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1.RESUMEN
En el presente trabajo se llevd a cabo la extraccion, purificacion e identificacion del

compuesto santamarina, una lactona sesquiterpénica presente en los extractos
diclorometanicos de la planta Tanacetum parthenium, con el fin de explorar su efecto
biolégico en el modelo de 6rgano aislado de aorta de rata, asi como sentar las bases para
determinar el mecanismo por el cual éste metabolito actiua y poder relacionar éste efecto
con el efecto antimigrafoso de Tanacetum parthenium. La santamarina presentd un
efecto contractil del 70% relativo al efecto contractil inducido por fenilefrina en la aorta
aislada de rata. También inhibié de forma no competitiva las contracciénes inducidas con
fenilefrina, con un potencial antagonista pA’>= -1.46 % 0.105, sugiriendo un efecto
agonista parcial con capacidad de inhibir las contracciones de un agonista as-adrenérgico.
El aporte de éste trabajo establece bases utiles para comenzar a elucidar el posible
mecanismo por el cual la santamarina pueda estar actuando en el tejido vascular y su

relacion con la patologia de la migrafia atribuida al Tanacetum parthenium.



2. INTRODUCCION
Las plantas medicinales se han utilizado durante miles de afos y han demostrado ser de

vital importancia en el tratamiento de diversas enfermedades (1). El uso de terapias con
plantas medicinales esta en aumento en todo el mundo. La evidencia recolectada, que
sustenta la eficacia de varias alternativas médicas en los des6rdenes como dolor de
cabeza, cada vez son mayores, dando una amplia variedad de alternativas en el
tratamiento de migrafia mediante el uso de productos naturales. Los constituyentes de
Tanacetum parthenium son de particular importancia ya que se les atribuye actividad
antimigrana (2). Esta planta se puede encontrar a la venta como hojas secas o frescas,
las cuales son usadas como un remedio herbolario para el tratamiento de la migrafia,
artritis (3), mareo y fiebre (1). Los estudios fitoquimicos de la planta han sido parciales y
los principales mecanismos por los cuales ejerce sus efectos farmacoldgicos, aun no se
conocen del todo (1), Dentro de esta planta se han encontrado una amplia variedad de
compuestos, los cuales son considerados como responsables de la actividad
farmacolégica. Uno de éstos compuestos, la santamarina (4), es una lactona
sesquiterpénica, a la cual se le atribuyen propiedades farmacolégicas de interés como lo
es la inhibicion de la liberacion de serotonina, que es vaso activa en la migrafia (5) (6), por
lo que el estudio de éste compuesto es de suma importancia para aumentar el
conocimiento fitoquimico y farmacologico de la planta asi como tener evidencias
cientificas que respalden sus propiedades medicinales. Por lo cual en este trabajo se
exploroé la actividad biolégica de la santamarina en el tejido vascular usando el modelo de
organo aislado de aorta de rata y de esta manera poder relacionar su efecto con la

actividad antimigrafia, atribuida a Tanacetum parthenium.



3. MARCO TEORICO

3.1. Tanacetum parthenium
Las plantas medicinales se han utilizado durante miles de afios y han demostrado ser de

vital importancia en el tratamiento de diversas enfermedades (1).

En la ultima década, las investigaciones se han centrado en buscar estrategias para aislar
y purificar los principios activos de origen vegetal, ya que se considera que poseen menos
efectos secundarios y adversos (1). En México el uso de las plantas medicinales es
extenso. Una de las plantas medicinales mexicanas de amplio uso para diversos

padecimientos es la Santa Maria (Tanacetum parthenium) (7).

3.2. Descripcion de la planta (Tanacetum. parthenium)

Tanacetum parthenium también conocida en México como altamiza, hierba de Santa
Maria, hierba santa, manzanilla grande, manzanilla romana, mastranzo, matlali (7) es una
hierba perenne comun, mide entre 14-15 cm de altura, tiene un fuerte olor, es de color
amarillo verdoso (Figura 1). Se encuentra ampliamente distribuida en setos y lugares de
residuos. Es muy comun en Europa y ha sido cultivada como planta ornamental y

medicinal (8). Es miembro de la familia de las Asteraceas (9).

Figura 1. Imagen de la planta Santa Maria.



En el mercado se pueden encontrar a la venta tanto las hojas secas como frescas de la
planta, las cuales son usadas como un remedio herbolario para el tratamiento de la
migrafia, artritis (3), mareo, fiebre, desordenes menstruales, dolor de estémago, dolor de

muelas, picadura de insectos y tinitus o acufenos (1).

3.3. Composicién quimica deTanacetum parthenium.

El uso de terapias herbales esta en aumento a lo largo de todo el mundo. La evidencia
recolectada, que sustenta la eficacia de varias alternativas médicas en los desordenes
como dolor de cabeza, cada vez son mayores, dando una amplia variedad de alternativas
en el tratamiento de migrafia usando productos herbales (2).

La fitoquimica de la planta no ha sido completamente estudiada y los principales
mecanismos por los cuales ejerce sus efectos farmacoldgicos, aun no se conocen del
todo (1), sin embargo dentro de esta planta se han encontrado una amplia variedad de
compuestos, que en estudios clinicos se les ha considerado como responsables de su
actividad antimigrafia entre otras ya mencionadas (8). Las sustancias mas importantes
aisladas de Tanacetum. parthenium a las cuales se les ha atribuido actividad bioldgica se
enuncian a continuacion:

e Lactonas sesquiterpénicas: Son el componente activo de muchas plantas
medicinales de la familia Asteraceae de entre ellas se destaca a la partendlida la
cual en la especie Tanacetum parthenium se ha utilizado como compuesto
marcador en la identificacion quimica (8), otras de éstas lactonas son:

v' santamarina (4)

v 3B-hidroxipartendlida (8)(4)
v canina (8)(4)

v’ artecanina (8)(4)
v'a-metilen butirolactona (8)(4)

v reynosina (4)



¢ Flavonoides
v/ apigenina
v’ luteolina
¢ Flavonoides Lipofilicos
v' 3,6-dimetoxiquercetagenina
v 3,6-dimetoxi-6-hidroxicamferol
v 3,6,4’-trimetoxi-6-hidroxicamferol (santina) (10)
Como se menciond anteriormente, la partenolida es un constituyente predominante de
Tanacetum parthenium, es una lactona sesquiterpénica encontrada en abundancia en
flores, hojas, y en minima cantidad en las raices, el contenido de ésta lactona en la planta
depende de multiples factores ambientales como; época del afio, tipo de clima y suelo. La
partenolida presenta una variada actividad biolégica la cual ha sido ampliamente
estudiada en modelos in vivo e in vitro (11). Tiene como estructura base un
germacrandlido y la principal actividad biolégica que se le ha atribuido es el de profilactico
en el tratamiento de migrafia (12).
La partenolida puede interactuar con los sitios nucleofilicos de las proteinas gracias a la
presencia de un anillo a-metilen-Y-lactona y un grupo peroxido presentes en su estructura

(13).

