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Resumen 

El timol es uno de los constituyentes mayoritarios del tomillo (Thymus vulgaris), a este 

monoterpeno se le han demostrado efectos relajantes de la musculatura lisa vascular, 

intestinal, del conducto deferente y de vías aéreas. Si bien es conocido el efecto relajante 

de la tráquea aislada de cobayo para timol, no se conoce la interacción que puede existir 

cuando se administra simultáneamente timol con los fármacos antiasmáticos de amplio uso 

en la clínica como el bromuro de ipratropio y el salbutamol. Por lo que el propósito de este 

estudio fue conocer las interacciones que existen entre timol e ipratropio, un antagonista 

muscarínico y entre timol y salbutamol, un agonista β- adrenérgico sobre el efecto relajante 

de la musculatura lisa de vías aéreas. Para este estudio se utilizó el modelo de tráquea 

aislada de cobayo. El efecto relajante se midió en la tráquea aislada de cobayo 

precontraída con carbacol (1mM). Se construyeron las curvas concentración- respuesta 

para timol y los dos fármacos antiasmáticos y se determinaron las CE50 por regresión no 

lineal utilizando la Ecuación de Hill. La CE50 para timol fue de 141.8 ± 6.42 µg/ mL con 

número de Hill de 2.221; la CE50 para ipratropio fue de 8.05x 10-4 ± 7.17x 10-5 µg/ mL con 

número de Hill de 3.211 y para salbutamol la CE50 fue de 9.60x 10-3 ± 3.03x 10-3 µg/ mL 

con número de Hill de 1.098. Timol provocó un efecto superaditivo del efecto relajante de 

ipratropio en la tráquea aislada de cobayo en las proporciones timol: ipratropio 1:1 (Zexp= 

32.740 ± 3.315 μg/ mL vs Zad= 62.330 ± 0.039 μg/ mL) y 3:1 (Zexp= 65.830 ± 1.350 μg/ mL 

vs Zad= 99.260 ± 0.029 μg/ mL), en tanto que para la proporción 1:3 se presentó una 

relación aditiva (Zexp= 25.980 ± 1.434 μg/ mL vs Zad= 30.771 ± 0.049 μg/ mL). Para el caso 

de la combinación timol: salbutamol, se presentó un efecto superaditivo en la proporción 

fija 3:1 (Zexp= 56.000 ± 5.367 μg/ mL vs Zad= 80.002 ± 0.101 μg/ mL) y una relación aditiva 

para las proporciones 1:1 (Zexp= 53.100 ± 5.376 μg/ mL vs Zad= 53.684 ± 0.183μg/ mL) y 

1:3 (Zexp= 43.61± 2.696 μg/ mL vs Zad= 42.549± 0.250 μg/ mL). Debido a que las curvas 

concentración respuesta de los fármacos de prueba no fueron paralelas, el análisis 

isobolográfico se realizó construyendo isobologramas curvilíneos cóncavos y convexos, de 

acuerdo a los valores distintos de los números de Hill de cada uno de los fármacos 

utilizados para la combinación. La relación aditiva establecida entre timol y salbutamol se 

puede relacionar con el mecanismo de acción común sobre los receptores β- adrenérgicos 

y el efecto superaditivo entre timol e ipratropio se puede explicar por la actividad conjunta 
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del efecto β- adrenérgico de timol y el efecto antagonista colinérgico provocado por el 

bromuro de ipratropio. Estos resultados resaltan la importancia de la combinación de un 

compuesto de origen natural de baja potencia que potencía la actividad relajante en la 

tráquea aislada de cobayo de dos fármacos de uso clínico.  
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I. INTRODUCCIÓN. 

La mayoría de los pacientes diagnosticados con asma son tratados eficazmente con los 

fármacos actuales, sin embargo existen pacientes que toleran muy bien el tratamiento y 

otros que presentan efectos adversos considerables. El salbutamol (Figura1a), la 

aminofilina (Figura 1b), el ipratropio (Figura 1c) y los glucocorticosteroides son algunos de 

los fármacos que ayudan a disminuir los síntomas del asma bronquial y de la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica.  

Se ha reportado que diferentes grupos étnicos han utilizado desde hace mucho tiempo las 

plantas medicinales como alternativa de tratamiento para curar afecciones de vías 

respiratorias; el tomillo (Thymus vulgaris) es una de las plantas usadas para este fin, es por 

ello que los científicos se han dado a la tarea de investigar los componentes responsables 

de la actividad terapéutica de esta planta, llegándose a atribuir al timol (Figura 1d) tal 

propiedad. 

En el presente trabajo se realizó el análisis isobolográfico de las interacciones entre timol y 

salbutamol y entre timol y bromuro de ipratropio en las proporciones fijas 1:1, 1:3 y 3:1 

correspondientes a las concentraciones efectivas 50 (CE50).  
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Figura 1. Estructuras del timol y de algunos fármacos utilizados para el tratamiento del asma.

Figura 1a. Estructura de salbutamol Figura 1b. Estructura de aminofilina 

Figura 1c. Estructura de bromuro de 
ipratropio 

Figura 1d. Estructura de timol 
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FUNDAMENTO TEÓRICO 

a. Broncoconstricción y broncorrelajación 

La contracción del músculo liso puede darse por una despolarización o por una 

estimulación con agonistas contráctiles que están íntimamente relacionados con un 

incremento de calcio intracelular (iCa2+). El calcio forma un complejo con la calmodulina 

que activa a la enzima cinasa de las cadenas ligeras de miosina, la cual a su vez fosforila a 

la miosina. Esta fosforilación activa a la miosina ATPasa, la cual genera los 

entrecruzamientos entre actina y miosina desencadenando la contracción del músculo. El 

músculo liso también puede ser contraído por agentes que estimulen directamente a 

receptores acoplados a proteínas G, o por la liberación y/ o síntesis de mediadores como 

acetilcolina, histamina, leucotrienos, prostaglandinas, alérgenos, entre otros (Barnes, 

1998). 

La broncodilatación o broncorelajación es producida por varias sustancias endógenas que 

actúan ya sea activando receptores  o liberando broncodilatadores endógenos (Barnes, 

1998). El proceso de relajación tiende a reducir los niveles de calcio libre intracelular y/ o 

afectan la sensibilidad al calcio de las proteínas contráctiles. Existen cuatro mecanismos 

celulares principales mediante los cuales actúan los relajantes del músculo liso de vías 

respiratorias: a) incremento de adenosín monofosfato cíclico (AMPc), b) aumento de 

guanosín monofosfato cíclico (GMPc),c) inhibición de la degradación de nucleótidos cíclicos 

y d) modulando la actividad de los canales iónicos de membrana. Los principales agentes 

relajantes del músculo liso de vías aéreas son la adrenalina, péptido intestinal vasoactivo, 

prostaglandina E2, prostaciclina, péptido natriurético auricular (ANP) y el óxido nítrico (NO) 

(Barnes, 1998). 

b. Afecciones del músculo liso de vías aéreas 

La broncoconstricción ocasionada por las sustancias endógenas y exógenas son 

causantes de afecciones respiratorias tales como asma bronquial, bronquitis crónica, 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), fibrosis quística y enfisema 

(Amrani & Panietteri, 2003; Panietteri et al, 2008). 

El asma bronquial y la enfermedad pulmonar obstructiva crónica son problemas de salud 

de importancia nacional y mundial, afectan a un alto índice de la población, el asma afecta 
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principalmente a niños; la estimación nacional es del 12 - 13% en población infantil con 

mayor predominio masculino (Baeza & Albertos, 1997). En tanto que en adultos, la 

estimación se haya con mayor predominio de la enfermedad en el género femenino (0.6%) 

que en el masculino (0.4%) (Moorman et al., 2011), aunque se desconoce con precisión 

cuál es la causa por la que se presenta, se ha reportado que tiene cierta predisposición 

genética a agentes inflamatorios y cuya interacción con diferentes factores ambientales 

hace que la enfermedad se exprese de diferentes formas clínicas (Soto- Quirós, 2008). Por 

otra parte, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica afecta de manera importante a 

adultos al ser su principal causa el tabaquismo (Mannino, 2002), aunque otros factores de 

riesgo también pueden ser las partículas asociadas a la cocina en espacios reducidos, la 

contaminación ambiental producida por dióxido de azufre (SO2) y por sustancias químicas 

