert,1998).

A grandes rasgos, el mecanismo de accion de la acetilcolina a través de los
receptores Mg, se lleva a cabo de la siguiente manera: la acetilcolina, al activar el
receptor M3, la proteina G, acoplada a este receptor es activada produciendo la
hidrélisis del fosfatidilinositol difosfato por la fosfolipasa C. Como producto de esta
hidrdlisis, se genera el segundo mensajero trifosfato de inositol (IP3), el cual actia
sobre el receptor de trifosfato de inositol (IP3R) en la membrana del reticulo
sarcoplasmico. Esta accion permite el incremento de la concentracidon citosolica
de Ca*" debido a su salida del reticulo sarcoplasmico (Rang y Dale, 2007). Tras la
salida del Ca**, este se une a la calmodulina, una proteina con 4 sitios de unién a
Ca?*, la cual sirve como intermediario para la activacion de la cinasa de miosina
de cadena corta (MLCK, por sus siglas en ingles). La MLCK lleva acabo la
fosforilacion de miosina de cadena corta generando que esta se desplace entre los
filamentos de actina, generando la contraccibn de las fibras musculares del

musculo liso (figura 7) (Rang y Dale, 2007).
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Figura 5. Mecanismo de accion de ACh en receptores Ms

Por otro lado, diversas investigaciones demuestran que los receptores M,
se encuentran relacionados a la respuesta contractil del masculo liso de manera
indirecta. Los receptores Msinhiben la actividad de la adenilato ciclasa (AC) en el
intestino delgado. De esta manera se evita el efecto relajante ocasionado por el
incremento de AMPc (Sawyer y Ehlert, 1998). Sin embargo, estudios realizados a
nivel de ileon de cobayo, han sugerido que el efecto de los receptores M, se debe
a la disminucion del AMPc inducido por agonistas adrenérgicos y otros
compuestos que actian aumentando la actividad de la AC. No obstante, los
receptores My no tienen ningun efecto sobre los niveles basales de AMPc (Thomas
y cols, 1993).

En conclusion, la acetilcolina y los agonistas muscarinicos presentan un
efecto doble sobre la contraccién del intestino delgado; ya que mientras que la
activacion de los receptores Mz producen una contraccion directa del tejido, los

receptores M, inhiben la relajacion del tejido por una disminucion de AMPc.
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2.3 Efecto de altas concentraciones de K™ extracelular

La contraccion del masculo liso esta directamente relacionada con la
concentracion citosélica de Ca?*. A su vez, las contracciones y la elevacién del
Ca?" intracelular, se encuentran reguladas por mecanismos farmacol6gicos y por
mecanismos electromecanicos. Estos ultimos involucran la despolarizacion de la
membrana, en donde no es necesaria la presencia de receptores especificos
como en los mecanismos farmacoldgicos. En el caso de la administracion de altas
concentraciones de cloruro de potasio (KCI) sobre el musculo liso, se produce un
mecanismo electromecanico donde la elevada concentracion de K™ extracelular
induce la despolarizacién de la membrana, lo cual abre los canales dependientes
de voltaje de Ca*" tipo L, generando de esta manera un incremento en la
concentracion de este ion en el interior de la célula, y por consiguiente, la

contraccion de las fibras musculares (figura 6) (Mita y cols, 2002).

Canales de Ca?* dependientes de ligando

Ca®* Canales de calcio tipo L

L W Membrana
plasmatica

Ca?*

/’—\'\\
CaM Ca?*-CaM

b

- -~

- e

Miosina Miosina - P

Contraccion

Figura 6. Entrada de calcio extracelular
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2.4 Estimulacién eléctrica del intestino delgado

Ademas de la clasificacion que ya se habia revisado sobre las neuronas presentes
en el SNE, existe otra clasificacion desde un punto de vista electrofisioldgico
donde las neuronas son designadas como “S” y “AH”. Las neuronas de tipo S, al
ser estimuladas eléctricamente, presentan un potencial excitatorio postsinaptico
rapido (PEPR); mientras que las neuronas tipo AH, presentan un potencial
excitatorio postsinaptico lento (PEPL). Se ha demostrado, mediante estudios
funcionales y neuroanatoémicos, que las neuronas de tipo S representan a las
interneuronas y a las neuronas motoras; mientras que las neuronas AH
representan a las neuronas intrinsecas aferentes primarias. (Galligan y cols,
2000).

El mecanismo excitatorio predominante en el SNE se encuentra mediado
por ACh quien a su vez, es responsable del PEPR de las neuronas S. Varios
estudios han mostrado que al igual que las neuronas AH, las neuronas tipo S
presentan un PEPL. Sin embargo, éste no se encuentra principalmente mediado
por ACh. En el caso del PEPL, la influencia de otros neurotransmisores como las
taquicininas, serotonina (5HT), prostaglandinas, somastatina y glutamato

(exdgeno) son de gran importancia (Abalo y cols,2000).

Al estimular eléctricamente el intestino delgado se produce la contraccion
del muasculo liso debido a la secrecion de varios neurotransmisores, principalmente
ACh.

Ademas de liberarse estos transmisores excitatorios, también se produce la
estimulacién de neuronas inhibitorias produciendo de esta manera la secrecion de
norepinefrina y ATP, dando como resultado una disminucion en la contraccion del

musculo liso (Maske y cols,1980).
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2.5Espasmos intestinales

Los espasmos se definen como la contraccion involuntaria y persistente de un
musculo o grupo muscular. Los espasmos en el masculo liso intestinal se pueden
originar a nivel del SNA, a partir del cual, el musculo liso puede recibir una
cantidad elevada de impulsos provocando contracciones exageradas. También a
nivel del SNE, los espasmos son provocados por diversos cambios quimicos y

fisicos en los alrededores del tejido (Galambos, 1954).

Ademas de originarse a estos dos niveles, los espasmos son provocados
por dos mecanismos. El principal mecanismo consiste en el desequilibrio del
sistema parasimpatico y de las terminaciones colinérgicas en el intestino, lo cual
provoca la secrecion elevada de acetilcolina. Algunas causas que producen esto
son la irritacion del tracto intestinal, secrecion elevada de hormonas, presencia de
alguna enfermedad, agentes patdgenos o toxinas, por obstruccién del tracto y, en
varias ocasiones, por la predisposicion de las personas a sufrir estrés nervioso
(Davis,1988).

El segundo mecanismo consiste en la presencia de sustancias que actlan
directamente sobre el musculo liso, sin tener un efecto sobre terminaciones
colinérgicas. Esto puede ser ocasionado por algunas sustancias o toxinas que

actuan a nivel de canales de calcio (Davis,1988).