3.4. santamarina

Las asteraceas son una familia que contiene varios tipos de lactonas sesquiterpénicas
provenientes de los grupos; germacrandlido, eudesmandlido y guaiandlido. La actividad
biologica de estos compuestos se ha atribuido a la presencia en su estructura de a-
metilen-Y-lactona, este metileno nucleofilico, puede reaccionar con tioles dentro del
organismo tales como residuos de cisteina en las proteinas (14). Este anillo es agonista
del receptor de potencial transistorio de canal catiénico (TRPA1 por sus siglas en inglés)

que por una modificacion covalente de los residuos de cisteina causa su activacion. La
5



activacion del canal TRPA1 genera la liberacion de neuropéptidos como sustancia P,
neuroquinina y calcitonina los cuales estan involucrados en el mecanismo de generacion
de la migrana (13).

Todos los estudios clinicos realizados hasta la fecha, han usado preparaciones de hojas
de Tanacetum parthenium con algun tipo de lactona sesquiterpénica como, partenolida y
otras como 3B-hidroxipartendlida, canina (a), artecanina () en bajas concentraciones.
Cabe resaltar que en la subespecie mexicana, las lactonas santamarina y reynosina son

las mas frecuentes y se encuentran en abundancia (15).

La santamarina tiene una estructura base de un eudesmandlido, presenta citotoxicidad y

actividad antibacteriana (16). Su estructura quimica se presenta en la figura 2 (17);

Figura 2. Estructura de la santamarina (17).

Cabe resaltar que, las lactonas sesquiterpénicas, junto con otros compuestos como
flavonoides y aceites volatiles, son los componentes mas importantes de Tanacetum
parthenium, ya que es a ellos a quienes se les atribuye la actividad antimigrafa, la cual es

desencadenada a través de una amplia variedad de rutas fisiologicas (2).

Se sabe que otras lactonas sesquiterpénicas, incluyendo a la santamarina, actuan
inhibiendo la liberacién de serotonina (5) (6) e inhibiendo la nocicepcion y la
vasodilatacion neurogénica, en el sistema trigémino vascular por la via del canal TRPAA1,

vias involucradas en el trastorno de la migrafa (2).



3.5. Fisiopatologia de la Migraina

La migrafia es uno de los desordenes neurolégicos mas frecuentes, afecta a mas del 15%
de la poblacién. La IHS (International Headache Society, por sus siglas en inglés) define a
la migrafia como un desorden caracterizado por ataques intermitentes de dolor de cabeza,
combinado con nauseas, fotofobia y/o fonofobia. Las formas mas comunes de migrafia
son; con o sin aura, las cuales no han sido vinculadas a genes especificos (18).

La mayoria de los ataques comienzan en el cerebro, como sugieren los sintomas
premonitorios (dificultad para hablar o leer, aumento de la sensibilidad emocional e
hipersensibilidad sensorial) (19), fatiga, irritabilidad, falta de concentracién, cambio de
humor, bostezos, torticolis y nausea. Otros sintomas que han sido reportados incluyen
cambios de apetito, ansiedad por comer, hinchazon, piloereccion y cambios en la
expresion facial (20).

En muchos pacientes los ataques de migrafia son altamente predecibles, debido a que los
sintomas aparecen 12 horas antes. Algunos de los detonantes de la migrafa tipica son;
estrés, privacion de suefo, dormir en exceso, hambre y prolongada estimulacion
sensorial.

Se tiene evidencia indirecta a través del cuerpo, que el desarrollo del dolor de cabeza por
migrafia depende de la activacion y sensibilizacién de sensores aferentes del trigémino
que inervan tejidos craneales, particularmente meninges y grandes vasos sanguineos
(19).

El cerebro es insensible al dolor, por el contrario, la duramadre, los segmentos proximales
de los grandes vasos intracraneales (carétida y sus ramas, vertebral y basilar), la rama
oftalmica del nervio trigémino, glosofaringeo, vago y las raices cervicales superiores, son
las unicas estructuras intracraneanas sensibles al dolor. La cefalea resulta de la
activacién de los nociceptores meningeos, de los vasos sanguineos, y de un cambio en la

modulacién central del dolor. Durante un ataque de migrafia ocurre un proceso



inflamatorio (inflamacidén neurogénica). La activacion del trigémino produce la liberacion
de sustancia P, un péptido relacionado con el gen de la calcitonina, neurocinina A y
glutamato, lo cual inflama las terminaciones nerviosas meningeas. La liberacion de estas
sustancias, activa los mastocitos, sensibiliza las terminaciones nerviosas, aumenta la
permeabilidad capilar con extravasacién de plasma alrededor de los vasos sanguineos
durales y hay activacion plaquetaria. Se considera que la inflamacién neurogénica es un
paso importante en la generacion de la migrafa (21).

Actualmente se han reconocido varios receptores serotoninérgicos (5-HT), de los cuales
los receptores de las clases 5-HT¢ y 5-HT,, interactuan con los medicamentos para el
tratamiento de migrafia. Especialmente el subtipo 5-HT,a que se encuentra distribuido
envarios tejidos, incluyendo sistema vascular, corteza cerebral, sistema limbico y ganglio

basal (22).

3.6. Musculo liso vascular
El musculo liso se puede localizar en los sistemas; vascular, respiratorio, urinario,

reproductivo, gastrointestinal, y ocular (23).

La contraccion en el musculo liso vascular es regulada principalmente por la activacion de
receptores, la despolarizacion de la membrana también puede desencadenar una
contraccion, la cual ocurre una vez que la cinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK) fosforila la cadena ligera de miosina (MLC), permitiendo el entrecruzamiento de la

miosina y los filamentos de actina (24).