(como el cadmio) y el tabaquismo pasivo (Barnes, 2000). La EPOC ocupa la cuarta causa 

de muerte en Estados Unidos (Mannino, 2002), es una de las principales causas de 

mortalidad y morbilidad a nivel mundial además de causar una gran repercusión 

económica (Montemayor, 1997). La enfermedad pulmonar obstructiva crónica se 

caracteriza por el desarrollo progresivo de la limitación de flujo aéreo que no es totalmente 

reversible. El término EPOC engloba la bronquitis crónica obstructiva, con obstrucción de 

las vías aéreas pequeñas, enfisema con la ampliación de los espacios de aire y la 

destrucción del parénquima pulmonar, la pérdida de la elasticidad pulmonar y el cierre de 

las vías pequeñas, es decir, la mayoría de los pacientes que padecen EPOC presentan 

tres condiciones patológicas; bronquitis obstructiva crónica, enfisema y taponamiento 

mucoso, variando el grado clínico para cada paciente (Barnes, 2000). El asma bronquial 

esta definido en términos fisiológicos como la contracción reversible del músculo liso que 

obstruye las vías respiratorias dando como resultado síntomas como silbidos, tos y 

dificultad para respirar, estos síntomas se pueden tratar con fármacos broncodilatadores 

inhalados (Mannino, 2002), los tratamientos para el asma se  muestra en el Cuadro 1 y 

para la enfermedad pulmonar obstructiva crónica en el Cuadro 2. 
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Cuadro 1. Fármacos usados en el tratamiento del asma 

 

Tipo de 
fármacos 

Descripción Ejemplo de fármacos 

Ag
on

is
ta

s 
β 

ad
re

né
rg

ic
os

 

Activan receptores β2- adrenérgicos 

de vías respiratorias. La 

estimulación de estos receptores 

favorece la relajación aumentando 

la producción de AMPc y proteína 

cinasa A (PKA); reduciendo la 

concentración de iCa2+y activando 

canales de potasio (K+) y la 

inhibición de la hidrólisis de 

polifosfoinositoles membranales 

(Mendoza, 2008). 

Agentes de corta duración: el 

salbutamol, la terbutalina y el fenoterol. 

 

Agentes de larga duración: el salmeterol 

y el formoterol (Rang et al., 2007). 

Ag
en

te
s 

an
tic

ol
in

ér
gi

co
s Las vías aéreas tienen inervación 

parasimpática, su neurotransmisor, 

acetilcolina (ACh), actúa sobre los 

receptores muscarínicos M2 y M3. 

Su activación aumenta la 

producción de inositol trifosfato (IP3) 

y libera iCa2+ (Mendoza, 2008). 

Los compuestos usados como 

broncodilatadores son el ipratropio y el 

tiotropio (Rang et al., 2007). 

M
et

ilx
an

tin
as

 Inhiben fosfodiesterasas (PDEIII y 

PDEIV), incrementando el AMPc y/o 

GMPc, provocando relajación del 

músculo liso de vías aéreas, 

(Mendoza, 2008). 

Teofilina, teobromina y cafeína (Rang 

et al., 2007). 

G
lu

co
co

rti
C

os
te

ro

id
es

 

Atraviesan la membrana celular, 

inactivan al receptor de 

glucocorticosteroides α (GRα) y 

penetran al núcleo, su asociación 

con ácido desoxirribonucléico 

La beclometasona, bunedisona, 

fluticasona y triamcinolona (Rang et al., 

2007). 
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(DNA) activa o reprime la 

transcripción de ciertos genes, 

también disminuyen la cantidad de 

células inflamatorias (Mendoza, 

2008). 

Ag
en

te
s 

an
ti-

 le
uc

ot
rie

no
s 

Existen dos tipos de receptores 

para los cisteinil leucotrienos 

(CysLT), el CysLT1 y el CysLT2, el 

primero al ser estimulado contrae el 

músculo liso traqueal provocando 

aumento en la secreción de moco, 

en producción de IP3 y liberación de 

iCa2+. Los antileucotrienos inhiben a 

CysLT1, por lo que produce 

relajación (Mendoza, 2008). 

Los fármacos de este tipo usados en la 

clínica para el tratamiento del asma son 

antagonistas de CysLT1: montelukast y 

zafirlukast (Rang et al., 2007). 

 

Cuadro 2. Tratamiento sintomático de la EPOC. (Montemayor, 1997) 

 

 

 

 

 

 

 

TNS: Terapia Sustitutiva de Nicotina 

 

La mayoría de los pacientes diagnosticados con asma son tratados eficazmente con los 

fármacos actuales y sufren de pocos efectos secundarios, sin embargo existen pacientes 

tolerantes al tratamiento o que presentan efectos adversos a éste, por ejemplo, para 

algunos fármacos β2- adrenérgicos como el salbutamol la relación riesgo/ beneficio es alta, 

Tipo de fármaco/ 
acción 

Fármacos Mejora 

Abandonar hábito 

tabáquico  

TNS Reducción de tos y de 

producción de esputo 

Agonistas β2-

 adrenérgicos 

Salbutamol, terbutalina, 

fenoterol, procaterol 

Tratamiento sintomático 

Anticolinérgicos Bromuro de ipratropio Tratamiento sintomático 
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los efectos adversos son muchos y en ocasiones superan los efectos terapéuticos 

(Cireset al., 2010), por lo que se limita el uso de este fármaco a pacientes asmáticos. La 

aminofilina es una xantina utilizada para disminuir los síntomas del asma bronquial pero 

provoca muchas reacciones adversas asociadas al medicamento (RAM) como son 

problemas del sistema digestivo, trastornos del sistema nervioso y circulatorio, además 

incrementa la toxicidad al administrarlo conjuntamente con agonistas β- adrenérgicos 

(Bermúdez et al., 1999; Siegel et al., 1985).  

En algunos estudios se ha mostrado la utilidad del bromuro de ipratropio asociado con β2- 

agonistas de acción corta en crisis moderadas a graves, sin embargo el ipratropio provoca 

RAM que suelen incomodar al paciente, entre los que se encuentran la disminución de la 

motilidad intestinal, visión borrosa, sedación y confusión mental, entre otras (Landi, et al., 

2007). Los glucocorticosteroides han mostrado su beneficio cuando se usan precozmente 

por vía oral y en esporádicas ocasiones por inhalación en crisis agudas (Busquets, 2006) 

sin embargo, los pacientes a los que se les han administrado padecen de efectos 

secundarios locales como candidiasis orofaríngea, disfonía por miopatía de las cuerdas 

vocales e irritación faríngea en el momento de la inhalación, de aquí la necesidad de 

investigar otros fármacos o compuestos útiles para el asma. 

i. Timol 

Los antiguos griegos conocían el poder expectorante del aceite esencial de tomillo 

(Thymus vulgaris), Dioscórides lo usaba para tratar el asma y descongestionar la garganta 

(Heilmeyer, 2007), los pueblos indígenas latinoamericanos lo han utilizado para curar el 

dolor estomacal, tratar úlceras, como terapia para la tos y como condimento (Rodríguez -

 Echeverry, 2010). El tomillo se administra por “compresas calientes”, las cuales permiten 

la absorción de los componentes de las plantas en el organismo, siendo un buen modo de 

administrar plantas que son demasiado “fuertes” para ingerirlas (McLain, 1997). El aceite 

de tomillo ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento del asma por sus propiedades 

antibacterianas, antiinflamatorias y antiespasmódicas (Wrigth, 2002). 

En la composición del tomillo destacan los flavonoides y el aceite esencial (1- 2.5%) 

(López, 2006), este ultimo se obtiene por arrastre en corriente de vapor de agua de las 

sumidades floridas. Su composición varía conforme a la especie y época de recolección. 
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Contiene los isómeros timol (Figura 1d) (30 - 70%) y carvacrol (3 - 15%), una pequeña 

proporción de los fenoles está presente como glucósidos o galactósidos, además otros 

monoterpenos; entre ellos p - cimeno, β - pineno, linalol, borneol, geraniol y sus ésteres, 

sesquiterpenos (Encarna et al., 2007), además de diversos flavonoides como apigenina, 

luteolina, luteolina-7-glucósido y 7-diglucósidoluteolina, cirsilineol, 8-metoxicirsilineol y 

timonina (Von den Broucke, 1982). También existen otros componentes del extracto de 

tomillo no identificados que al parecer contribuyen en el efecto relajante en íleon de rata 

(Begrow et al., 2010). La actividad expectorante y broncoespasmolítica, produce una 

mayor eficiencia en el transporte de la secreción de moco bronquial por parte de los 

movimientos ciliares en los bronquios, este efecto deriva de una actividad directa sobre la 

mucosa bronquial, dado que el aceite es eliminado también a través de los pulmones 

(Encarna et al., 2007). El timol actúa sobre receptores α1, α2 y β del músculo liso del tracto 

digestivo y de la vena porta de cobayos (Beer et al., 2007). El efecto relajante de timol en 

músculo liso es reversible, este efecto se ha relacionado también con la inhibición de 

canales de sodio en tráquea (Haeseler et al., 2002) y la activación de canales de hTRPA1 

(human transient receptor potential channel A1) (Lee et al., 2008). Es también conocido 

que el timol afecta a los músculos esqueléticos, lisos y cardíacos en su actividad contráctil 

por medio del retículo sarcoplásmico actuando igualmente en canales membranales 

(Tamura & Iwamoto, 2004). El timol relaja los anillos de tráquea aislada de cobayo 

precontraídos con carbacol de manera dosis dependiente (Astudillo et al., 2004). También 

relaja los anillos de tráquea de rata contraídos con acetilcolina, K+ y Ba++. El conducto 

deferente de rata es relajado por el timol de manera competitiva a concentraciones bajas, 

mientras que a concentraciones altas se observa un comportamiento no competitivo 

(Begrow et al., 2010). 