Para el tratamiento de los espasmos, existe un grupo de medicamentos
llamados antiespasmdédicos o espasmoliticos. Ante un espasmo, estos
medicamentos producen la relajacion del masculo liso de la pared de las visceras
huecas, como el intestino, la vesicula biliar, uretra y el uUtero. Existen dos
clasificaciones para los antiespasmaodicos: 1) Anticolinérgicos o neurotrépicos que
actuan antagonizando los receptores muscarinicos; y 2) los musculotrépicos, que
actian directamente sobre musculo liso cuyo mecanismo de accion puede variar
(Davis,1988).
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Otras opciones terapéuticas para el tratamiento de los espasmos intestinales es el
uso de extractos de plantas. Basados en su empleo en la medicina popular,
existen estudios cientificos de plantas que desenlazan en el descubrimiento de
principios activos para la produccion de nuevos farmacos. Este es el caso de
Rosmarinus officinalis L., que dentro de la medicina tradicional, el uso de
diferentes preparaciones como tés y maceraciones, a partir de las partes aéreas
de la planta, son administradas via oral para el tratamiento de espasmos de
musculo liso en 6rganos como el intestino, Gtero y tracto renal. (Gonzalez-Trujano
y cols, 2007).

A falta de evidencia cientifica que sustenta el uso de Rosmarinus officinalis L.
como antiespasmadico en la medicina tradicional, se realizd esta investigacion la
cual pretende avalar el uso popular del romero para el tratamiento de espasmos

intestinales y dar pie al futuro aislamiento de uno o varios principios activos.
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3. HIPOTESIS

Si en la medicina tradicional, diferentes preparaciones de Rosmarinus officinalis L.
producen un efecto antiespasmadico, entonces su extracto etanélico producira un

efecto relajante sobre el musculo liso del ileon aislado de cobayo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar y evaluar el efecto antiespasmddico del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. utilizando del modelo de ileon aislado de cobayo.

4.2 Objetivos particulares

e Evaluar el efecto antiespasmodico del extracto etandlico de Rosmarinus

officinalis L. utilizando el ileon de cobayo pre-contraido con KCI”.

e Evaluar el efecto antiespasmodico del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis L. utilizando el ileon de cobayo en la contraccion inducida con
ACh.

e Evaluar el efecto antiespasmodico del extracto etanélico de Rosmarinus
officinalis L. utilizando el ileon de cobayo en la contraccion inducida con

estimulacion eléctrica.
e Investigar el posible mecanismo de accion del efecto antiespasmaodico

producido por el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. en el ileon

de cobayo utilizando diversos bloqueadores y antagonistas especificos.
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5. METODO
5.1 Obtencién del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L.

Para la obtencion del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L., se pesan 330
g de las partes aéreas secas de la planta. Estas se introducen a un matraz de 2 L
y se adiciona 1,200 mL de hexano, de manera que se cubra totalmente el material
vegetal. Las hojas se maceran sucesivamente con el mismo volumen de hexano a
temperatura ambiente (22 °C = 1) por 72 horas (el procedimiento se realiza por
triplicado). Esta primera extraccion tiene como objetivo la eliminacién de grasas
presentes en la muestra. Posteriormente, el residuo de las hojas se macera con
1.2 L de etanol de manera que cubra el material vegetal. Se deja macerar
sucesivamente la muestra en etanol a temperatura ambiente por 72 h (el
procedimiento se realiza por triplicado). Una vez transcurrido el tiempo de
maceracion con etanol, el extracto obtenido se filtra por gravedad para después
concentrarse por destilacion a presion reducida en un rota-evaporador hasta la
total eliminacién del disolvente. Como producto final se obtienen 111 g de un
sélido verde con un rendimiento del 33.60%. Las partes aéreas de Rosmarinus
officinalis L. fueron recolectadas en el estado de Morelos en junio del 2005
(Gonzalez — Trujano y cols, 2007). Una muestra del espécimen se depositoé en el
herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social en donde fue identificado por M.
en C. Abigail Aguilar (IMSSM-15005)

El extracto utilizado para esta investigacion, fue proporcionado por la Dra.

Maria Eva Gonzalez Trujano del laboratorio de Microdialis del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz, siguiendo la metodologia antes descrita.
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5.2 Preparacion del tejido

Se utilizaron cobayos macho de la cepa Hartley de entre 400 y 600 gramos de
peso corporal con 24 h de ayuno; los cuales se sacrificaron por dislocacion
cervical. Se obtuvo una porcion de 10 cm de ileon el cual se limpio de tejido
conectivo y bolo alimenticio que se encuentra en el interior del intestino. Se
cortaron 6 segmentos de 1.2 cm aproximadamente y se depositaron en una
camara con solucion Krebs (NaCl [118.0 mM], NaHCO3; [25 mM], KCI [4.7 mM],
MgCl; [1.2 mM], NaH2PO4 [1.2 mM], dextrosa [11.0 mM], CaCl, [2.5 mM] y colina
[0.3 mM]) a 37°C y con burbujeo de carbdgeno (95% O, y 5% CO,) para mantener
las condiciones fisiolégicas. (Las soluciones utilizadas en este trabajo se

encuentran reportados en el anexo |, pag. 54).

Cada uno de los segmentos fue montado en una camara de 6rgano aislado
de 20 mL y se conect6 a un transductor de presion, el cual transmite la sefial a un
poligrafo. Las preparaciones se dejaron estabilizar durante 30 minutos en solucion
Krebs a 37°C, con burbujeo de carbdégeno bajo una tensién de 1 gramo. Una vez
transcurrido el tiempo de estabilizacion del tejido, se administré a cada segmento
0.2mL de una solucién de acetilcolina (ACh) [1x10™ M] para asegurar la viabilidad
del tejido. Al terminar esta prueba se realiz6 el lavado del tejido el cual consiste en
el cambio total de solucion Krebs, para asegurar la eliminacion total de la ACh de

la camara.

5.3 Efecto de relajacion en tejido pre-contraido con KCI.

Tras la preparacion del tejido, descrita anteriormente, la solucion Krebs de las
camaras se sustituyd por una solucién Krebs con una concentracion de NaCl de
[58mM], y enseguida se adicioné una solucion de KCI [60 mM] para precontraer al
tejido. La disminucion en la concentracion de NaCl se realizé con una relacion
eguimolar con respecto a la concentracion de KCI para evitar un desequilibrio en la

presion osmatica del tejido.
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Una vez adicionado el KCI [60 mM], se esperoé el tiempo necesario para que
el tejido alcanzara una meseta maxima estable y que esta perdurara como minimo
5 min. Si el tejido no cumplia con este requisito, era descartado. Una vez
alcanzada la meseta, el extracto se administré a diferentes concentraciones 150,

300, 600y 1200 pg/mL (una concentracion a la vez).

En cada administracion del extracto, se evalué el efecto relajante, y se
procedi6 a realizar el lavado de cada tejido, el cual consiste en el cambio completo
de la solucion Krebs que se encuentra en la camara por nueva solucidon con
concentracion normal de NaCl. Fue necesario realizar este procedimiento 2 veces
para asegurar la eliminacion total de la concentracion del extracto administrado.
Entre cada administracion de las concentraciones del extracto, se dejo reposar al
tejido entre 30 y 45 minutos, con reperfusion de solucion Krebs, hasta que el tejido
recupero su actividad basal (Fatehi y cols, 2004; Moazedi y cols, 2007).