La miosina es la principal proteina presente en los filamentos gruesos del musculo liso y
estd compuesta de dos subunidades de cadena pesada (aproximadamente 200 kDa) y
dos tipos de subunidades de cadena ligera (20 y 17 kDa respectivamente) (25). La
fosforilacion de ésta cadena regula la contraccion del musculo liso, la cual se da en

respuesta a un estimulo eléctrico de despolarizacién o en respuesta a un agonista (26).



3.7. Contraccion del musculo liso vascular

La contraccién del musculo liso vascular inicia por un cambio de la concentracion de Ca®*
en los filamentos gruesos. En respuesta a este estimulo especifico se incrementa la
concentracion de Ca?* intracelular, este Ca®* se combina con calmodulina, formando un
complejo Ca?*-calmodulina el cual activa a la cinasa de la cadena ligera de miosina que

fosforila a la cadena ligera de miosina permitiendo la interaccion de miosina y los

filamentos de actina (24).

El calcio ingresa al citosol por 2 vias principales: Primero el calcio es liberado de los
depdsitos del reticulo sarcoplasmico y segundo el calcio entra desde el espacio
extracelular a través de canales de calcio. Los agonistas (norepinefrina, angiotensina II,
endotelina, etc.) se unen a receptores especificos y se acoplan a la proteina G
heterotrimétrica estimulando la actividad de la fosfolipasa C. Esta enzima cataliza la
formacion de 2 segundos mensajeros, inositoltrifosfato (IP3) y diacilglicerol (DG) desde la
membrana lipidica a partir del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato. La union de IP; a los
receptores en el reticulo sarcoplasmico provoca la liberacién de Ca®'en el citosol. El
diacilglicerol junto con el Ca®*activa la proteincinasa C (PKC). La Proteincinasa C fosforila
canales de calcio tipo L y esto promueve la contraccién (24). En la figura 3 se representa

el proceso de contraccion del musculo liso vascular.

Existen 3 subunidades de fosfatasa de cadena ligera de miosina, cuando la subunidad de
unién de la miosina esta fosforilada, inhibe a la fosfatasa de la cadena ligera de miosina,
permitiendo a la cadena ligera de miosina permanecer fosforilada, promoviendo asi la

contraccion (24).



Espacio Extracelular
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Ca + O Ca2+
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Filamentos de Actina

+
OP = Contraccion

Cadena ligera de miosina

Figura 3. Mecanismo de contraccion del musculo liso vascular. |IP;= inositoltrifosfato, PLC=
Fosfolipasa C, MKLC= cinasa de la cadena ligera de miosina, PIP,= fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato,
DG= diacilglicerol, Ggov= subunidades de la proteina G, Ca®'= iones de Calcio, PKC= cinasa C de
proteinas, P= fésforo.
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3.8. Relajacion del musculo liso vascular
La cinasa de la cadena ligera de miosina es dependiente de calcio, la enzima fosfatasa de
la cadena ligera de miosina, desfosforila a la cadena ligera de miosina promoviendo la

relajacién del musculo liso (24).

Dicha relajacion esta mediada por un incremento en la concentraciéon de nucledtidos
ciclicos, AMPc y GMPc. Multiples mecanismos han sido descritos para AMPc que induce

la relajacion en el musculo liso (27).

Otros mediadores de este proceso son la proteincinasa A (PKA) y la proteincinasa G
(PKG), las cuales son activadas por el AMPc, estas inhiben la contraccién que es
mediada por los receptores acoplados a proteina G por varios mecanismos como la via
G4/G11 mediada por calcio, vias independientes de calcio, y Rho/Rho-cinasa. También
pueden inhibir los receptores acoplados a proteina G mediados por la formacién de IP3

(27).

PKA reduce el flujo de calcio al activar los canales de potasio, resultando una

hiperpolarizacién de las células de musculo liso (27).

PKG puede fosforilar ciertas isoformas de receptores de IP3, provocando una inhibicion de

los receptores de IP3 mediados por el calcio liberado de reservas intracelulares (27).

PKA y PKG interfieren con la via Rho/Rho-cinasa y con la subsecuente inhibicion de la
actividad de la miosin-fosfatasa incrementando la desfosforilacion de la cadena ligera de
miosina y con ello la relajacion de las células de musculo liso (27). Estas proteinas son
capaces de fosforilar e inactivar Rho-A evitando la activacion de Rho-cinasa (27). Cabe
destacar que ésta enzima, es miembro de la familia RAS de GTP-asas monoméricas que

son responsables de la sensibilizacién de calcio inducida por la estimulacion de agonistas
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y se cree que actuan sobre la fosfatasa de cadena ligera de miosina, inhibiendo su

actividad y promoviendo el estado fosforilado de |la cadena ligera de miosina (28).

3.9. Receptores acoplados a Proteinas G

Los receptores acoplados a proteina G, llevan a cabo la transduccion de sefales
causadas por hormonas, neurotransmisores, fotones y otros estimulos, los cuales son el
medio por el cual la célula lleva a cabo la comunicacion entre su medio externo y su
medio interno. El papel principal de estos receptores es acoplarse a un agonista, para
llevar a cabo la activacion de un sitio especifico de la proteina G heterotrimétrica, que
continuara con la respuesta del estimulo causado por el agonista. Los receptores
acoplados a proteina G son una gran familia de proteinas de membrana y son mediadores
de diversas respuestas celulares, asi también forman parte de procesos como la vision,
olfato y el tacto (29). Todos los receptores acoplados a proteina G tienen como base la
misma estructura que consta de 7 dominios transmembranales, tres asas extracelulares,
tres asas intracelulares, un amino terminal extracelular y un carboxilo terminal intracelular

(30).

3.10.Proteina G

La interaccién entre los receptores acoplados a proteinas G, juega un papel importante en
la transduccion de sefiales. Las proteinas G estan compuestas de las subunidades a, By
Y, las cuales se dividen en 4 subtipos (Gs, Gio, G ¢11 Y G12/13) basado en la estructura y
funcion de la subunidad a. La proteina Gs activa la adenilato-ciclasa, Gj, inhibe la
adenilato-ciclasa y regula los canales ionicos, Gg/11 activa la fosfolipasa C y G123 activa el
intercambio Na*/H*. La asociacion entre las proteinas G y los receptores acoplados a
proteinas G, desencadenan el intercambio de guanosina difosfato (GDP) en la subunidad
a de las proteinas G, por guanosina trifosfato (GTP) lo que genera la disociacion de las

proteinas G en a-GTP y los complejos B-Y. La disociacion de la subunidad a puede
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activar o inhibir muchas proteinas efectoras como son; adenilato-ciclasa, tirosincinasas,

fosfodiesterasas, canales i6nicos entre otras, lo cual genera una amplia variedad de

funciones celulares y respuestas fisiologicas que dependen de la especificidad biolégica

de las subunidades disociadas (31).