El timol y sustancias derivadas de éste producen el incremento de las propiedades del 

sistema nervioso simpático, inclusive la fenoxibenzamina con derivados del timol genera 

estos cambios inclusive administrados por vía oral, sin embargo muchos de los derivados 

del timol son altamente tóxicos (Credner & Graebner, 1967). 

Otros autores aseguran que el timol no es el compuesto responsable del efecto relajante 

de Thymus vulgaris ya que comprobaron el efecto relajante de éste en el sistema endotelial 

de rata en aceites con bajas concentraciones de timol (Engelbertz et al., 2008).  
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ii. Salbutamol 

El uso regular de broncodilatadores agonistas β2- adrenérgicos de corta duración ha sido 

motivo de controversia, porque inducen tolerancia, empeoran el asma y aumentan el riesgo 

de las exacerbaciones asmáticas (Orriols & Vallano, 2007). En la actualidad, los agonistas 

β2- adrenérgicos de acción prolongada en combinación con un corticosteroide tienen un 

lugar importante, es considerado el tratamiento más eficaz ya que ejercen acciones 

complementarias (Barnes, 2006). Sin embargo, el tratamiento con agonistas β2- 

adrenérgicos de acción prolongada es una cuestión controvertida también ya que su uso 

se ha asociado a un aumento del riesgo de exacerbaciones graves y muerte en los 

pacientes asmáticos tratados (Orriols & Vallano, 2007). Por esta razón que para el 

tratamiento de los pacientes con asma sigue prefiriéndose el salbutamol sobre los 

fármacos β2- adrenérgicos de acción prolongada, además de que es un broncodilatador 

rápido y efectivo (Soto- Quirós, 2008). 

El salbutamol ayuda a disminuir considerablemente el broncoespasmo causado por 

broncoconstrictores naturales y la disnea. El perfil farmacológico del salbutamol es 

diferente del de otros fármacos β- adrenérgicos (Britton et al., 1992).  

Los fármacos β- adrenérgicos de corta duración son administrados con ayuda de un 

nebulizador, destacando de manera importante el salbutamol, sin embargo, éste fármaco 

tiene muchos efectos adversos debido a los receptores β1 que se encuentran en el 

músculo cardíaco ya que no es específico para alguno de los dos subtipos de β- receptores 

(Israel et al., 2000), por esta razón es primordial la búsqueda e investigación de nuevos 

fármacos que ayuden a disminuir los efectos adversos de los fármacos β2- adrenérgicos. 

iii. Bromuro de ipratropio 

En el asma como en otros padecimientos del sistema respiratorio existe una 

hiperreactividad de los bronquios a estímulos diversos como inhalación de partículas, 

gases, aerosoles, aire frío, que puede deberse a un estado de hiperexcitabilidad a 

cualquier nivel del arco reflejo vagal (Abad et al., 2003). 
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Los fármacos anticolinérgicos son especialmente útiles en el tratamiento de la EPOC ya 

que el tono colinérgico vagal parece ser el único componente reversible del estrechamiento 

de la vía aérea en esta enfermedad (Abad et al., 2003). 

Las fibras eferentes vagales preganglionares entran en el pulmón a través de los hilios, 

viajan a lo largo de las vías aéreas y terminan en los ganglios parasimpáticos de las 

paredes de los bronquios, principalmente en los bronquios grandes y medianos (Abad et 

al., 2003). 

Los receptores M3 del músculo liso de las vías aéreas y de las glándulas median la 

broncoconstricción y la secreción de moco. Los fármacos anticolinérgicos bloquean de 

forma competitiva el efecto de la acetilcolina sobre los receptores de la musculatura lisa del 

árbol bronquial. 

El bromuro de ipratropio es un antagonista muscarínico no selectivo que bloquea los 

receptores M1, M2 y M3 (Abad et al., 2003), es un derivado de amonio cuaternario de tipo 

tropano. La literatura reporta que es posible que el bloqueo que produce de los receptores 

M2 en los nervios colinérgicos incremente la liberación de acetilcolina (Ach) y reduzca la 

eficacia de su antagonismo en los receptores M3 del músculo liso (Abad et al., 2003; 

Barnes, 2006). 

a. Modelo farmacológico de tráquea aislada de cobayo 

La contracción del músculo liso bronquial es inducida por agonistas colinérgicos como 

carbacol. El efecto del carbacol puede ser antagonizado por agonistas β adrenérgicos, por 

tanto; un compuesto con actividad simpatolítiica que inhibe la acción espasmódica puede 

ser evaluado en modelo in vitro. Los modelos in vitro mayormente utilizados para evaluar 

esta actividad son los pulmones y la tráquea aislada de cobayo (Vogel, 2002). Se prefirió el 

modelo aislado de tráquea de cobayo ya que la extirpación de la tráquea es más sencilla 

que la del árbol bronquial y los pulmones, además de ser igualmente adecuado para 

probar fármacos broncodilatadores por el cercano parecido fisiológico y anatómico a la 

musculatura bronquial, ya que ambos exhiben respuesta (sin mostrar diferencia 

estadísticamente significativa) a fármacos espasmódicos en músculo liso (Castillo & Beer, 

1947). 
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El modelo de tráquea aislada de cobayo es útil en la detección de bloqueadores de 

receptores H1, del efecto relajante de β- simpaticomiméticos, para conocer la capacidad de 

anticolinérgicos, antiserotonérgicos, al igual que para estudiar los efectos producidos por 

fármacos en los canales de potasio y calcio (Vogel, 2002). Se utilizan anillos cartilaginosos 

que contienen músculo liso que está involucrado en la regulación del tono broncomotor en 

el que se mide la respuesta relajante y contráctil (Amrani & Panietteri, 2003). El sistema 

nervioso autónomo regula la relajación y contracción del músculo liso de vías aéreas, así 

como también por hormonas y otros agentes autócrinos y parácrinos (Webb, 2003). 

b. Interacciones farmacológicas 

La administración de fármacos de forma simultánea es una situación frecuente en la 

terapéutica dado que las enfermedades a menudo involucran politerapia o porque los 

pacientes sufren diversas afecciones que deben tratarse con varios medicamentos. Las 

interacciones que pueden producirse son incontables, se han descrito centenares de ellas 

(Baños & Farré, 2002). 

Con el término interacciones farmacológicas definimos clásicamente aquellas situaciones 

en que los efectos de un fármaco están influenciados por la administración conjunta de 

otro, en un sentido más amplio, son cualquier modificación del efecto de un fármaco por la 

administración conjunta de cualquier sustancia química, ya sea alimento, plantas 

medicinales, fármaco o sustancia de abuso (Baños & Farré, 2002). 

Se considera fármaco precipitante a aquel que genera el cambio de efecto de otro, llamado 

por este motivo fármaco objeto. Tradicionalmente, las interacciones farmacológicas se 

clasifican en farmacéuticas, farmacocinéticas y farmacodinámicas, estas interacciones se 

describen en la el Cuadro 3 (Baños & Farré, 2002). 

c. Análisis isobolográfico 

i. Isobolograma 

Dos o más fármacos que producen efectos similares o iguales, a menudo se administran 

conjuntamente para reducir las dosis individuales y/ o para reducir los efectos adversos de 

cada uno. Las combinaciones de fármacos también se emplean en experimentos para 

descubrir y explorar su mecanismo de acción (Tallarida et al., 1997a). 
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Cuando dos sustancias con efecto similar se administran juntas, el efecto combinado 

puede ser una simple adición de los efectos individuales e independientes, a lo cual se le 

nombra aditividad. En contraste, el efecto de la combinación puede ser exagerado o 

incluso atenuado. El efecto exagerado es nombrado superaditividad o sinergismo, en tanto 

que el efecto atenuado se nombra subaditividad (Tallarida, 2000). 