5.4 Efecto de relajacion en tejido estimulado quimicamente con acetilcolina

En un segundo grupo de experimentos, se realiz6 una curva acumulativa de
acetilcolina [1 x10™° — 1 x10°M] en ausencia del extracto (Control). Al terminar la
curva se realizé un lavado y se dej6 un periodo de reperfusién de 20 minutos para
que el tejido recuperara su actividad basal. Posteriormente, se administré en las
camaras una concentracion del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L.
[150, 300 y 600 ug/mL] y se dejé incubar el tejido en presencia del extracto por 10
minutos. Después, se corrieron curvas acumulativas de las diferentes
concentraciones de ACh para cada concentracion del extracto. Se realiz6 un
lavado, ademéas de dejar un periodo de reperfusion de 20 minutos entre cada
curva. Como control positivo se corrié una curva acumulativa de ACh en presencia
de papaverina [30 uM] (Sanchez-Mendoza, 2007; Fatehi y cols, 2004; Cechinel-
Filho y cols,2007).
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La respuesta maxima obtenida con la concentracién de ACh de 1 x10°M en
la curva control, se consideré como el 100% del efecto contractil y en base a este
valor, se obtuvieron los porcentajes del efecto contractil producido en las curvas
en presencia del extracto [150, 300 y 600 pg/mL] y papaverina [30 uM].

5.5 Efecto de relajacion en tejido con estimulacion eléctrica

En un tercer grupo de experimentos, los segmentos fueron estimulados
eléctricamente (con una corriente de 14 volts con una frecuencia de 0.3 Hz y
pulsaciones de 3 ms de duracién) utilizando un estimulador y un splitter (S88
stimulator de GRASS y Med-Lab Stimu- Splitter 1) hasta obtener la respuesta
maxima (se mantuvo la reperfusion de solucion Krebs durante la estimulacion).
Una vez alcanzada la respuesta maxima, se detuvo la reperfusién y se administré
el extracto [150, 300 y 600 pug/mL]. El tejido se dejé incubar con el extracto por 10
minutos. Posteriormente se procedié a detener la estimulacion eléctrica y se lavo
el tejido, dejandolo reposar por 10 minutos para que recuperara su actividad basal.
Nuevamente se estimulé eléctricamente el tejido con las condiciones antes
mencionadas, para obtener la respuesta maxima y poder administrar la siguiente

concentracion de extracto a evaluar (Abalo y cols, 2000).

Para este procedimiento se consideré a la respuesta maxima del tejido
estimulado eléctricamente en ausencia del extracto como el 100% del efecto
contractil. A partir de este dato, se obtuvieron los valores de la maxima contraccion

en presencia del extracto a diferentes concentraciones y de la papaverina.

5.6 Determinacién del mecanismo de acciéon

Utilizando la metodologia del tejido pre-contraido con KCI, se evalu6 el efecto de
diferentes bloqueadores y antagonistas de las principales vias encargadas de la
contraccion y relajacion del musculo liso, frente al efecto del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L.. Para esto, al finalizar la preparacion del tejido, se
prosiguio a pre-contraer los segmentos con KCI [60mM]. Una vez pasados 5 min,
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con una meseta maxima estable, se administré el bloqueador o antagonista a

evaluar (Un farmaco a la vez).

Se incubd el tejido con:
e Hexametonio con una concentracion final de 0.5 mM por 10 min.
¢ Indometacinacon una concentracion final de 1 uM por 30 min.

e L-NAME con una concentracion final de 100 uM por 30 min.

Tras haber incubado el tejido el tiempo y con las concentraciones
especificadas para cada farmaco, se administr6 a cada cadmara 0.4ml de una
solucién de extracto para obtener una concentracion final de 600 pg/ml. De esta
manera se registré la presencia o ausencia de un efecto relajante por parte del
extracto. Al término de la evaluacion, se realiz6 el lavado de cada camara y se
dej6é 45 min de reposo al tejido con reperfusion de solucion Krebs para que los
segmentos recobraran su actividad basal. Posteriormente se repiti6 el mismo
procedimiento para cada uno de los farmacos restantes (Caldas Magalhaes y cols,
2004).

5.7 Prueba sobre el efecto del extracto etandlico de R. officinalisL.en
presencia de nifedipina.

Para la determinacioén de la participacion del calcio intra y extracelular en el efecto
relajante del extracto, se sigui6 el siguiente procedimiento. El tejido se precontrae
con ACh 100 uM hasta obtener una meseta maxima la cual sirvi6 como control.
Tras haber obtenido una meseta estable, el tejido se lavo y se dejé un periodo de
reposo de 30 min con goteo de soluciéon Krebs para recuperar la actividad basal

del tejido.

Al término de este periodo, el tejido fue nuevamente pre-contraido con ACh

[100 uM] y se administro el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. [600
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png/mL]. De esta manera, se evaluo el efecto presentado por el extracto en el ileon
aislado de cobayo. Posteriormente se lavo el tejido y se dejo estabilizar por 30
min. Después de este tiempo, a cada camara se le administré6 0.2 ml de una
solucion de nifedipina que permitié alcanzar una concentracion final de 1 uM en la
camara. El tejido se incubo6 con nifedipina por 5 min para después pre-contraerlo

con ACh [100 pM] y adicionar el extracto a una concentracién de 600 pg/mL.

Por dltimo, después del lavado y reposo del tejido, se realizé una nueva pre-
contraccion con ACh en presencia de nifedipina para determinar el efecto de esta

sobre la contraccién inducida por ACh (Caldas Magalhaes y cols, 2004).

5.8 Andlisis de datos.

En el caso de los tejidos pre-contraidos con KCI, se calculé el % de relajacion
producido por cada concentracion del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis
L. en el tejido. En los protocolos donde se precontrae el tejido con estimulacion
eléctrica y ACh se calcul6 como el % de la respuesta contractil en presencia del
extracto. Ademas, se calculd el area bajo la curva (ABC) de las curvas
acumulativas concentracion respuesta de ACh en ausencia y presencia de las
diferentes concentraciones del extracto. En todos los casos, los datos se

presentan como la media * error estandar (E.E.).

Para calcular el efecto relajante en el tejido pre-contraido con KCI, se
consider6 la disminucién del efecto contractil inducido por KCI [60mM] después de
qgue el extracto fue administrado. El porcentaje de relajacion se calcul6 de la

siguiente manera:

gramos de tension tras la administracion del extracto x 100

— o, de relaiacié
gramos de tension del tejido pre — contraido con KCl [60 mM] % de relajacion
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Para calcular la disminuciéon de la contraccion inducida con ACh en
presencia del extracto, se tomaron en cuenta los gramos de tensién obtenidos por
la administracion de ACh 1x 10™ M en la curva control, como el 100% del efecto

contractil. El porcentaje de contraccion se calcul6 de la siguiente manera:

gramos de tension por [X]concentracién del extracto x 100

gramos de tensién obtenidos por ACh 1x 10~5 M en la curva control = % de contraccion