En los cuadros 1 y 2 podemos observar una lista de tejidos donde se localiza el musculo

liso, asi como la localizacion de los diferentes tipos de receptores acoplados a proteina G,

los ligandos a los que son especificos y que tipo de proteina G esta involucrada en ese

receptor, siendo mas importantes para este trabajo los receptores y ligandos localizados

en el sistema vascular (27).

Cudro1. Relajaciéon mediada por receptores acoplados a Proteina G en musculo liso.
Receptores y ligandos localizados en el sistema vascular involucrados en la relajacion (27).

Ligando Receptores Acoplamiento
a proteina G
Vasos Sistema Utero Tracto Urogenital Ciliar
sanguineos respiratorio gastrointestinal
Adenosina Aq,Ax Gsg X X X
Dopamina Dy Gs X X
Epinefrina, B Gs X
Norepinefrina B> Gs X
Prostanglandina DP, Gs X X X
D
Prostanglandina EP, Gs X X X
= EP, Gs X
Prostaciclina IP Gs X X X
Relaxina RXFP Gs X X
Vasopresina V, Gs X
VIP, PACAP VPAC, Gs X X X
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Cuadro 2. Contraccion mediada por receptores acoplados a proteina G en musculo liso.
Receptores y ligandos localizados en el sistema vascular involucrados en la contraccién (27).

Ligando Receptores Acoplamiento a
proteina G
Vasos Sistema Utero Tracto Urogenital Ciliar
sanguineos respiratorio gastrointestinal
Acetilcolina M, GilGq X X X X X
M, G /Gy4 X X X X
Adenosina A, GilGq X X
Angiotensina AT1 GQ/G11,Gi/G0,G12/G13 X
Apelina APJ GilGq X X
ATP/UTP P2Y, G /G4 X
P2Y, G /G4 X X X
P2Yq G /G4 X X
Bradiquinina B, G /Gy, GIGq X
B, G /Gy, GIGq X X
Colecistocinina CCK; G /Gy4 X
Endotelina ETA GQ/G11, G12/G13 X X X
ETs G /Gy, G/Gq X X
Epinefrina QA G /Gy4 X
,norepinefrina .04 G /Gy4 X
. d4p GQ/G11 X
.Qop Y doc Gi/Go X X
.o Gi/Go X
Histamina H, Gy/Gi1 X X X
Leucotrieno B4 BLT, G/G11, GGy X
Leucotrieno CysLT, Gy/Gi1 X
C4/D4
LPA LPA4, LPA;, Gy/Gyy, GilGo, X X X
LPA; G1o/Gys
Melatonina MT, G /G4 X
Motilina MTLR Gq/G11,G12/G13 X
Neuroquinina A NK, G /G, G/Gg X X X
Neuroquinina B NK3 G /G4 X
Neuromedina U NMU, G /G4 X X
Neuropeptido S NPS G /G4 ? X
Neuropeptido Y Y Gi/Gg X X
Neurotensina NTS; G /G4 X
Oxcitocina oT G /G4
Prostanglandina EP, G /G14 X X X
E2 EP; GilGq X X X
Prostanglandina FP GilGg X X
F2a
S1P S1P,, S1P3  G/G14,G12/G13 X X X
Serotonina 5-HT a8 Gi/Gq X X
5-HT 4 Gi/Gy
5-HT a8 G/Gy1 X X X
Somatostatina SST, GilGq X X X X
Tromboxano A2 TP G/G11,G12/G13 X X
Trombina PAR1,2,3 Gq/G11,G12/G13 X X X
Urotensina |l uT G/Gy1 X
Vasopresina Via Gy/Gy1 X
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3.11. Receptores serotoninérgicos (5-Hidroxitriptamina (5-HT)) presentes en
musculo liso vascular

Existe 14 diferentes receptores de 5-HT los cuales estan divididos en 7 grupos (5-HT;
hasta 5-HT7) basado en su estructura molecular, propiedades de transduccién de sefales,
y sus propiedades farmacologicas (32). Todas las familias de receptores son receptores
heptahélicos acoplados a proteinas G (Gs, Go, Gi, Gg11), a excepcion de la familia de

receptores 5-HT3 (familia de canales idnicos) (33).

3.11.1.Receptores 5-HT involucrados en la Vasoconstriccion

Los receptores 5-HT1g y 5-HT2a han sido localizados en células de musculo liso de aorta y
arteria pulmonar, arteria temporal y occipital (32), la familia de receptores 5-HT2g, 5-HTs3,
5-HT, y 5-HT; también se encuentran activos en los tejidos vasculares (15) (33). La
vasoconstriccion es predominantemente mediada por el receptor 5-HTza (34), usando las
vias de regulacién de protein-cinasa C, Rho-cinasa y cinasas extracelulares (35). El
receptor 5-HTg/1p puede mediar también la vasoconstriccion como es el caso de los
triptanes, los cuales son agonistas de este receptor usados en el tratamiento de migrafia

(34).

3.11.2.Receptores 5-HT involucrados en la Vasorelajacion.
Basado en la localizacion celular de mARN para los receptores 5-HT, se sugiere que los
receptores endoteliales, 5-HT4g, 5-HT2s y los receptores del musculo liso 5-HT7, pueden

estar involucrados en la relajacion vascular (32) (33).

3.12. Receptores adrenérgicos presentes en musculo liso vascular

Los receptores adrenérgicos, pertenecen al grupo de amino-receptores de la familia de la
rhodopsina y estan acoplados a proteina G. Estos receptores, estan presentes en casi
todos los tejidos periféricos y en muchas poblaciones neuronales, forman parte de
funciones fisioldgicas como son, regulacion cardiaca, pulmonar, presion sanguinea y una
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amplia variedad de funciones del sistema nervioso central incluyendo el metabolismo (36).
Hasta el dia de hoy se han encontrado 9 subtipos de adrenoreceptores, que han sido
agrupados segun sus caracteristicas estructurales y farmacoldgicas. Estos estan
agrupados en la figura 4 donde también se muestra en general, los efectos fisioldgicos de
los receptores adrenérgicos y el tipo de proteina G a la que se ha reportado que estan

acoplados (37).

ala
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.B5(G,, G;)(metabolismo de
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Figura 4. Adrenoreceptores y sus efectos fisiologicos, tipo de proteina G a la que estan
acoplados (37).