 

Tipo  Descripción 

Farmacéutica Este tipo de interacciones resultan de las interacciones fisicoquímicas 

entre los fármacos involucrados o entre fármacos y excipientes, éstas 

suelen ocurrir fuera del organismo. Las interacciones de tipo 

farmacéutico denominan incompatibilidades.  

Farmacocinética Las interacciones farmacocinéticas ocurren cuando los procesos de 

absorción, distribución, biotransformación o eliminación de un fármaco 

son alterados por otro administrado de forma concurrente. La 

consecuencia es el aumento o la disminución de los niveles 

plasmáticos o tisulares del fármaco objeto. 

Farmacodinámica Existen dos tipos de interacciones farmacodinámicas, directas e 

indirectas. Las interacciones farmacodinámicas directas aparecen 

entre fármacos que actúan en los mismos lugares de acción, en 

cambio, cuando los fármacos interaccionan por diferentes mecanismos 

de acción, afectando el mismo efecto se dice que se presentan  

interacciones farmacodinámicas indirectas. 

El resultado de este tipo de interacciones puede ser sinérgico 

(potenciación del efecto el fármaco objeto), aditivo (adición de los 

efectos individuales de cada fármaco), atenuación del efecto e 

inclusive antagonismo.  

Cuadro 3. Tipos de interacciones farmacológicas (Baños & Farré, 2002) 
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El estudio de interacción entre sustancias activas se puede realizar utilizando el análisis 

isobolográfico, el cual permite realizar una evaluación rigurosa de la interacción entre dos 

sustancias activas. El isobolograma proporciona una representación visual de las dosis 

teóricas aditivas y de los pares experimentales, además es adecuado para mostrar los 

resultados (Tallarida et al., 1997 a; Tallarida, 2000). 

Un isobolograma (Figura 2) es una gráfica en coordenadas rectangulares de las dosis o 

concentraciones (a, b), de las sustancias respectivas que producen un nivel de efecto 

específico (por ejemplo DE50, DE70, DE30, etc.) cuando se aplican en forma conjunta. En el 

isobolograma se muestra la línea de aditividad, la cual representa todas las posibles 

combinaciones equivalentes para producir el efecto deseado (Tallarida et al., 1997a; 

Tallarida, 2000). La línea de aditividad está definida por los puntos (Z1
*,0) y (0, Z2

*), donde 

Z1
* corresponde a la concentración del compuesto menos activo y Z2

*a la del compuesto 

más activo, hablando de los efectos que individualmente producen. En este método el valor 

de Z1
* y Z2

*, se calculan de la región de la curva dosis- respuesta en donde existe una 

relación lineal, aunque también puede existir una relación no lineal y entonces se puede 

utilizar el análisis no lineal de Z* (Tallarida, 2000). Se calcula Z* para cada fármaco de la 

regresión lineal del efecto en función del logaritmo de la dosis, de donde se obtienen el log Z* 

y el error estándar del estimado EE (log Z*) para cada fármaco, que posteriormente se 

utilizará para realizar el análisis estadístico (Tallarida et al., 1997 b). 

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 combinación de la dosis a del fármaco A y la 

dosis b del fármaco B cumplen con la relación a/ A + b/ B = 1 se dice que los fármacos A y 

B presentan una relación aditiva. La relación a/ A + b/ B < 1 indica la relación superaditiva 

entre los fármacos A y B, en tanto que la relación a/ A + b/ B > 1, indica la relación 

subaditiva entre los fármacos A y B (Tallarida, 2000). 

La Z* del fármaco A se denotará como A y la Z* del fármaco B, se denotará B. Las 

cantidades en la combinación aditiva son fracciones de la dosis de cada compuesto tal que 

la suma de las fracciones sea igual a la unidad; así entonces a = fA del fármaco A y b = (1 -

 f) B del fármaco B. Es decir, para que sea una combinación aditivita se debe cumplir con 

la relación a/ A + b/ B = 1. Cuando estas cantidades son expresadas en unidades de masa 
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comunes (mg o µg) o dosis (mg/kg) la cantidad total en la mezcla es la suma denominada 

Zad: 

Zad = fA+ (1- f) B 

Esta relación representa la cantidad teórica de la combinación que dará una interacción 

aditiva. Las proporciones de cada fármaco en la mezcla estará dado por: ρA = fA/ Zad y 

ρB = (1-f) B/ Zad respectivamente (Tallarida, 2000). 

 

Figura 2. Isobolograma en donde la línea continua es la línea de aditividad; Z1
*y Z2 

* son las dosis 
equiefectivas individuales. Los puntos A y B representan las concentraciones teóricas aditivas (Zad). 
P y R son puntos que representan las cantidades experimentales (Zexp) con un efecto superaditivo, 
en tanto que Q y S son puntos que representan las cantidades experimentales (Zexp) con un efecto 
subaditivo.  

 

La combinación que resulte con estas proporciones se administra experimentalmente al 

sistema biológico, en diferentes dosis o concentraciones conservando la misma proporción 

(ρ). Se determina la dosis o concentración que proporciona el mismo nivel de efecto que los 

fármacos individuales (por ejemplo DE50, DE70, DE30, etc.) y a este valor se le denomina Zexp 
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(cantidad experimental que provoca el mismo nivel del efecto). Se calcula también el intervalo 

de confianza al 95%, que posteriormente se transforma en el error estándar de la media 

(EEM). 

Se realiza el análisis estadístico a la diferencia M = log Zad - log Zexp. Si la diferencia es 

significativa indicará una relación no aditiva entre los dos fármacos, estableciendo una 

relación de superaditividad o sinergista si Zexp< Zad (M> 0) y una relación de subaditividad si 

Zexp> Zad (M< 0). Se aplica un análisis estadístico basado en la prueba t de Student con 

algunas modificaciones para aplicarse al análisis isobolográfico (Tallarida et al., 1997 a; 

Tallarida, 2000). 

La prueba de significancia de la diferencia M = log Zad - log Zexp, brevemente consiste en 

determinar el valor de t’ dado por: 

t’ = M/ [EE (Zad*)2 + EE (Zexp*) 2]1/2 

En la ecuación anterior Zad se refieren a los valores teóricos aditivos y Zexp a los valores 

experimentales. Los errores estándar estimados se calculan con la relación: 

EE (Z*) = 2.3 x Z* x EE (log Z*) 

Con lo que se calculan las varianzas respectivas:             

V (Z*) = [EE (Z*)]2. 

La varianza de Zad* está dada por V (Zad*)= f2V (Z1
*) + (1 - f)2 V (Z2

*), de esta relación se 

obtiene el error estándar de Zad: 

EE (Zad
*) = [V (Zad

*)]1/2 

Conociendo el valor de Zad y Zexp con sus respectivos errores estándar, se calcula el valor 

de t’ y se compara con el valor de T dado por:  

T = [tad (EE (Zad
*)2 + texp (EE Zexp

*)2]/ [EE (Zad
*)2 + EE (Zexp

*)2] 

El valor de tad es el valor en la tabla de distribución t con (n1 + n2) -2 grados de libertad, en 

donde n1 y n2 son el número de dosis del fármaco 1 y fármaco 2 respectivamente que se 

utilizaron en el cálculo y texp es el valor en la tabla de distribución t para nexp -2 grados de 

libertad, en donde nexp es el número de dosis de la combinación. Si el valor absoluto de t’ 

es mayor al valor de T (|t| > T) la diferencia es significativa (Tallarida, 2000).  
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El timol es un producto natural obtenido del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) al 

cual se le ha demostrado efecto relajante del músculo liso intestinal, vascular y traqueal 

(Beer et al., 2007; Lee et al., 2008; Astudillo et al., 2010; Tamura & Iwamoto, 2004; Begrow 

et al., 2010). Sin embargo, no se conoce el efecto que puede tener la combinación de este 

monoterpeno con fármacos utilizados en clínica para el tratamiento de enfermedades 

obstructivas de las vías respiratorias. Dado que la terapia farmacológica de las 

enfermedades que obstruyen las vías respiratorias es combinada y que poco se conoce de 

las interacciones entre productos naturales y fármacos, se consideró importante investigar 

la interacción farmacodinámica entre timol y los fármacos salbutamol e ipratropio, fármacos 

de amplio uso en la clínica que por mecanismos de acción diferentes provocan la relajación 

del músculo liso de vías aéreas (Orriols & Vallano, 2007; Barnes, 2006; Soto - Quirós, 

2008; Britton et al., 1992; Israel et al., 2000; Abad et al., 2003). Con ello se pretende 

contribuir al conocimiento del potencial de interacción entre un producto natural y fármacos 

de uso clínico con la posibilidad de obtener nuevas combinaciones que puedan en un 

futuro ser utilizadas para tratar las enfermedades obstructivas de las vías respiratorias.  
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III. HIPÓTESIS 

Mediante el análisis isobolográfico se espera encontrar un efecto superativo de timol sobre 

el efecto relajante de salbutamol e ipratropio en el modelo de tráquea aislada de cobayo. 