Para calcular la disminucion de la contraccion inducida con
estimulacién eléctrica (EE) en presencia del extracto, se tomaron en cuenta los
gramos de tension obtenidos por la respuesta maxima del tejido a la estimulacién
eléctrica con 14 v, 0.3Hz y 3ms, como el 100% del efecto contractil. El porcentaje

de contraccion se calculé de la siguiente manera:

gramos de tension obtenidos en presencia del extracto x 100

p PP , = % de contraccion
gramos de tension del efecto maximo inducido por EE

Para determinar la diferencia entre los tratamientos (3 o0 mas) se aplicé un
andlisis de varianza (ANOVA) seguido por una prueba de Dunnett para comparar
el efecto de las concentraciones del extracto con respecto al control. Ademas de
esta prueba, se realizé una prueba de Tukey para la comparacion entre el efecto
de las diferentes concentraciones. La comparacion entre dos tratamientos se llevo
a cabo mediante una prueba t de Student pareada. El criterio de aceptacion para
considerar diferencia estadistica fue una p< 0.05.El manejo de datos y aplicacion

de las pruebas estadisticas se realizaron con el programa Graph Pad Prism 4.00.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto relajante producido por el extracto etandlico de R. officinalis L. en
tejido pre-contraido con KCI.
100-

80+

60+

% de relajacion en tejido
pre-contraido con KCI

(O =

100 1000
[Extracto de Rosmarinus officinalis (ug/mi)]

Figura 7. Curva concentracion respuesta del efecto relajante del extracto etanélico de Rosmarinus
officinalis L. [150, 300, 600, 1200 ug/ml] sobre tejido pre-contraido con KCI [60 mM]. Cada punto
representa la media £ E.E. (n=6).*p<0.05, ANOVA, Dunnett.

*

1401
—

120+
1004

804 *

con KCI

60+
40+
201

0 T T
Control Papaverina 30m M 600 pg/mL

% de relajacion en intestino precontraido

Figura 8. Efecto relajante del extracto etandlico de Rosmarinus offficinalis L. [600 ug/ml] sobre
tejido pre-contraido con KCI [60 mM]. Como control positivo se utilizé papaverina 30 uM. Cada
barra representa la media + E.E. (n=6).*p<0.05, ANOVA, Dunnett.
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En la figura 7 se muestra una curva concentracion respuesta, en donde, el eje de
las X representa la concentracion del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L
en escala logaritmica; mientras que el eje de las Y representa el porcentaje de
relajacion producido por las diferentes concentraciones del extracto en los

segmentos de ileon aislado de cobayo previamente contraidos con KCI [60 mM].

Como se muestra en la figura 7, la relajacion inducida por diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. en el ileon de
cobayo pre-contraido con KCl fue dosis dependiente. Las concentraciones
utilizadas del extracto [150, 300, 600 y 1200 pg/ml] muestran una diferencia
significativa en el efecto relajante en comparacion del vehiculo(9.43 + 0.77, 24.02
+ 2.45, 62.97 + 4.18, 53.82 + 8.50% vs 0.0%, respectivamente, p<0.05; ANOVA,
Dunnett). Sin embargo, no existe una diferencia significativa entre las
concentraciones mas altas del extracto de Rosmarinus officinalis L. en este
modelo (600 y 1200 pg/ml, t de student). Por lo tanto, se considera que el efecto
maximo del extracto se obtuvo con la dosis de 600ug/ml. Debido a esto, ésta es la

concentracion del extracto que se utiliza en estudios posteriores

En la figura 8, se muestra la maxima relajacion producida con el extracto
(600 pg/ml) y con la papaverina [30 uM]. La papaverina fue utilizada como control
positivo para comprobar que el tejido tenga la capacidad de revertir
completamente el efecto contractil inducido con el KCI [60mM]. Como se puede
observar en esta figura a pesar de que el efecto de la papaverina es
significativamente mayor en comparacion con el efecto maximo del extracto (129.2
+ 7.89 vs 62.97 + 4.18, t de student, p<0.05), el efecto relajante del extracto es

muy importante.
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6.2 Efecto relajante inducido por el extracto etandlico de R. officinalis L. en
tejido estimulado quimicamente con acetilcolina

—e— Control

1101 —&— Extracto [150 pg/mL]

1004 —&— Extracto [300 ug/mL]

—&— Extracto [600 ug/mL]
90+
—O6— Papaverina [30 mM]
80+
70+
60 -
50
40

304

% de la respuesta contractil

20+

10+

-11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Log del la concentracion de ACh (M)

Figura 9.Efecto contractil inducido por ACh [1x10 ™° — 1x10°M] en presencia de diferentes
concentraciones del extracto etanolico de Rosmarinus officinalis L. en ileon aislado de cobayo. Se
utiliz6 como control positivo a la papaverina 30uM. Los resultados se expresan en % de la
respuesta contractil. Cada punto representa la media + E.E. (n=6).

En la figura 9 se muestran las curvas concentracion respuesta acumulativas de la
ACh [1 x10™%° - 1x 10° M] en ausencia y presencia de diversas concentraciones
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. En esta figura, el eje de las X
representa la concentracion de la ACh en escala logaritmica; mientras que el eje

de las Y representa el porcentaje de contraccion inducido por ACh.

Como se puede observar, el extracto etanélico de Rosmarinus officinalis L.

inhibié, de manera concentracién-dependiente, la respuesta contractil inducida por
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ACh en el ileon de cobayo. En la misma figura se puede observar que la

papaverina (utilizada como control positivo) inhibid casi por completo la

contraccion inducida por la ACh, lo que comprueba la capacidad que tiene el tejido

de inhibicién de la contraccion en este protocolo experimental.

Al realizar el analisis de las areas bajo la curva de las CCR de acetilcolina
(Tabla 3) se muestra que aunque la dosis mas pequefia utilizada del extracto [150
png/ml] no mostré una diferencia significativa con el control, si se muestra una
tendencia a inhibir la contraccion inducida por la ACh en el ileon de cobayo. Esta
tendencia del extracto a disminuir el efecto contractii de la ACh alcanzé
significancia estadistica con las dos concentraciones mas altas (300 y 600 pg/ml).
En comparaciéon con el control, evidentemente, la respuesta de los segmentos
pretratados con la papaverina muestra una inhibicion significativa, lo que confirma
la respuesta maxima de inhibicién del efecto contractil inducido por un relajante

muscular que es comunmente empleado como control positivo.

Tabla 3. Area bajo la curva del efecto contractil de la ACh en ausenciay presencia de papaverina
y del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. a diferentes concentraciones.

Concentracion Efecto contractil (ua)
Control 263.7 £ 8.95
Extracto150 pg/mL 256.8 +17.72
Extracto 300 pg/mL 178.4+£19.72 *
Extracto 600 pg/mL 9091+7.35*
Papaverina 30 uM 25.99 +£2.24*

* ANOVA seguida de una prueba de Dunett (p<0.05)
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% del efecto maximo contractil
inducido por ACh [1x10° M]
(ox)

Q

) ) )
Control 150 pg/mL 300 pg/mL 600 pg/mL  Papaverina

Extracto etanolico de Rosmarinus officinalis L.

Figura 10. Efecto contractil maximo de ACh[1 x10 ® M] en presencia de diferentes concentraciones
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. y papaverina 30 uM, en ileon aislado de cobayo.
Control = ACh [1 x10 °M]. Cada barra representa la media * E.E. (n=6). p<0.05, ANOVA, Dunnett.