En las arterias mesentéricas y pulmonarias de rata los subtipos de receptores
adrenérgicos a4 son mediadores de las contracciones al usar norepinefrina o fenilefrina
(38), cabe destacar la importancia de este receptor ya que esta involucrado en el trabajo

que se realizara.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La atencion primaria de salud de un 80% de la poblacion de los paises en desarrollo se
basa en la medicina tradicional, por herencia cultural o por que no existen otras opciones.
En los paises desarrollados, muchas personas recurren a diversos tipos de remedios
naturales porque consideran que “natural” es sinénimo de inocuo.

Muchos productos medicinales, tradicionales o alternativos son de venta libre. En una
encuesta realizada en 142 paises por la OMS, 99 de ellos respondieron que la mayoria de
estos productos podian adquirirse sin prescripcion. En 39 paises muchos remedios
tradicionales se utilizan para la automedicacién y son comprados o preparados por
amigos o conocidos, o por el propio paciente. Esas tendencias plantean dudas acerca de
la calidad de los productos utilizados, su idoneidad terapéutica en cada caso, y la falta de
seguimiento médico.

La OMS considera el uso de las medicinas tradicionales y alternativas cuando éstas han
demostrado su utilidad para el paciente y representan un riesgo minimo, pero a medida
que aumenta el numero de personas que utiliza esas medicinas, los gobiernos deben
contar con instrumentos para garantizar que todos los interesados dispongan de la mejor
informacion sobre sus beneficios y riesgos (39).

Por ésta razén las investigaciones en medicina herbolaria estdn encaminadas a brindar
informacion cientifica sélida, asi como la busqueda de nuevos métodos y farmacos
capaces de brindar un mejor desempefio ante diversas patologias.

Por ello, realizar estudios sobre la planta conocida comunmente como Santa Maria
(Tanacetum parthenium), especificamente en uno de sus componentes, conocido como
santamarina, a la cual se le atribuyen propiedades farmacoldgicas de interés cientifico, es
de suma importancia para aumentar el conocimiento fitoquimico y terapéutico que se le
atribuye a la planta y para tener evidencia cientifica que respalde sus propiedades

medicinales.
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5. OBJETIVO

Explorar el mecanismo de accion relajante de la santamarina aislada de Tanacetum

parthenium, en el modelo de 6rgano aislado de aorta toracica de rata.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

- Aislar a la santamarina de la planta Santa Maria (Tanacetum. Parthenium).

- ldentificar a la santamarina a partir de sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas utilizando RMN *C y RMN "H.

- Determinar el efecto inhibitorio de santamarina sobre las contracciones inducidas por

fenilefrina.
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7. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se conoce que los extractos de diclorometano de Tanacetum parthenium tienen actividad
relajante sobre el musculo liso vascular, por lo que se espera que la santamarina, que es
uno de los componentes en este extracto, presente inhibicion de las contracciones
inducidas por fenilefrina como un mecanismo de relajacion vascular en el modelo de

organo aislado de aorta de rata.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Material vegetal

El material vegetal fue adquirido en el mercado de Sonora, con el nombre de Santa Maria,
en enero del 2012.

La identificacion botanica confirmo a la planta como, Tanacetum parthenium (L.) Schultz-
Bip mexicana, realizada por la M. en C. Abigail Aguilar del Herbario Medicinal del IMSS,

una muestra de la planta quedo6 almacenada, con el numero de registro 13622.

8.2. Equipos

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron los siguientes equipos y programas.
-Evaporador rotatorio marca Buchi, R-100

-Poligrafo Biopack System MP100

-Programa Acknowledge 3.5.3.

-Software Graphpad Prism® version 5.00

-Software Sigma Plot 11.0

8.3. Purificacion del compuesto santamarina

El proceso inicio con la separacion de las hojas y flores de 35 kg de la planta, obteniendo
un peso de 5 Kg, estas se maceraron con 32 L de diclorometano, la maceracién se llevé a
cabo 3 veces por periodos de 72 horas cada uno, el macerado total se concentré en un
evaporador rotatorio obteniendo un extracto de 734 g. El extracto se dividié a la mitad,
una de las mitades se fracciond en una columna cromatografica de fase normal, usando
gel de silice 60 (0.063-0.200 mm), con un gradiente de polaridad Hexano/Acetato de etilo,
3:1, 1:1 y 1:3, de la cual se obtuvieron 90 fracciones, siendo las fracciones 40-90 ricas en
lactonas, éstas se identificaron usando una referencia de santamarina aislada en trabajos
anteriores y monitoreadas con la técnica de cromatografia en placa delgada. La
identificacion se hizo cualitativamente, usando como revelador sulfato cérico amoniacal

donde las lactonas toman un caracteristico color violeta. Las fracciones ricas en
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santamarina, obtenidas de las dos mitades del extracto inicial se colectaron para,
continuar la purificacion por medio de columnas sucesivas, con las mismas caracteristicas
a la anteriormente descrita. La purificacion continué hasta obtener lactonas en forma de
agujas de color blanco opaco.

Las fracciones purificadas de lactonas, fueron identificadas como una mezcla isomérica
de santamarina y reynosina. Para separar ésta mezcla isomérica, se usé una columna
cromatografica en la cual se utilizdé gel de silice 60 (0.063-0.200 mm) adsorbido con una
solucion acuosa al 1% p/v de nitrato de plata y posteriormente activado a 120 °C por una
hora. La mezcla de lactonas se eluyd con un gradiente de polaridad Hexano/Acetato de
etilo, 3:1, 1:1 y 1:3, para separar a la santamarina de la otra lactona. La primer lactona en
eluir de la columna es la santamarina, ésta aparece en las primeras fracciones, su
localizacion se demostrd al hacer el analisis espectroscopico de los cristales obtenidos, la
segunda lactona en eluir es la reynosina, la cual aparece en las fracciones finales. La
santamarina obtenida de la columna de nitrato de plata se purifica disolviéndola en
diclorometano caliente y posteriormente induciendo la cristalizacién con un bano de hielo,

los cristales se filtraron con vacio obteniendo 5.5403 g de santamarina.