 

IV. OBJETIVOS 

 

a. Objetivo general 

Determinar la interacción farmacodinámica entre timol y los fármacos broncodilatadores 

salbutamol e ipratropio en el modelo de tráquea aislada de cobayo a través del análisis 

isobolográfico. 

 

 

b. Objetivos particulares 

b.1. Determinar la concentración efectiva 50 relajante de timol, ipratropio y salbutamol en el 

modelo de tráquea aislada de cobayo. 

b.2. Realizar el análisis isobolográfico de la interacción entre timol y salbutamol y entre 

timol e ipratropio para relajar el músculo liso de la tráquea aislada de cobayo en las 

proporciones fijas 1:1, 1:3 y 3:1 de las concentraciones efectivas 50. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

a. Fármacos 

El timol y el bromuro de ipratropio usados en el desarrollo experimental de este proyecto 

fueron comprados a Sigma Aldrich ® (St. Louis MO 63103 USA.) y el salbutamol de grado 

farmacéutico fue donado por la compañía HELM de México S. A. (México). 

b. Preparación de la suspensión de timol 

En frascos viales de 2 mL se pesó la cantidad necesaria para obtener la concentración 

deseada, se adicionó 1 gota de tween 80 y se aforó con agua; posteriormente fueron 

tapados y agitados por ultrasonido durante 4 horas a temperatura ambiente; una vez que el 

timol se dispersó homogéneamente en toda la suspensión se realizaron las diluciones 

correspondientes para alcanzar la concentración deseada. 

c. Preparación de la solución de bromuro de ipratropio y de salbutamol 

Se pesaron las cantidades necesarias en viales para obtener las concentraciones 

deseadas de cada fármaco, se aforó con agua y se realizaron las diluciones pertinentes 

para obtener las concentraciones que se usaron para la realización de la curva dosis-

 respuesta. 

d. Animales 

Para realizar los experimentos se utilizaron cobayos macho con peso corporal de 300 – 

400g. Se manipularon siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM -062 -ZOO -1999. Los 

animales se mantuvieron a temperatura ambiente (en un rango aproximado de 21ºC -

 24ºC) con libre acceso a alimento y agua. 

e. Disección de tráquea y montaje de preparación 

Los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis por inyección intraperitoneal de 

pentobarbital sódico (75 mg kg-1), posteriormente se realizó la traqueotomía, limpiando la 

tráquea del exceso de tejido conectivo y grasa; la tráquea limpia se transfirió a una caja 

Petri que contenía disolución Krebs - Henseleit (KHS). La tráquea fue dividida en ocho 

anillos pequeños de aproximadamente 2 mm de largo conteniendo de 2- 3 segmentos 

cartilaginosos. El montaje se realizó siguiendo la técnica descrita por Rodríguez- Ramos 
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et al., (2011); cada anillo traqueal fue colocado en un baño de 10 mL conteniendo KHS de 

composición (mM): NaCl 118, KCl 4.7, NaH2PO4 1.2, MgSO4 · 7 H2O1.2, CaCl2· 2H2O 2.5, 

NaHCO3 25, glucosa 11.1. Esta disolución se mantuvo a 37°C,burbujeada con gas 

carbógeno (5% CO2- 95% O2). La tensión isométrica fue registrada a través de un Polígrafo 

de ocho canales Bio Pack System MP 100, el órgano se sometió a una tensión isométrica 

inicial de 1.5 g y se le permitió estabilizar por 60 minutos. La preparación se lavó con KHS 

a intervalos de 15 minutos antes de comenzar los experimentos. Después del periodo de 

estabilización los anillos traqueales fueron contraídos con una disolución de acetilcolina 

(Ach)  (3 x 10-1 mM) dos veces a intervalos de 30 minutos seguida de lavados con KHS, 

para así después contraer la preparación con la disolución de carbacol (Cch) (1 mM). 

f. Evaluación del efecto relajante de timol, salbutamol e ipratropio 

Después de contraer los anillos traqueales con Cch (1 mM) y alcanzar la meseta se 

aplicaron concentraciones acumulativas (31.62, 56.23, 100.00, 177.83 y 316.2 μg/ mL) de 

timol, para producir los efectos relajantes a la tráquea, esperando que el tejido alcanzara 

un estado estacionario en cada concentración. El mismo procedimiento se realizó para 

construir la curva concentración - respuesta de salbutamol (2.39x 10-4, 2.39x 10-3, 0.023, 

0.23 y 2.39 μg/ mL) y bromuro de ipratropio (7.3x 10-5, 4.1x 10-3, 7.3x 10-4, 1.3x 10-3, 

2.3x10-3μg/ mL). 

Los controles para las curvas concentración respuesta, tanto de las sustancias puras 

como de las combinaciones; fueron elaborados con una gota de tween 80 en 3 mL de 

agua. 

g. Evaluación del efecto relajante de las interacciones de timol con ipratropio y 
timol con salbutamol 

El efecto relajante de las interacciones entre timol con los dos fármacos antiasmáticos se 

evaluó siguiendo la misma metodología utilizada en la evaluación del efecto relajante de 

los compuestos individuales. Una vez estabilizada la preparación, el tejido se contrajo con 

carbacol (1 mM), se esperó a que el tejido alcanzara la meseta  para aplicar las 

concentraciones acumulativas de las combinaciones de timol y salbutamol y de timol e 

ipratropio para las tres proporciones estudiadas (1:1, 1: 3 y 3:1). Las concentraciones de 

cada compuesto se agregaron de forma simultánea con un intervalo mínimo de tiempo a 
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las concentraciones indicadas en los Cuadros 5 y 6 determinadas a partir de las 

concentraciones efectivas 50 de los fármacos individuales (Cuadro 4).  

h. Determinación de las curvas concentración - respuesta 

Se construyeron las curvas concentración - respuesta de timol, bromuro de ipratropio, 

salbutamol y las diferentes combinaciones. La concentración que provocó el 50% de efecto 

relajante (CE50) para los compuestos individuales y en las diferentes combinaciones se 

calculó por una ajuste no lineal utilizando la Ecuación de Hill (Tallarida, 2000). 

i. Análisis estadístico 

Se comparó el valor de Zexp con el de Zad por un análisis estadístico que se basa en la 

prueba de t de Student, éste análisis está modificado para aplicarse al análisis 

isobolográfico (Tallarida et al., 1997 a; Tallarida, 2000). Los valores de Zexp menores que 

Zad fueron interpretados como una interacción superaditiva cuando la diferencia fue 

estadísticamente significativo (p <0.05) en ambas direcciones de los ejes X y Y. Para un 

valor de Zexp mayor que Zad la combinación se interpretó como subaditiva, cuando no hubo 

diferencia estadísticamente significativa entre los valores de Zexp y Zad, se interpretó como 

la ausencia de interacción, declarándose una combinación con relación aditiva (Tallarida, 

2000; 2006). 

Se realizó un análisis fraccional para obtener un valor que describiera la magnitud de la 

interacción (M) para cada combinación utilizando los valores de las CE50 de las sustancias 

individuales (timol, ipratropio y salbutamol) y de la combinación de acuerdo a la relación 

a/ A + b/ B, para lo cual A y B son los valores de las CE50 cuando cada fármaco actúa 

individualmente y a y b son las cantidades con las que contribuye cada fármaco en la 

combinación, este valor mide cuanto difiere el valor de la CE50 experimental (Zexp) del valor 

de la CE50 teórico (Zad) de cada combinación (Tallarida, 2000). Cuando a/ A + b/ B fue 

estadísticamente significativo > 1 se interpretó como una interacción de la combinación 

subaditiva y cuando a/ A + b/ B fue < 1 se consideró como una relación superaditiva. 

Finalmente cuando a/ A + b/ B no fue estadísticamente diferente de 1 se interpretó el 

efecto como ausencia de interacción y la relación se definió como aditiva (Tallarida, 2000). 