En la figura 10 se muestra en el eje de las x el tratamiento evaluado y en el
eje de las y el maximo efecto contractil de la concentraciéon de ACh 1x10™> M.
Como se puede observaren esta figura el efecto del extracto sobre la inhibicién de
la contraccién inducida por ACh 1x10™° M es concentraciéon dependiente.

En la figura 10 se muestra el efecto maximo presentado por ACh a una

concentracion de 1 x 10 °

M en ausencia y presencia de diferentes
concentraciones del extracto y papaverina 30uM. Al realizar un analisis de
varianza seguido de una prueba de Dunnett (p<0.05), se determind que el efecto
de la ACh en presencia de las concentraciones de 150, 300 y 600 pg/mL
presentan una diferencia significativa con respecto al lo obtenido por el control
(84.38 £ 6.49 %, 65.00 £ 8.45%, 41.81 + 4.52 % vs 100% respectivamente,

ANOVA, Dunnett p < 0.05).
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6.3 Efecto relajante inducido por el extracto etandlico de R. officinalis L. en
tejido contraido con estimulacion eléctrica

100+
90+
80+
70+

% de contraccion
(6]
)
1

I I I
150 pg/mL 300 pg/mL 600 ug/mL  Papaverina 30 yM

Figura 11. Efecto maximo inducido por estimulacion eléctrica (EE) (14 volts con una frecuencia de
0.3 Hz y pulsaciones de 3 ms) en ausencia y presencia del extracto etanélico de Rosmarinus
officinalis L.. También se muestra el efecto de la papaverina 30 uM, el cual se utiliz6 como control
positivo, sobre la contraccion inducida por el estimulo eléctrico. Cada barra representa la media +
E.E. (n=6). *p<0.05, ANOVA, Dunnett.

En la figura 11 se muestra en el eje de las X el tratamiento evaluado y en el eje de
las Y el porcentaje de contraccion inducido por estimulacion eléctrica (14 volts, 0.3
Hz, y 3 ms de duracion). El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L.
disminuye de manera dosis dependiente la maxima contraccién inducida por el
estimulo eléctrico, alcanzando significancia estadistica con las dosis de 300 vy
600 pg/ml (73.28 + 6.06 y 40.68 + 4.11 % vs 100%, respectivamente, ANOVA,
Dunnett, p<0.05).Como en los protocolos anteriores, también se determind el
efecto de la papaverina [30 puM] como control positivo sobre la contraccion

inducida por estimulacién eléctrica, mostrando una disminucion de cerca del 90%.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos sobre la contraccion de

los tejidos estimulados eléctricamente en ausencia y en presencia de diversas
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concentraciones del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. y de

papaverina.

Tabla 4. Efecto del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. y de papaverina en el ileon de

cobayo pre-contraido con estimulacion eléctrica.

Tratamiento Efecto del extracto (% de contraccion)
Control 100 %
150 pg/mL 94.32 £ 1.94 %
300 pg/mL 73.28 £ 6.06 % *
600 pg/mL 40.68 +4.11 % *
Papaverina 30 uM 9.265 2.19 % *

e ANOVA, Dunnett, p < 0.05.

6.4 Evaluacion del mecanismo de accion del efecto relajante del extracto

6.4.1 Efecto del extracto etandlico de R. officinalis L. en presencia de

hexametonio.
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Figura 12. Efecto relajante del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. [600 ug/mL] (Ext)en
presencia y ausencia de hexametonio [0.5 mM] (Hexa.), sobre ileon aislado de cobayo, pre-
contraido con KCI [60mM].Cada barra representa la media + E.E. (n=6).
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6. RESULTADOS

Las figuras 12, 13 y 14 muestran en el eje de las Y el efecto relajante sobre
segmentos de ileon de cobayo pre-contraidos con KCI [60mM] y en el eje de las X

el tratamiento evaluado.

Como muestra la figura 13, un bloqueador ganglionar como el hexametonio
[0.5mM], no modificé la respuesta relajante inducida por el extracto etanodlico de
Rosmarinus officinalis L. (600 pg/mL) (64.94 + 8.85 vs 68.38 + 3.53%, t de student)

en el tejido pre-contraido con KCI.

6.4.2 Prueba sobre el efecto relajante del extracto etandlico de R. officinalis

L. en presencia de indometacina.
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Figura 13.Efecto relajante del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. [600 pg/mL] (Ext.)en
presencia y ausencia de indometacina [1 puM] (Indo.), sobre ileon aislado de cobayo pre-contraido
con KCI [60mM].Cada barra representa la media + E.E. (n=6).

La figura 13 muestra que la indometacina (1 uM), un inhibidor no selectivo de la
ciclo-oxigenasa, no modific6 la respuesta relajante inducida por el extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis L. (600 pg/mL) (55.03 + 5.97 vs 57.48 + 4.14%,
t de student) en el tejido pre-contraido con KCI.
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6.4.3 Efecto del extracto etandlico de R. officinalis L. en presencia de
L-NAME.
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Figura 14.Efecto relajante del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. [600 pg/mL] (Ext.)en
presencia y ausencia de L-NAME [100 uM].Cada barra representa la media + E.E. (n=6).
La figura 14 muestra que el L-NAME [100 pM], un inhibidor de la éxido nitrico
sintasa, no modificd la respuesta relajante inducida por el extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. (600 pg/mL) (67.76 = 5.61 vs 68.08 + 6.25%), t de

student) en el tejido pre-contraido con KCI.

Facultad de Quimica, UNAM. 33



6. RESULTADOS

6.4.4 Efecto relajante del extracto etandlico de R. officinalis L. en presencia

de nifedipina.

110-
100 *

% del efecto contractil

ACI:h Aéh ACh + Extra. ACh + Extra.
| |

Nifedipina 1uM

Figura 15. Contraccion inducida por ACh sola y en presencia de 1uM de nifedipina; 1 uM de
nifedipina y 600 pg/mL del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. ; y 600 pg/ml del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis L..Cada barra representa la media + E.E. de 6 tejidos. El
asterisco sefiala diferencia significativa (p< 0.05, n=6)

En la figura 15 se muestra en el eje de las X el tratamiento evaluado y en el eje de
las Y el efecto contractil de ACh [100uM]. Como se puede observar, la nifedipina,
un bloqueador de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L, no alteré la
contraccion inducida por ACh, pero si disminuyo significativamente la inhibicion de
la contraccion inducida por ACh en los tejidos pretratados con el extracto etandlico

de Rosmarinus officinalis L.).

En este procedimiento se evaludé la disminucion del efecto contréctil
inducido por ACh [100uM]. Se comparo el efecto del extracto en presencia y
ausencia de nifedipina mediante la aplicacion de una prueba t de student (p<0.05).
Como resultado, se obtuvo una diferencia significativa entre las medias del efecto

contractil. En ausencia de nifedipina se obtuvo un efecto contractil del 41.82 +
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4.52% (n=6), mientras que en presencia de nifedipina se obtuvo el 70.29 + 3.76%
(n=6).