8.4. Farmacos

Los farmacos utilizados para llevar a cabo los experimentos de este trabajo fueron;
clorhidrato de fenilefrina, bitartrato de norepinefrina monohidratada y cloruro de carbacol
estos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich®. La santamarina usada fue aislada, purificada e

identificada con los espectros de RMN *C, RMN "H.
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8.5. Animales de experimentacion

Los experimentos se realizaron en ratas Wistar macho de entre 175-200 g de peso, los
cuales fueron adquiridos en Harlan, S.A. de C.V., estas se mantienen con ciclos de luz-
obscuridad de 12 horas, a una temperatura constante de 22 + 2 °C, con libre acceso a
comida y agua potable antes de los experimentos. Todos los procedimientos se realizaron
siguiendo los lineamientos marcados por la Norma Oficial Mexicana, NOM-062-Z00-1999
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidados y uso de los animales de

laboratorio.

8.6. Solucidn fisiolégica Krebs-Henseleit (solucion de lavado)
La solucién se prepard antes de cada experimento y se puso en un bafo a temperatura
constante de 37 °C. La formulacion para preparar 4 litros de solucion de lavado, consta de

las sales descritas en el cuadro 3.

Cuadro 3. Formulacion para preparar 4 L de solucion fisiolégica Krebs (solucion de lavado).

Sal Distribuidor Peso en gramos
NaCl J.T. Baker 27.612
KCI J.T. Baker 1.404
CaCl, * 2H,0 J.T. Baker 1.4708
MgSO, * 7H,0 Quimica Meyer 1.182
NaH,PO, * H,O Quimica Meyer 0.662
NaHCO; J.T. Baker 8.4
D-Glucosa monohidratada Quimica Meyer 7.992
EDTA Sigma-Aldrich® 0.068
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8.7. Ensayo biolégico; Modelo de Organo Aislado

Se utilizé un Poligrafo Biopack System modelo MP100-AC y para la obtencién de los
datos se empleo el software Acq Knowledge 3.8.2.

Los animales se sacrificaron en una camara de CO,, posteriormente se diseco la primera
mitad de la aorta comprendida en el area del térax y se cortaron aproximadamente 8
anillos de 2 a 3 mm de grosor. Los anillos se colocaron con ayuda de ganchos de
nicromel dentro de una camara llena con 10 mL de solucidn fisiologica Krebs-Henseleit a
37 °C y aireacion constante con una mezcla de 95% de oxigeno y 5% de CO; (Figura 5).

Cada uno de los anillos de aorta se tenso a 4 g de fuerza al inicio de cada experimento.

Fransductor

S0Ydasa( (

Figura 5. Esquema del montaje del tejido en el Poligrafo Biopack System MP100-AC.

Antes de los experimentos, los anillos aislados en las camaras se mantuvieron en
estabilizacién durante 1 hora, con lavados cada 15 min. Posteriormente se estimularon en
dos ocasiones con una solucién de 100 uM de norepinefrina para asegurar su viabilidad,
después de la primera estimulacién con norepinefrina al llegar a una meseta se estimula
con una solucién de 100 uM de carbacol para comprobar la viabilidad del endotelio,
después de cada estimulacion se realizé un lavado.
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El tejido se dejo reposar durante una hora con lavados cada 15 minutos, al finalizar el

tiempo de estabilizacién se comenzd con los experimentos pertinentes.

8.8. Curva dosis respuesta de santamarina

Se realiz6 una curva con concentraciones acumulativas usando santamarina a las
concentraciones de 0.1 pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.5 pyg/mL, 1 pg/mL, 1.5 yg/mL, 3.75 pg/mL,
7.5 yg/mL, 15 pyg/mL, 30 yg/mL y 60 pg/mL, comenzando con la concentracion mas baja
del farmaco y aplicando la concentracién sucesiva al observar en el registro una
contraccion estable del tejido. Se utilizé un control, el cual consta de agua destilada y

trazas de Tween 80.

8.9. Curva dosis respuesta de fenilefrina

Se realiz6 una curva de contraccion utilizando concentraciones acumulativas de fenilefrina
a las concentraciones de 1x10™'° M, 3x10™ M, 1x10° M, 3x10®° M, 1x10° M, 3x10°® M,
1x107 M, 3x107 M, 1x10° M, 3x10° M, 1x10° M y 3x10™ M, en cada uno de los canales,
comenzando con la concentracion mas baja del farmaco y aplicando la concentracion
sucesiva al observar en el registro una contraccion estable del tejido, ésta curva se uso
como control del 100 % de contraccion para la curva de inhibicién de contraccién inducida

con santamarina.

8.10. Curva de inhibicién de la contraccién

Después de realizar la curva de contraccién con fenilefrina se lavan perfectamente los
tejidos y se dejan reposar 1 hora, con lavados cada 15 minutos, hasta alcanzar una linea
basal constante.

En cada uno de los canales se aplicd una concentracion diferente de santamarina a las
concentraciones de 300 pg/mL, 177 ug/mL, 100 yg/mL, 57 ug/mL, 30 ug/mL, 17 ug/mL y
un control (agua destilada con trazas de Tween 80), se dejé en reposo por 15 minutos

para permitir que el compuesto interactue con el tejido. Pasado el tiempo de incubacién,
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se procedid a realizar nuevamente la curva acumulativa de fenilefrina, en cada uno de los
tejidos con el compuesto incubado, obteniendo asi el efecto de inhibicion de la
contraccion inducido por una concentracién dada de santamarina, lo cual se comparoé con

el 100% de efecto obtenido en la curva acumulativa de fenilefrina inicial.

8.11. Calculo de potencia antagonista pA™2

El calculo del potencial antagonista se realizopara un antagonismo tipo no competitivo por

una modificacion a la ecuacion de Schild, con la siguiente relacion:

Log (x'—1) =b+m (Log B)

Efecto maximo del Agonista en ausencia del Antagonista

- Efecto maximo del Agonista en presencia de una Concentracion del Antagonista
B = Concentraciéon de Antagonista
b = Ordenada al origen
m = Pendiente cuando se cumple que x' = 2 ,el Log (x' — 1) = 0, por lo que:
—ﬁ = (—Log B) = pA’2
m

(40)
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9. RESULTADOS

9.1. Aislamiento e identificacion de la santamarina
Se utilizaron 35 kg de Santa Maria (Tanacetum parthenium), de la cual se obtuvieron
5.5403 g de cristales del compuesto santamarina con un rendimiento del 0.0159 % con

respecto a la planta seca.

Los cristales obtenidos se analizaron con espectrometria de RMN'H y RMN'3C, la cual
permitidé confirmar que las sefales de desplazamiento quimico como las constantes de
acoplamiento coinciden con las reportadas para el producto natural santamarina (41) (42)

ver anexo 1y 2.