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


Análisis isobolográfico de la interacción entre timol e ipratropio y el timol y el salbutamol en el efecto relajante del 
músculo liso traqueal de cobayo 

23 

j. Representación gráfica de la interacción 

Los isobologramas para el estudio de la interacción fueron construidos uniendo los valores 

de CE50 del fármaco más potente en el eje de las ordenadas y del fármaco menos potente 

en el eje de las abscisas para obtener el área de aditividad (Tallarida, 2006). Debido a que 

las curvas concentración respuesta presentaron potencia variable con pendientes 

diferentes y diferentes valores del número de Hill, se estimaron los valores de las 

coordenadas cartesianas del par (a, b) para definir el área de aditividad (Tallarida, 2006). 

En la misma gráfica se representaron la contribución de cada fármaco en la interacción 

(Zexp) y la dosis efectiva teórica (Zad). Los pares (a, b) de la curvilínea cóncava se 

calcularon por la relación:  

푏 = 퐵
퐴푖 − 푎
퐴

/
 

y los pares la curvilínea convexa por la relación: 

푏 = 퐵푖 −
퐵

 

En ambas relaciones se asignó el valor de 푎 (coordenada en el eje de las "푥"	del fármaco 

menos potente) para calcular el valor de 	푏	(coordenada en el eje de las 	"푦" del fármaco 

más potente). 
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VI. RESULTADOS. 

La ventana de actividad del efecto relajante de timol en el modelo de tráquea aislada de 

cobayo se encontró entre 31.62 y 316.2 μg/ mL. En la Figura 3 se muestra la curva 

concentración- respuesta del efecto relajante de timol, encontrándose como concentración 

efectiva 50 para este compuesto la concentración de 141.8 ±6.42 μg/ mL, con número de 

Hill = 2.221. 

Las concentraciones efectivas 50 (CE50) y el número de Hill correspondiente para timol y 

los fármacos salbutamol e ipratropio se presentan en el Cuadro 4 y en las Figuras 4 y 5 se 

presentan las curvas concentración respuesta para salbutamol e ipratropio 

respectivamente. 

 
Cuadro 4. Valores de la concentración efectiva 50 (CE50) y del número de Hill para timol, ipratropio 
y salbutamol en el modelo de tráquea aislada de cobayo.  
 
 
 

 

 

 

 

En los Cuadros 5 y 6 se presentan las concentraciones de las combinaciones de 

timol: ipratropio y timol: salbutamol utilizadas para realizar los experimentos de la 

interacción y fueron calculadas a partir de las CE50 de los fármacos individuales 

(Cuadro 4). En vista de que las curvas concentración- respuesta del timol e ipratropio y de 

timol y salbutamol no presentaron paralelismo, indicado por los valores del número de Hill 

(Cuadro 4), además se demostró la ausencia de paralelismo entre las curvas (p> 0.05) 

(Tallarida, 2000), se realizó la corrección detallada por Tallarida (2006) para cuando las 

curvas concentración respuesta de los fármacos involucrados tienen potencia variable. 

 

  

Fármaco/ 
compuesto 

CE 50 ± EEM (μg/ mL) No. Hill 

Timol 141.80 ± 6.42 2.221 

Ipratropio 8.05x10-4 ± 7.17x 10-5 3.211 

Salbutamol 9.60x10-3 ± 3.03x 10 -3 1.098 
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Figura 3. Curva concentración- respuesta del efecto relajante de timol en el modelo de tráquea 
aislada de cobayo. Los símbolos corresponden a los datos experimentales y la línea continua al 
ajuste utilizando el ajuste no lineal de la ecuación de Hill. Cada punto representa la media ± EEM 
de al menos 6 experimentos. 
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Figura 4. Curva concentración- respuesta del efecto relajante de salbutamol en el modelo de 
tráquea aislada de cobayo. Los símbolos corresponden a los datos experimentales y la línea 
continua al ajuste utilizando el ajuste no lineal de la ecuación de Hill. Cada punto representa la 
media ± EEM de al menos 6 experimentos. 
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Figura 5. Curva concentración- respuesta del efecto relajante de bromuro de ipratropio en el 
modelo de tráquea aislada de cobayo. Los símbolos corresponden a los datos experimentales y la 
línea continua al ajuste utilizando el ajuste no lineal de la ecuación de Hill. Cada punto representa 
la media ± EEM de al menos 6 experimentos. 

  

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


Análisis isobolográfico de la interacción entre timol e ipratropio y el timol y el salbutamol en el efecto relajante del 
músculo liso traqueal de cobayo 

27 

Cuadro 5. Concentraciones utilizadas en la evaluación de las interacciones entre timol y bromuro 
de ipratropio. 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
  

Combinación 1:1 timol : ipratropio [μg/ mL] 

Timol Ipratropio Total 

8.8625 

17.7252 

35.4500 

70.9000 

141.8000 

283.6000 

5.03 x10-5 

1.01 x10-4 

2.01 x10-4 

4.02 x10-4 

8.05 x10-4 

1.61 x10-3 

8.8626 

17.7251 

35.4502 

70.9004 

141.8008 

283.6016 

Combinación 1:3 timol : ipratropio [μg/ mL] 

Timol Ipratropio Total 

8.8625 

17.7252 

35.4504 

43.6508 

47.2520 

70.9008 

88.6250 

1.51 x10-4 

3.02 x10-4 

6.04 x10-4 

7.10 x10-4 

9.06 x10-4 

1.21 x10-3 

1.51 x10-3 

8.8626 

17.7255 

35.4510 

43.6515 

47.2529 

70.9020 

88.6265 

Combinación 3:1 timol : ipratropio [μg/ mL] 

Timol Ipratropio Total 

27.2255 

54.4511 

68.0639 

85.0799 

106.3500 

212.7000 

5.03 x10-5 

1.01 x10-4 

1.26 x10-4 

1.50 x10-4 

2.01 x10-4 

4.03 x10-4 

27.2256 

54.4512 

68.0640 

85.0800 

106.3502 

212.7004 
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Cuadro 6. Concentraciones utilizadas para la evaluación del efecto relajante de la interacción entre 
timol y salbutamol 
 
 
 
 
 
  

Combinación 1:1 timol : salbutamol [μg/ mL] 

Timol Salbutamol Total 

8.8625 

17.7252 

35.4500 

70.9000 

141.8000 

283.6000 

6.04 x10-4 

1.21 x10-3 

2.42 x10-3 

4.84 x10-3 

9.67 x10-3 

1.93 x10-2 

8.8631 

17.7262 

35.4524 

70.9048 

141.8097 

283.6193 

Combinación 1:3 timol : salbutamol [μg/ mL] 

Timol Salbutamol Total 

10.5037 

15.7556 

23.6333 

35.4500 

53.1750 

79.7625 

5.39 x10-4 

8.09 x10-4 

1.21 x10-3 

1.82 x10-3 

2.73 x10-3 

410 x10-3 

10.5042 

15.7564 

23.6345 

35.4518 

53.1777 

79.7666 

Combinación 3:1 timol : salbutamol [μg/ mL] 

Timol Salbutamol Total 

6.646875 

13.29375 

26.5875 

53.1750 

106.3500 

159.5250 

1.26 x10-5 

2.512 x10-5 

5.03 x10-5 

1.01x10-4 

2.01x10-4 

3.02 x10-4 

6.6469 

13.2938 

26.5876 

53.1751 

106.3502 

159.5253 
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En las Figuras 6, 7 y 8 se presentan las curvas concentración- respuesta de las 

combinaciones 1:1, 1:3 y 3:1 de timol: ipratropio y de los fármacos solos así como la curva 

concentración- respuesta teórica de cada combinación. En el Cuadro 4 se puede apreciar 

que el número de Hill obtenido para timol (número de Hill= 2.221) es diferente al valor del 

número de Hill para bromuro de ipratropio (3.211), por lo que la comparación se realizó 

para agonistas completos con potencia variable (Tallarida, 2006). Los valores de las CE50 

teóricas (Zad) para dos de las tres combinaciones ensayadas entre timol y bromuro de 

ipratropio (1:1 y 3:1) fueron significativamente (p< 0.05) mayores a las CE50 experimentales 

(Zexp) y el valor de la magnitud de la interacción fue significativamente (p< 0.05) menor a 1 

(Cuadro 7) lo que sugiere una interacción superaditiva entre timol y bromuro de ipratropio 

como se aprecia en el isobolograma correspondiente (Figura 9). Para la combinación 1:3 la 

CE50 experimental (Zexp) no fue estadísticamente diferente de la CE50 teórica (Zad) por lo 

que no se encontró interacción en esta proporción de la combinación (Figura 9, Cuadro 7). 