De la misma forma, se analizd la capacidad del tejido para recuperarse
después de haber sido sometido a una pre-contraccion con ACh [100uM] ademas
de haber administrado el extracto en presencia de nifedipina. Como resultado del
analisis, no se presento diferencia significativa entre el efecto presentado por la
primera administracion de ACh [100uM] y el efecto presentado por la Ultima
administracion de ACh [100uM] (100 % vs 103.20 + 2.92% p>0.05, t de student).
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7. DISCUSION

En el presente estudiose realiz6 un bioensayo que muestra la actividad
antiespasmodica del extracto etandlico de las partes aéreas de Rosmarinus
officinalis L. Esta actividad se determind bajo tres protocolos experimentales y el
efecto se comparé con el producido por la papaverina, un antiespasmaodico

musculotropico bien caracterizado.

7.1 Efecto relajante del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. en

tres protocolos experimentales.

En el primer protocolo se utilizé el modelo de ileon de cobayo pre-contraido con
KCI [60mM]. Este protocolo ha sido cominmente utilizado en diversos estudios en
donde se evalla el efecto relajante o antiespasmaodico de diversos compuestos y/o
extractos naturales (Madeira y cols, 2002;Caldas-Magalhaes y cols, 2004;
Moazedi y cols, 2007). Este se basa en la despolarizacion de las fibras musculares
que producen el incremento de K* y lleva a laapertura de canales de Ca*tipo L
voltaje dependientes e incremento de la concentraciéon intracelular del mismo. El
efecto final se observa como una contraccion sostenida, que en el caso del ileon
de cobayo, se alcanza en aproximadamente en2 min y se mantiene por mas de
30 min. Bajo este protocolo experimental, la administracién del extracto etandlico
de Rosmarinus officinalis L. produjo un efecto relajante concentracion dependiente

y reversible (figura 7).

En relacion al segundo y tercer protocolos empleados en este estudio, se
utilizaron como herramientas farmacoldgicas la respuesta contractil producida por
la estimulacion quimica con ACh, y la producida por la estimulacion eléctrica del
ileon aislado de cobayo. En ambos protocolos se observé una inhibicion de la
contraccion del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. concentracion

dependiente, lo cual interpretamos como efecto antiespasmadico (Figuras 9y 10).
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En el protocolo de estimulacion quimica del tejido con ACh, el cual es uno
de los mecanismos responsables de los espasmos intestinales més estudiados, se
sabe que ésta causa despolarizacion y contracciones tonicas del musculo liso
intestinal a través de la activacion de los receptores muscarinicos M3 presentes
en el masculo liso del ileon de cobayo. Esta activacion produce un incremento en
la frecuencia de descarga del potencial de accion y despolarizacion de las células
del musculo liso, lo cual resulta en un incremento intracelular del calcio, que activa
a la cinasa de las cadenas ligeras de miosina causando, finalmente, la contraccion

muscular (Rang y Dale, 2007).

Con relacién a la contraccion inducida por la estimulacién eléctrica, se sabe
que ésta libera varios neurotransmisores, principalmente ACh (Bornstein y cols,
2004) desde la sinapsis funcionales. Este neurotransmisor activa
subsecuentemente receptores presentes en la superficie de las células del
musculo liso. La estimulacién de los receptores muscarinicos produce contraccion
via activacion de proteina G que estan acopladas a diversas vias de sefializacion
y proteinas efectoras. Estos eventos, como ya se expuso anteriormente,
incrementan el calcio intracelular y producen contraccion muscular (Gerthoffer,
2005).

Estos resultados concuerdan con los efectos relajantes producidos por el
aceite volatil de la misma planta (Rosmarinus officinalis L.)sobre el musculo liso de
la traquea de conejo y cobayo sobre las contracciones inducidas por ACh y KCI
(Agel, 1991).

Por otro lado, nuestros resultados y los resultados de los estudios que
muestran la eficacia del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. sobre la
disminucién de las contracciones abdominales inducidas por acido acético en un
modelo de nocicepcién en ratén (Gonzalez-Trujano y cols., 2007; Hosseinzadeh y
Nourbakhsh, 2003), el cual ha sido ampliamente utilizado en la evaluacién de

moléculas utiles para el alivio del dolor visceral (Cervero y Laird, 1999); respaldan
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la practica en la medicina tradicional del uso de la decoccibn de Rosmarinus

officinalis L. como agente antiespasmaodico.

La papaverina, un agente antiespasmaodico bien caracterizado (Matin y cols,
1993; Paula y cols, 2003), se utiliz6 como control positivo en este estudio, ya que
nos permitio evaluar la relajacion maxima que puede producirse en el tejido en
nuestras condiciones experimentales, ademas de comparar su efecto con el
presentado por el extracto. De esta manera, se determind que la papaverina
produce cerca del 100% de relajacion 0, inhibicién de la respuesta contractil ante
la estimulacion quimica o eléctrica, dependiendo del protocolo empleado; mientras
que, el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. produjo un efecto maximo de
alrededor del 60%, independientemente del protocolo empleado(figuras 7, 9 y 11).
Esto sugiere que el efecto relajante del extracto estudiado se debe a que llegamos
al efecto maximo del extracto y no depende de la capacidad de relajacion del
tejido.

Con relacion al mecanismo propuesto del efecto relajante inducido por la
papaverina, se sugiere que éste es mediado, al menos en parte, por la
acumulacion intracelular de AMPc. Sin embargo, estudios realizados con el
musculo liso del intestino delgado de cobayo, han demostrado que el mecanismo
de accion presentado por la papaverina en este tejido, es mediante la inhibicion de

la respiracién mitocondrial(Kaneda y cols, 1998).

Es importante mencionar que el maximo efecto relajante producido por el
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. se obtiene con la concentracion de
600 pg/ml, y no con la de 1,200 pg/ml. Incluso, como se observa en la Figura 7,
parece que la dosis de 1200 pg/ml produce resultados mas dispersos y, aunque
no muestra diferencia significativa con el efecto producido con la dosis de 600
pug/ml, ésta presenta una tendencia a disminuir el efecto relajante del extracto.
Esto puede ser por el hecho de que a concentraciones muy altas, el extracto ya
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produce efectos inespecificos sobre el tejido utilizado; o bien, el efecto final de la

dosis mas

alta se debe a la suma del efecto relajante de probables sustancias contenidas en
el extracto junto con el efecto contractil de otras sustancias presentes en el mismo

extracto; aungque esto no se ha demostrado.

7.2Estudio del mecanismo de accidon responsable del efecto relajante del

extracto etanélico de Rosmarinus officinalis L.