A continuacidon se describen en detalle las principales sehales de los espectros de la
santamarina: "H NMR (400 MHz, CDCls, & ): 3.66 (1H, dd, J= 6.59, 9.98 Hz, H-1a); 5.35
(1H, m, H-3); 3.95 (1H, m, H-68); 6.08 (1H, d, J= 3.24 Hz, H-13); 5.42 (1H, d, J= 3.09 Hz,
H-13); 0.87 (3H, t, J= 2.78 Hz, H-14); 1.83 (3H, m, H-15), *C NMR (400 MHz, CDCls, 5):
74.9 (C-1), 32.5 (C-2), 121.3 (C-3), 133.3 (C-4), 51.1 (C-5), 81.6 (C-6), 50.9 (C-7), 21.1 (C-
8), 34.2 (C-9), 40.8 (C-10), 138.9 (C-11), 171 (C-12), 119.9 (C-13), 14.1 (C-14), 23.2 (C-

15).

OH1a

Figura 6. Estructura de la santamarina.
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9.2. Curva concentracion-respuesta con santamarina

La santamarina aislada presentd un efecto contractil inicial con una CEso=7.716 + 0.1321
pMg/mL asi como un efecto maximo de 70.1964 % a la concentracion de 30 uyg/mL y para la
concentracion mas baja utilizada 0.1 pg/mL se obtiene un efecto de 27.46 % de

contraccion figura 7.

Por ultimo, al observar la curva se hace evidente una disminucién del efecto contractil a la
concentracion mas elevada de 60 ug/mL (Figura 7), ésta disminuciéon se discute en el

siguiente punto.

100 -

80 A

-~ Santamarina

2 &

% Efecto de contraccion

-1 0 1 2 3
Log Concentracion

Figura 7. Curva del efecto contractil de la santamarina la cual presenta una CEsy= 7.716
0.1321 ug/mL. Cada punto representa el promedio + EEM de al menos 6 experimentos.
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9.3. Comprobacion del efecto de taquifilaxia ocasionada por santamarina usando un
agonista de los receptores as-adrenérgicos.

Como se puede observar en la figura 7 la curva de la santamarina presentd un efecto de
taquifilaxia, éste se da por una disminucién de la respuesta contractil a concentraciones
elevadas de compuesto. Este efecto se observd mejor en los trazos realizados en el
poligrafo (Figura 8) en donde al llegar a la concentracion mas alta de la curva de la
santamarina, se observd una disminucion de la contraccion del tejido. Por lo tanto, para
demostrar que dicha respuesta no es por un deterioro del tejido, se llevo a cabo la adicion
de fenilefrina a la concentracién de 1x10° M antes y después de haber realizado la curva

de santamarina.

Curva acumulativa de
contraccion con santamarina

Estimulacién con
fenilefrina

i

Comparacion del efecto inicial y final
de la fenilefrina en el tejido

SR g N

Figura 8. Trazo del experimento para comprobar el efecto de fenilefrina. En este trazo se
observé una primera estimulaciéon con una concentracién de fenilefrina de 1x° M, la cual sirve
como control positivo, posteriormente se realiza un lavado para proseguir con la adicién de las
diferentes concentraciones de la santamarina y concluyendo con una adicion de fenilefrina a una
concentracion de 1x10° M para comprobar la viabilidad del tejido. Por ultimo se compararon los
efectos de contraccion inicial y final de las estimulaciones de fenilefrina.
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Por lo tanto, al comparar las respuestas dadas por las dos estimulaciones de fenilefrina

(Figura 9) se observo que el tejido continua viable, ya que existe una respuesta contractil

al adicionar la fenilefrina al final de la curva de la santamarina, asi mismo el efecto

contractil de la fenilefrina se ve abatido al 72.34% de efecto al ser comparado con el

efecto de la fenilefrina en ausencia de la santamarina, con una diferencia significativa (*P<

0.001).

100-

80-

60-

40+

%Efecto contraccion

Controles fenilefrina 1x10-5

Figura 9. Efecto de la contraccion inducida por fenilefrina antes y después de la curva de
santamarina, usado para comprobar la viabilidad en el tejido. Existe diferencia significativa *P<

0.001 (Los datos fueron analizados con una prueba T- Student pareada). Cada barra representa la

media + EEM de al menos 6 observaciones.
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9.4. Inhibicion de la contraccién de fenilefrina inducida por santamarina

En la figura 10 se muestra el efecto de inhibicion de la contraccion inducida por la adicion
de fenilefrina, usando a la santamarina como inhibidor, donde se puede observar el
abatimiento del efecto maximo directamente proporcional al aumento de la concentracion

de santamarina, mostrando un antagonismo de tipo no competitivo.

100 o
Cruva de Fenilefrina
-
control
- santamarina 17 ug/mL
80- + fenilefrina
5 _, Santamarina 30 ug/mL
‘o + fenilefrina
o
g 60- - santamarina 57.7 ug/mL
g + fenilefrina
o :
o _o Santamarina 100
O 40- ug/mL + fenilefrina
2
L _. santamarina 177 ug/mL
S + fenilefrina
20- o santamarina 300 ug/mL
+ fenilefrina
-4~ Blanco
c L] L] 1
-12 -10 -8 -6 -4

Log conc. fenilefrina

Figura 10. Efecto inhibitorio de la santamarina a diferentes concentraciones sobre las
contracciones inducidas por fenilefrina en aorta de rata. Existe diferencia significativa *P<0.05
comparados contra el control de fenilefrina (Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis de una via
seguida de una prueba post hoc de Dunn’s). Cada punto representa la media + EEM de al menos
6 observaciones.
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En el cuadro 4 se presentan los porcentajes de contraccidon maximos alcanzados en cada
concentracion de santamarina. Se puede observar que existe una diferencia significativa

*P<0.05 al ser comparados contra la curva control de fenilefrina.

Cuadro 4. Maximo porcentaje de contracciéon inducido por fenilefrina en presencia de
santamarina a diferentes concentraciones.