El timol presentó una interacción superaditiva con el salbutamol en la combinación 3:1 

(Cuadro 8), en tanto que las combinaciones 1:1 y 1:3 presentaron una relación aditiva 

(Cuadro 8). Las curvas concentración- respuesta para estas últimas combinaciones son 

muy cercanas a las curvas de concentración- respuesta teóricas (Figuras 10 y 11), en tanto 

que se aprecia un desplazamiento hacia la izquierda de la curva concentración- respuesta 

experimental respecto a la curva teórica para la combinación 3:1 (Figura 12). En el 

isobolograma (Figura 13) se aprecia mejor la interacción entre timol y salbutamol; las 

coordenadas de los valores experimentales de las concentración equiefectiva (Zexp= 56.000 

± 5.367 μg/ mL) en las combinaciones 3:1  están por debajo de las coordenadas del valor 

teórico (80.002 ± 0.101 μg/ mL) correspondiente en la curva inferior de la isobola (Figura 

13). Por el contrario las coordenadas de la combinación 1:1 experimental (Zexp= 53.100 ± 

5.376 μg/ mL) coincide con el valor teórico (53.684 ± 0.183 μg/ mL) de la curva inferior de 

la isobola (Figura 13), en tanto que las coordenadas de la combinación 1:3 experimental 

(Zexp= 43.610 ±2.696 μg/ mL) coincide con el valor teórico (42.549 ± 0.2647 μg/ mL) de la 

curva superior de la isobola (Figura 13).  
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Figura 6. Comparación de las curvas concentración- respuesta experimental y teórica del efecto 
relajante de la interacción de la combinación 1:1 entre timol y bromuro de ipratropio en anillos de 
tráquea aislada de cobayo. Cada punto representa la media ± EEM de al menos 6 experimentos. 
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Figura 7. Comparación de las respuestas teórica y experimental inducida por las concentraciones 
de la combinación 1:3 entre timol y bromuro de ipratropio en el efecto relajante en el modelo de 
tráquea aislada de cobayo. Cada punto representa la media ± EEM de al menos 6 experimentos. 
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Figura 8. Curva concentración- respuesta del efecto relajante de la interacción de la combinación 
3:1 entre timol y bromuro de ipratropio en tráquea aislada de cobayo. Cada punto representa la 
media ± EEM de al menos 6 experimentos. Se representa la repuesta teórica que debió ser 
inducida. 

 

Cuadro 7. Comparación de Zad y Zexp de las combinaciones de la interacción de timol con bromuro 

de ipratropio, *diferencia significativa (p< 0.05) entre Zad y Zexp 

 

 

 

 

 

  

 
Timol : ipratropio CE50± EEM (μg/ mL) 

Zad Zexp Magnitud de la interacción 

1:1 62.330 ± 0.039 32.740±3.315 0.46* 

1:3 30.771 ± 0.049 25.980 ±1.434 0.73 

3:1 99.260 ±0.029 65.830±1.350 0.61* 
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Figura 9. Isobolograma de la interacción de timol y bromuro de ipratropio en tráquea aislada de 
cobayo. Cada punto representa la media ± EEM de al menos 6 experimentos, * p< 0.05 entre Zad y 
Zexp. 
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Figura 10. Curvas concentración- respuesta teórica y experimental del efecto relajante en el 
modelo de tráquea aislada de cobayo de la interacción de la combinación 1:1 de timol con 
salbutamol. Cada punto representa la media ± EEM de al menos 6 experimentos. 
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Figura 11. Comparación de las respuestas teórica y experimental inducida por las concentraciones 
de la combinación 1:3 entre timol y  salbutamol en tráquea aislada de cobayo. Cada punto 
representa la media ± EEM de al menos 6 experimentos. 
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Figura 12. Curva concentración- respuesta del efecto relajante de la interacción de la combinación 
3:1 entre timol y  salbutamol en anillos de tráquea aislada de cobayo. Cada punto representa la 
media ± EEM de al menos 6 experimentos. 

 

 

Cuadro 8. Comparación de Zad y Zexp de las combinaciones de la interacción de timol con 
salbutamol, * diferencia significativa (p< 0.05) entre Zad y Zexp. 

 

 

 
Timol : salbutamol CE50 ± EEM (μg/ mL) 

Zad Zexp Magnitud de la interacción 

1:1 53.684 ± 0.1830 53.100 ± 5.376 0.75 

1:3 42.549± 0.2647 43.610 ± 2.696 1.24 

3:1 80.002 ± 0.1013 56.000 ± 5.367 0.52* 
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Figura 13. Isobolograma de la interacción de timol y  salbutamol en tráquea aislada de cobayo. 
Cada punto representa la media ± EEM de al menos 6 animales, * diferencia significativa (p< 0.05) 
entre Zad y Zexp. 
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VII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Los efectos relajantes de timol en tráquea aislada de cobayo (Astudillo et al., 2004) y en 

tráquea aislada de rata se ha demostrado con anterioridad (Begrow et al., 2010). En este 

trabajo mediante el análisis isobolográfico se demostró que el timol tiene un efecto 

superaditiva con ipratropiopara relajar el músculo liso de tráquea de cobayo cuando se 

combina en las proporciones fijas timol: ipratropio1:1 y 3:1 (Cuadro 7, Figura 9). Sin 

embargo en la combinación en la cual el timol se encuentra en menor proporción 

(timol: ipratropio 1:3) no se presentó el efecto superaditivo (Cuadro 7). Con salbutamol, 

otro fármaco antiasmático y relajante de la musculatura lisa traqueal, únicamente se 

presentó el efecto superaditivo en la proporción timol: salbutamol 3:1, es decir cuando el 

timol se encuentra en la mayor proporción (Cuadro 8). Esto último puede deberse a que de 

acuerdo a lo descrito por Beer y colaboradores (2007) el timol actúa como agonista de los 

receptores β- adrenérgicos, por lo que se presenta una relación aditiva ya que tanto timol 

como salbutamol actúan por el mismo mecanismo de acción, como ocurre con otros 

fármacos que actúan por un mecanismo de acción común (Miranda et al., 2001). El uso de 

isobologramas permite caracterizar las relaciones superaditivas o sinergistas, subaditivas o 

atenuantes y las relaciones aditivas cuando se aplican dos fármacos simultáneamente a un 

sistema biológico en el que provocan un efecto similar (Gravovsky & Tallarida, 2004). La 

forma usual de un isobolograma ocurre como una línea recta (línea de aditividad) que 

conecta los interceptos que representan individualmente las dosis efectivas de cada 

fármaco Z1 y Z2 (Tallarida, 2000). Generalmente esta línea es la referencia para distinguir 

entre la existencia (sinergismo o atenuación) o la ausencia (aditividad) de interacciones 

entre los fármacos que se combinan (Tallarida, 2000) de acuerdo a si existe diferencia 

estadísticamente significativa entre los valores teóricos que se encuentran sobre esta línea 

(Zad) y los valores experimentales (Zexp). Si bien el análisis isobolográfico data de la 

primera mitad del siglo XX, a partir de la segunda mitad de la década de 1990 se retomó y 

han aparecido un número importante de publicaciones, la mayoría de las cuales utiliza el 

análisis isobolográfico de manera inadecuada; principalmente por considerar que la 

potencia es constante para diferentes niveles de efecto de los fármacos de la combinación, 

lo que involucra considerar que las curvas dosis- respuesta son paralelas y que la línea de 

aditividad aparece como una línea recta en el isobolograma (Tallarida, 2006). El considerar 

que en todo momento el isobolograma corresponde a una línea recta, involucra un error si 
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no existe paralelismo entre las curvas concentración- respuesta de los fármacos 

involucrados al momento de definir la existencia o no de interacción (Tallarida, 2006), ya 

que la línea recta en el isobolograma sólo se presenta cuando existe paralelismo entre las 

curvas concentración- respuesta en una regresión lineal o cuando el valor del número de 

Hill es el mismo en una regresión no lineal y por lo tanto la potencia es constante para 

diferentes niveles de efecto (Tallarida, 2006). Cuando las curvas concentración- respuesta 

no son paralelas el isobolograma aparece como una curva cóncava o convexa (Tallarida, 