Una vez determinado el efecto relajante del extracto de Rosmarinus Officinalis L.
sobre el ileon aislado de cobayo se realiz6 un estudio para elucidar su posible
mecanismo de accion. Para este ensayo se utilizaron bloqueadores e inhibidores

de algunas de las principales vias involucradas en la relajacion del musculo liso.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, el efecto relajante
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis parece ser independiente de la
liberacion de neurotransmisores desde las terminales nerviosas del sistema
entérico, ya que el hexametonio, un bloqueador ganglionar, no alter6 su efecto
relajante (figura 12). El hexametonio ha sido frecuentemente utilizado para inhibir
la liberacion de neurotransmisores de las neuronas entéricas, entre ellos la ACh,
de las terminales colinérgicas, inhibiendo asi el efecto contractil producido por la
accion de este neurotransmisor sobre los receptores Mzdel musculo liso (Barlow y
cols, 1972; Eglen y cols, 1989). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
el estudio del mecanismo de accion del efecto relajante inducido por el
metileugenol en preparaciones de ileon de cobayo. El metilegenol es un anélogo
del eugenol, un importante constituyente quimico de los aceites esenciales de
muchas plantas aromaticas (Lima y cols, 2000). En ese estudio, la administracion
del hexametonio no alter6 el efecto relajante del metileugenol sugiriendo un efecto
directo de éste sobre el musculo liso del ileon de cobayo.
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Para evaluar el efecto del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. en
presencia de hexametonio, se utilizé una concentracion de hexametonio [0.5 mM],
similar a la utilizada por Schaumann en 1955, para inhibir los movimientos
peristalticos de ileon de cobayo y utlizada en el procedimiento descrito por
Caldas-Magalhaes en 2004 para evaluar el efecto antiespasmadico del aceite

esencial de Croton nepetaefolius.

Por otro lado, en varios estudios se ha demostrado que las prostaglandinas
PGE,, PGD;, y PGl,, estimulan las terminales colinérgicas de las neuronas del
sistema entérico generando la liberacion de acetilcolina y produciendo un aumento
en la tonicidad del ileon de cobayo (Bennett y cols, 1975; Nakahata y cols,1984).
Por lo que, como parte de este estudio, se analizé la posible participacion de las
prostaglandinas sobre el efecto relajante producido por el extracto etanodlico de
Rosmarinus officinalis L.en el tejido pre-contraido con KCl.Para esto se utilizé la
indometacina, un inhibidor no selectivo de la ciclo-oxigenasa que bloquea la

sintesis de prostaglandinas a partir del acido araquidénico.

Por lo tanto, en caso de que el efecto relajante del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. se debiera a un mecanismo de accion relacionado con la
disminucién de la sintesis prostaglandinas, su efecto se veria disminuido por la
administracion previa de indometacina. Esto debido a que se administrd una
concentracion de indometacina [1 pM] la cual asegura la disminucién de la
sintesis prostaglandinas (Fatehi y cols, 2004; Caldas-Magalhaes y cols, 2004) y
por consiguiente, se asegura que la pre-contraccion inducida con KCI [60mM] no
tiene ninguna relacion con la estimulacion de terminales colinérgicas por presencia
de prostaglandinas. Esto significa, que al inhibir previamente a la ciclo-oxigenasa,
la sustancia activa del extracto pierde su posible punto de accion y se esperaria
que su efecto relajante se viera disminuido o nulificado. Sin embargo, en este
estudio, la administracion de indometacina no modificoO el efecto del extracto,
sugiriendo que el efecto antiespasmaodico no se debe a la inhibicion de la
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produccion de prostaglandinas. En contraste con los resultados obtenidos en un
estudio en donde se demostré que la indometacina inhibe significativamente el
efecto relajante de un extracto de Ferula asafoetida (Estiercol del Diablo),
sugiriendo, en este caso, que la inhibicion de la produccion de prostaglandinas

participa en la relajacion producida por este extracto (Fatehi y cols, 2004).

Otro posible mecanismo que puede estar involucrado en el efecto relajante
del extracto etanolico de Rosmarinus officinalis L.es la induccién de la sintesis de
oxido nitrico. El 6xido nitrico (NO) es un importante mensajero intra e inter celular
que se encuentra en todo el organismo y se sintetiza a partir de L-arginina por la
accion de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). Esta enzima presenta 3isoformas
que regulan diferentes funciones fisiolégicas. La NOS que se encuentra
principalmente en muasculo liso, macrofagos e higado es una isoenzima inducible
(Furfine y cols,1993). Uno de los efectos del NO es la activacion de la guanilato
ciclasa, enzima encargada de la sintesis del segundo mensajero guanosin
monofosfato ciclico (GMPc). El aumento de GMPc afecta la actividad de diversas
fosfodiesterasas, canales idnicos y posiblemente otras proteinas. Como resultado
de esto, se inhiben las contracciones inducidas por Ca?* intracelular del musculo
liso (Rang y Dale, 2007). La metil ester L- nitro arginina (L—-NAME) es un
antagonista que compite estereoselectivamente con el sustrato L-arginina,
provocando de esta manera la inhibicion de la NOS, y en consecuencia, la

inhibicion de la sintesis de NO (Das y cols,1999).

De esta manera, si la induccion de la sintesis de oOxido nitrico estuviera
involucrada con el efecto relajante del extracto etanolico de Rosmarinus officinalis
L.se esperaria que el pretratamiento del tejido con L-NAME disminuya el efecto
relajante del extracto; sin embargo, los resultados de este estudio (figura 14)
muestran que el pretratamiento del ileon con L-NAME [100 uM] (concentracion
utilizada en ileon de rata por Gharib-Naseri y cols, 2007y en el procedimiento
descrito por Caldas-Magalhaes para inhibir la NOS en ileon de cobayo), no alteran
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el efecto relajante del extracto sugiriendo que el efecto antiespasmodico no se

debe a la inhibicion de la produccién de 6xido nitrico.

Por Gltimo, se sabe que el incremento intracelular del Ca*?, que es
responsable de la contraccion del musculo liso, puede ser mediado por la apertura
de canales de calcio tipo L voltaje-dependientes. De esta manera, la nifedipina, un
bloqueador de canales de calcio, es capaz de inhibir el efecto contractil inducido
por altas concentraciones de KCI, pero no es capaz de inhibir el efecto contractil
inducido por ACh. Esto se debe a que el incremento intracelular de calcio inducido
por la ACh se produce por la liberaciéon del calcio desde almacenes intracelulares
y no por la activacion de canales de calcio voltaje dependientes.

Con estos antecedentes y utilizando el protocolo de la contraccion inducida
por la ACh sobre el ileon de cobayo se analizd la posibilidad de que el efecto
antiespasmadico del extracto se debiera al bloqueo de canales de calcio voltaje
dependientes 6 a la inhibicion de la liberacién de Ca*?desde almacenes

intracelulares.

Los resultados muestran que el pretratamiento con nifedipina fue capaz de
bloquear parcialmente la disminucion del efecto contractil inducida por el extracto
etanodlico de Rosmarinus officinalis L. en el tejido pre-contraido con ACh. Tomando
en cuenta estos resultados y manejandolos en términos de relajacion, el efecto
maximo de relajacion producido por el extracto es de cerca del 60%, y éste es
disminuido por la nifedipina en un 30%. Estos resultados sugieren que parte del
efecto sobre la inhibicion de la contraccion del muasculo liso inducida por el
extracto, se debe a la inhibicién de la liberacién de Ca*’desde almacenes

intracelulares.