Concentracion de santamarina (ug/mL) % Maximo de Contraccién +/- EEM

0 73.93+/- 0.263
17 70.03+/-0.7656

30 47.19+/-3.21

57.7 15.67+/-2.72

100 41.14+/-1.21

177 11.03+/-1.17

300 11.64+/-2.41

9.5. Calculo del potencial antagonista pA’;

La concentracion de santamarina calculada para inhibir al 50 % la contraccion producida
por fenilefrina es de 29.04 + 0.105 ug/mL, ésta se calculé usando una modificacion a la
ecuacion de Schild, obteniéndose el valor de pA’2 = -1.463 £ 0.105 el cual se obtiene

graficamente de la interseccion de la recta en el eje de abscisas cuando Y=0.

2.0

- m=-1.339 +/- 0.1201
_ b=-1.959 +/- 0.2184
x 0 ?=0.8326
€ 05 PA’>=-1.463 +/- 0.105

0.0 T T .

-2.5 -2.0 -1.0
-0.5- -Log B E

Figura 11.Grafica de Schild para la obtencion del pA’, de santamarina con respecto a la
fenilefrina. Las concentraciones utilizadas de santamarina fueron 17.7, 30, 57.7, 177 y 300 ug/mL
respectivamente.
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10. Discusion de resultados
La santamarina presentd una actividad contractil sobre el musculo liso vascular en el

modelo de 6rgano aislado de aorta de rata (Figura 7). Estos resultados difieren con otros
estudios realizados sobre distintas lactonas sesquiterpénicas entre las cuales destaca la
partenolida, la cual presenta efectos relajantes en el musculo liso vascular de aorta de
conejo (14) (43). Se hace mencion de que la actividad de la partenolida se debe a la
presencia en su estructura del grupo a-metilen-Y-lactona (14), éste compuesto es
agonista del receptor de potencial transistorio de canal catidnico (TRPA1), el cual esta
involucrado en el mecanismo de generacion de la migrana (13), El anillo a-metilen-Y-

lactona es el mismo grupo presente en la santamarina.

Por otro lado, se observoé que a una concentracion de 60 ug/mL existe una disminucion
del efecto contractil, dicho efecto esta asociado a un efecto de taquifilaxia la cual esta
definida como una perdida del efecto farmacolégico de un farmaco durante un
tratamiento, sin embargo, existe también una tolerancia de tipo celular, la cual se da
cuando existe una estimulacion repetida a los receptores acoplados a proteina G esto
causa una fosforilacion de determinados residuos del receptor, lo que provoca un
desacoplamiento de las proteinas transductoras y una inactivacion; los receptores son
reconocidos de forma especifica por proteinas que promueven su internalizacion y su
posterior destruccion con lo que disminuye su densidad en la membrana y por lo tanto los
efectos de los agonistas (44). Considerando el efecto taquifilactico observado de la
santamarina se adiciono fenilefrina, a una concentracién de 1x10° M antes y después de
cada curva de santamarina, para lo cual se encontré que el tejido continua viable, ya que
alcanza un efecto de contraccion de 72.34 %, sin embargo se observd que el efecto de
fenilefrina no llega nuevamente al 100 % como era de esperar, dado que presenta una

diferencia significativa con respecto al control, como se muestra en la figura 9.
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Como se pudo observar la santamarina inhibe el efecto de contraccién inducido por la
fenilefrina, este efecto es dado por la afinidad a los receptores adrenérgicos a4, como se
ha descrito en trabajos anteriores de ésta planta, donde utilizan a la reynosina que es un
isbmero estructural de la santamarina y el extracto diclorometanico del cual se aisl6 la
lactona usada en este trabajo. Por otro lado, el extracto diclorometanico asi como la
reynosina usados en trabajos anteriores, presentaron actividad sobre los receptores
serotoninérgicos (5-HT) y adrenérgicos de tipo a4, siendo mas afines a este ultimo
receptor (40). Debido a lo anterior se decidié realizar una curva de inhibicion de la
contraccion inducida por fenilefrina (Figura 10) en donde la santamarina presentd un
antagonismo de tipo no competitivo, asi como un comportamiento de inhibicion de la
contraccion inducida con fenilefrina directamente proporcional a la concentracién de la

santamarina.

Por otro lado y apoyados en la modificacion de la ecuacién de Schild para el calculo de
potencial de antagonismo, se calcul6 el pA'2 de la santamarina usando como agonista a
la fenilefrina (Figura 11), el cual al ser comparado con los valores de pA’2 de la reynosina
y el extracto diclorometanico usando el mismo agonista reportado en trabajos
anteriores(40), se observa que la santamarina es mas potente que la reynosina y el
extracto diclorometanico ya que presenta un pA’2 mayor, asi también al observar la
concentracion que inhibe el 50 % del efecto maximo se puede notar claramente que la
santamarina presenta una mayor potencia antagonista que reynosina y que el extracto de

donde se obtuvo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion del pA’2 y CE; de la santamarina, reynosina y extracto
diclorometanico.

Compuesto pA’2 * EEM Concentracion que inhibe el
50% del efecto maximo

Santamarina -1.46 £ 0.105 29.04 £ 0.105

Reynosina -1.54 £ 0.090 34.83 £ 1.23

Extracto diclorometanico -1.651£0.092 4526 + 1.23

33



Por Gltimo en el analisis espectroscopico de RMN 'H y C', se| confirmé que el compuesto
evaluado en este trabajo es la santamarina, ya que al observar las sefiales obtenidas,

éstas corresponden a las sefales reportadas en la bibliografia (42) (43).

11. CONCLUSIONES
La santamarina fue aislada e identificada ésta presentd efecto contractil sobre el musculo

vascular de aorta de rata con capacidad para inhibir las contracciones inducidas por
fenilefrina de forma no competitiva con un valor de pA’2= -1.46 + 0.105. El doble efecto
contractil e inhibitorio de la santamarina sugiere un efecto agonista parcial con capacidad

de inhibir las contracciones de un agonista as-adrenérgico.

12. PERSPECTIVAS
Tomando como base los resultados de este trabajo se propone como perspectivas los

siguientes puntos.

Realizar una curva de Inhibicién de la contraccion de serotonina inducida por santamarina

a diferentes concentraciones.
Calcular el pA’2 de la santamarina utilizando a la serotonina como agonista.

Comparar los resultados de los puntos anteriores con los de la reynosina y el extracto

presentados en trabajos anteriores en el laboratorio.

Lo anterior podria atribuir o no un posible efecto de la santamarina sobre los receptores
serotoninérgicos, asi como su posible relacion con la actividad antimigrafia atribuida a la

planta Tanacetum parthenium y en general a la santamarina.
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Anexo 2. Espectro de RMN *H (400MHz/CDClI3) de la santamarina
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