2006). Para el caso particular de este estudio, la curva concentración- respuesta de timol 

no fue paralela con las curvas concentración- respuesta de bromuro de ipratropio y de 

salbutamol (Figuras 3 a 5) descritas por los valores diferentes del número de Hill; el 

número de Hill para timol fue de 2.221, en tanto que para bromuro de ipratropio y para 

salbutamol fueron de 3.211 y 1.098 respectivamente (Cuadro 4). Por esta razón se utilizó 

la relación 푏 = 퐵  para calcular la curva cóncava de aditividad de la isobola y la 

relación 푏 = 퐵푖 −  para calcular la curva convexa de aditividad de la isobola 

(Tallarida, 2006). En la ecuación anterior A50 y B50 corresponden a las CE50 de cada 

fármaco en la combinación;	퐴푖 y 퐵푖 corresponde a las CEi, es decir el valor de la 

concentración efectiva a un nivel de respuesta por ejemplo CE30, CE40, CE60, etc.; 푝 es el 

número de Hill del fármaco más potente y 푞 es el número de Hill del fármaco menos 

potente. Con estas ecuaciones se dieron valores de 푎 para calcular el valor de 푏 para 

formar el par (푎, 푏) de las coordenadas cartesianas de las isobolas aditivas teóricas 

cóncavas y convexas de las combinaciones evaluadas, resultando los isobologramas 

representados en las Figuras 9 y 13, con lo que fue posible definir los puntos teóricos para 

la comparación de los valores de las curvas aditivas (Zad) para las combinaciones 1:1, 1:3 y 

3:1 con los valores experimentales (Zexp), que se muestran en los Cuadros 7 y 8 para las 

interacciones de timol: ipratropio y de timol: salbutamol respectivamente. Es importante 

señalar que de no haber considerado que existe una relación curvilínea, el valor 

experimental de la relación timol: ipratropio 1:3 (Zexp= 25.980 ± 1.434 μg/ mL; Cuadro 7) 

alcanzaría diferencia significativa con el valor teórico en la línea de aditividad considerando 

valores del número de Hill iguales, lo que llevaría a interpretar que existe una interacción 

superaditiva cuando en realidad existe una relación aditiva (Figura 9) ya que no existe 
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diferencia significativa entre el valor experimental (Zexp= 25.980 ± 1.434 μg/ mL) y el valor 

teórico (Zad= 30.771 ± 0.049μg/mL) sobre la curva cóncava para esta combinación. Para el 

caso de la combinación timol: salbutamol, los valores experimentales de la CE50 (Zexp) para 

las proporciones 1:1 y 1:3, fueron iguales a los valores teóricos en las curvilíneas cóncava 

(Zexp= 53.100 ± 5.376 μg/ mL vs Zad= 53.684 ± 0.183μg/mL) y convexa (Zexp= 43.61± 2.696 

μg/ mL vs Zad= 42.549± 0.2647μg/mL), respectivamente (Figura 13) y sólo en la proporción 

timol: salbutamol 3:1 se presentó interacción superaitiva (Zexp= 56.000 ± 5.367 μg/ mL vs 

Zad= 80.002 ± 0.101μg/ mL; Figura 13). Además de los valores distintos del número de Hill 

de los fármacos evaluados, la falta de paralelismo en las curvas concentración- respuesta y 

la potencia variable se pudo apreciar al construir los isobologramas para timol: ipratropio 

(Figura 14) y para timol: salbutamol (Figura 15) para diferentes concentraciones relajantes 

efectivas (CE30, CE40, CE50, CE60 y CE70). Para la combinación timol: salbutamol se aprecia 

una mayor desviación de la linearidad en el isobolograma debido a que el cociente de los 

números de Hill  (Cuadro 4) de timol (푞 = 2.221) y salbutamol (푝=1.098) es mayor (푞/푝= 

2.022) al cociente (푞/푝= 0.691) de los números de Hill de timol (푞= 2.221) e ipratropio 

(푝=3.211). 

La interacción de timol con ipratropio fue superaitiva en la combinación 1:1 reduciendo la 

Zexp a aproximadamente la mitad de la concentración efectiva 50 teórica (Zad) para producir 

el mismo nivel de efecto (Cuadro 7, Figura 9), en tanto que la combinación 3:1 redujo la 

Zexp en un 30% el valor de la Zad (Cuadro 7, Figura 9). La potenciación del efecto se debe 

probablemente a que timol y bromuro de ipratropio actúan simultáneamente por 

mecanismos diferentes en la tráquea de cobayo; mientras que timol actúa sobre receptores 

β - adrenérgicos (Beer et al., 2007), el bromuro de ipratropio actúa como antagonista de los 

receptores M3 colinérgicos (Mendoza, 2008; Abad et al., 2003; Barnes, 2006). De esta 

manera, timol aumenta la concentración de AMPc que favorece la relajación impidiendo la 

liberación de calcio intracelular e ipratropio actúa para disminuir la concentración de calcio 

intracelular (iCa2+) por la inhibición de la formación de IP3 y de esta forma disminuye la 

contracción del músculo liso de vías aéreas (Barnes, 2006). El timol actúa por dos tipos de 

receptores situados en tráquea, al ser un agonista β- adrenérgico evita la constricción de la 

musculatura lisa traqueal activando a la PKA incrementando los niveles de AMPc y 

disminuyendo la concentración de calcio intracelular; el timol es además agonista α1 y α2 
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adrenérgico. Los agonistas de receptores α provocan efecto descongestionante debido a la 

vasoconstricción de la mucosa en vías respiratorias según Lorenzo y colaboradores 

(2007), justificando de esta manera la mayor contribución de timol en la respuesta del 

tejido.  

 

 
Figura 14. Isobolograma para diferentes concentraciones efectivas (30%, 40%, 50%, 60% y 70% 

de relajación) para la combinación timol: ipratropio. La línea punteada corresponde al isobolograma 

para la combinación timol: ipratropio considerando la CE70 de cada fármaco para valores del 

número de Hill iguales y por lo tanto una potencia constante. 

 

 

0 75 150 225
0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

CE40
CE50
CE60
CE70

CE30

Potencia constante

Timol (g/ mL)

Ip
ra

tr
op

io
 (µ

g/
m

L)

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


Análisis isobolográfico de la interacción entre timol e ipratropio y el timol y el salbutamol en el efecto relajante del 
músculo liso traqueal de cobayo 

40 

 
Figura 15. Isobolograma para diferentes concentraciones efectivas (30%, 40%, 50%, 60% y 70% 

de relajación) para la combinación timol: salbutamol. La línea punteada corresponde al 

isobolograma para la combinación timol: salbutamol considerando la CE70 de cada fármaco para 

valores del número de Hill iguales y por lo tanto una potencia constante. 
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proporciones menores. Una posible explicación es que a mayor cantidad de timol se 

manifiesten otros de sus mecanismos relajantes como es la inhibición de los canales de 

sodio en tráquea (Haeseler et al., 2002) y por lo tanto se manifieste el efecto superaditivo 

relajante (Figura 13). 
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VIII. CONCLUSIONES. 

Las conclusiones que se derivan del presente trabajo son: 

1. El timol presentó efecto relajante del músculo liso de vías aéreas de manera 

dependiente de la concentración, con menor potencia que ipratropio y que 

salbutamol. 

2. Mediante el análisis isobolográfico se determinó que el timol provoca un efecto 

superaditivo del efecto relajante del músculo liso traqueal de bromuro de ipratropio en 

las proporciones fijas 1:1 y 3:1 y provocó una relación aditiva en la proporción fija 

timol: ipratropio 1:3.  

3. Mediante el análisis isobolográfico se determinó que timol potencia el efecto relajante 

del músculo liso traqueal de salbutamol sólo en la proporción fija timol: salbutamol 3:1 

y una relación aditiva para las proporciones 1: 1 y 1: 3. 

4. Para el análisis isobolográfico se utilizó una relación de agonistas completos con 

potencia variable debido a que las curvas concentración - respuesta no presentaron 

paralelismo tanto para la combinación timol: ipratropio como para la combinación 

timol: salbutamol, dando como resultado líneas cóncavas y convexas en los 

isobologramas correspondientes.  
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IX. PERSPECTIVAS 

Este trabajo logró demostrar el efecto relajante de timol sobre el músculo liso traqueal de 

cobayo y de sus interacciones con los fármacos antiasmáticos, bromuro de ipratropio y 

salbutamol, sin embargo no existe evidencia científica del efecto relajante ocasionado por 

el aceite y/ o infusión de Thymus vulgaris o del timol en el efecto relajante de vías 

respiratorias, por lo que hace falta realizar estudios in vivo e in situ de la planta así como 

del timol y se deberá realizar dichos estudios a las interacciones probadas en este trabajo 

para comprobar el efecto que tienen en la musculatura bronquial. 

De igual manera es necesario evaluar diversas combinaciones que presenten efecto 

superaditivo entre timol y salbutamol, con el fin de reducir los efectos secundarios 

ocasionados por dichas sustancias. 
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