Entre las posibilidades para explicar el otro 50 % del efecto relajante se

encuentra el bloqueo de canales de calcio extra celular. Al tomar en cuenta los
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resultados obtenidos en el protocolo de evaluacion del efecto relajante del extracto
sobre tejido pre-contraido con KCI (Fig. 7),se obtuvo un efecto relajante del
62.97% mientras que en tejido pre-contraido con ACh se obtuvo el 58.18%. Estos
no presentan una diferencia significativa, por lo tanto el efecto del extracto es
constante tanto en tejido pre-contraido con KCI como tejido pre-contraido con
ACh. Al demostrarse la mitad del efecto relajante en presencia de nifedipina y
mostrar un efecto completo en una pre-contraccion inducida por KCI, podria
sugerirse que el efecto del extracto etandlico de R. officinalis L. se debe a un
efecto compuesto a nivel intracelular, inhibiendo el proceso de contraccidn
relacionado con la liberacién de Ca®" intracelular, y mediante el bloqueo de
canales de Ca** extracelular. Esto mismo lleva a suponer la posible existencia de

dos 0 mas principios activos dentro de la composicidon del extracto.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la capacidad del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis L. para relajar el musculo liso del intestino
delgado aislado de cobayo. El extracto fue capaz de relajar en aproximadamente
un 60% el tejido sometido a tres tipos de pre-contraccion las cuales simulan un
espasmo muscular (KClI [60mM], ACh [1x10%° — 1x10° M] y estimulacién
eléctrica). De este hecho, se le atribuye al extracto la propiedad antiespasmédica
0 espasmolitica.

Ademas de la demostracion de un efecto relajante por parte del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis L. sobre el intestino delgado, uno de los
objetivos de esta investigaciones realizar un primer acercamiento al posible
mecanismo de accion que sigue el extracto. Todo esto con el fin de aportar mas y
nueva evidencia que facilite el futuro aislamiento de la o las sustancias activas
presentes en el extracto. El extracto no presentd actividad alguna a nivel de la
disminucién de niveles de prostaglandinas, produccion de NO ni sobre la
liberacion de neurotransmisores desde las terminales nerviosas del sistema
entérico. Sin embargo, los resultados sugieren una actividad importante del

extracto sobre canales de calcio extracelular y liberacion de calcio intracelular.

Dentro de la clasificacion de antiespasmodicos, el extracto, segun los
resultados presentados, muestra posibles efectos anticolinérgicos vy
musculotropicos. Para la definicion apropiada sera necesario realizar un estudio
mas completo para determinar el posible mecanismo de accion del efecto

producido por el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L.

Como perspectivas, este estudio propone fundamentar el uso popular del romero
para tratar colicos y espasmos intestinales. También propone a la planta de
Rosmarinus officinalis L. como posible fuente de principios activos para el disefio
de nuevos farmacos antiespasmodicos, con lo cual, deja como meta, el futuro

aislamiento y  andlisis de uno 0 varios principios activos.
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ANEXO | (Preparacion de soluciones)

ANEXO I

Compuesto o solucion

Disolvente

Solucién Krebs (NaCl [118.0 mM],
NaHCO; [25 mM], KCI [4.7 mM],
MgCl, [1.2 mM], NaH,PO, [1.2 mM],
Dextrosa [11.0 mM], CaCl, [2.5 mM]y
Colina [0.3 mM)])

Agua destilada

Acetilcolina

Agua destilada

KCI

Agua destilada

Extracto etanolico de Rosmarinus
officinalis L.

Soluciéon Krebs

Hexametonio

Agua destilada

L-NAME

Agua destilada

Indometacina

Solucion de Na,CO3[0.1M]

Nifedipina

DMSO al 2%
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ANEXO I

ANEXO Il (Resumen del método)

Preparaciéon del tejido

Cobayos macho de cepa Hartley (400 a600 g), se sacrificaron por
dislocacion cervical.

Se obtiene una porcién de aproximadamente 10 cm de ileon y se
coloca en una solucién Krebs a 37°C con burbujeo de carbégeno.

camaras de 6rgano aislado y conectados a un transductor de presién

Seis segmentos de aprox. 1.2 cm c/u, los cuales fueron montados en
para el registro de su actividad a través de un poligrafo.

[ Las preparaciones se dejaron estabilizar durante 30 minutos. ]

Prueba de viabilidad del tejido con ACh [1x10™ M].

[ Evaluacion del efecto ]

) L Mecanismo de Accion.
antiespasmadico
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Efecto de relajacidon en
tejido pre-contraido con KCI

Incubacion del
tejido con KCI
[60mM].

Administracién de
Administracién del papaverina 30 pM
extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis L.

AN

150 300 600 1200
Hg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

J

Determinar el efecto
relajante

Evaluacion del efecto antiespasmodico

Efecto de relajacion en tejido
estimulado guimicamente

Cur\I/et_ Pre-incubacién
czztéf;?t;é\i/gn del tejido con el
respuesta de ACh extracto
[10%°-10®° M]
150 300 600 Papaverina
Control pg/mL pg/mL pg/mL 30 uM

AV

Se realizaron curvas
acumulativas concentracion
respuesta de ACh
[10° - 10 °M]

Determinar el efecto contractil de
ACh en presencia de los diferentes
tratamientos.

ANEXO I

Efecto de relajacidon en tejido
con estimulacion eléctrica

Se estimulé eléctricamente el tejido
(14 volts, 0.3Hz y 3ms) para obtener
una respuesta maxima.

Incubar por 10 min con el extracto
y papaverina:

Notas: Después de cada tratamiento, el tejido se lava sustituyendo la solucién Krebs en la camara por nueva solucién Krebs y dejando 30 min de
reposo. Las concentraciones mencionadas en este protocolo se refieren a la concentracion final en la camara.
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Mecanismo de Accidn

Pruebas con hexametonio,

ANEXO I

Prueba con nifedipina

indometacinay L-NAME

Pre-contraer los Pre- contraccion
segmentos con del
KCI [60mM]. tejido con una
concentracion final
de
100 uM de ACh.

Incubar tejido con
una concentracion
final de 1 uM de
nifedipina por 5 min.

Se incubb el Se administré |
tejido con: una concentracion
final del extracto Administrar Pre- contraccién del
Nt de [600 pg/mL]. 600 ua/ml tejido con una
Control del e;?a?to concentracion final de
de R. 100 uM de Ach.
f A officinalis L.
Hexametonio Indometacina L-NAME
[0.5 mM] por [1 uM] por 30 [100 pM]
10 min. min. por 30 min. -
\ J Administrar Recuperacion

600 pg/ml del
extracto

de R. officinalis
1

(Ach en

presencia de
nifedipina)

Se administré6 una
concentracion final del
extracto de [600 pg/mL].

Se evalud la presencia o
ausencia de un efecto relajante
por parte del extracto.

Se evalud la presencia o ausencia de un efecto relajante por parte
del extracto.

Notas: Después de cada tratamiento, el tejido se lava sustituyendo la solucion Krebs en la camara por nueva solucién Krebs y dejando 30 min de
reposo. Las concentraciones mencionadas en este protocolo se refieren a la concentracion final en la camara.
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