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1.INTRODUCCION

La investigacion sobre productos naturales esta comunmente relacionada al
desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos con el propdsito de ofrecer

alternativas terapéuticas para el tratamiento de diversos padecimientos.

En la medicina tradicional, como en la medicina complementaria alternativa
el uso de las plantas es comun (OMS, 2002). Se estima que del 70 al 80 % de la
poblacion mundial, principalmente en paises en vias de desarrollo, utilizan las
plantas medicinales para la atencién primaria en los sistemas de salud (Rokaya y
cols., 2014). Por ello, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha determinado
que el uso de las plantas medicinales en la atencién primaria debe estar
sustentada en bases cientificas que demuestren su seguridad y efectividad para

su administraciéon en humanos.

La Annona diversifolia Saff. (A. diversifolia), comunmente conocida como
“‘ilama”, es una especie ampliamente utilizada en la medicina tradicional para tratar
diarrea, catarro, tos, algunas parasitosis (Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca,
2008) y cdlicos (Carballo y cols., 2010). En estudios controlados con animales de
laboratorio se ha demostrado el efecto anticonvulsivo (Gonzalez-Trujano y cols.,
2006a) y antinociceptivo (Carballo y cols., 2010) de alguno de sus extractos; sin
embargo, no hay evidencia en cuanto al efecto espasmolitico a pesar de su uso

para el alivio de los célicos intestinales.

En este trabajo se evalud la actividad espasmolitica del extracto etandlico
de la A. diversifolia Saff., utilizando el modelo in vitro de ileon aislado de cobayo
(Ventura-Martinez y cols., 2011). Este modelo se basa en que el ileon, que es la
porcidn del intestino delgado que posee un gran numero de neuronas entéricas,
controla la contraccién y relajacion del musculo liso intestinal a través de la
liberacion de varios neurotransmisores. El estudio de la actividad espasmolitica
producida por los extractos de especies vegetales medicinales a través de este
modelo aporta una base cientifica que permite validar su uso como

antiespasmaodico en la medicina tradicional.



2. MARCO TEORICO

2.1. Plantas medicinales

Muchos de los medicamentos que actualmente se utilizan en la clinica
fueron desarrollados a partir de las plantas medicinales; por lo que su estudio y el
conocimiento acerca de su uso en la medicina tradicional, tiene un papel
importante en el desarrollo de nuevos farmacos. En México, su posicion
geografica le proporciona una gran riqueza en plantas (considerando que debe
tener mas de 30,000 especies), lo cual lo coloca como un pais con una gran

riqueza en la medicina herbolaria (Heinrich y cols., 2014).

En distintos paises, la medicina tradicional y/o la medicina complementaria
alternativa, representan alternativas utilizadas en la practica de la medicina. La
primera se refiere a la medicina que se origina por el conocimiento etnomédico de
una region y es utilizada en la misma; mientras que, en la segunda, la medicina
originaria de una region, se utiliza en los paises industrializados de distintas
regiones del mundo (OMS, 2002).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce el uso de la plantas
medicinales con fines terapéuticos en la atencién primaria ya que define a la
medicina tradicional como “practicas, enfoques, conocimientos y creencias
sanitarias diversas que incorporan medicinas basadas en plantas, animales y/o
minerales, terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados de forma
individual o en combinacion para mantener el bienestar, ademas de tratar,
diagnosticar y prevenir las enfermedades” (OMS, 2002). Su uso terapéutico esta
sujeto al sustento cientifico con el que cuente cada especie, ya que a través de
éste se pude conocer la seguridad, efectividad y calidad requeridas para su

administracion en humanos (Kasilo y Nikiema, 2014).

La fitoterapia se basa en el uso de extractos vegetales que, en algunos
casos, producen un mayor efecto terapéutico que un principio activo puro

(Sanchez y cols., 2000); sin embargo, en la mayoria de los casos, se carece de



estudios cientificos que sustenten su seguridad (Carballo y cols., 2005; Garcia y
cols., 2009b).

2.2. Familia Annonaceae

La familia Annonaceae se encuentra distribuida en las areas tropicales de
América, Africa y Asia, la cual se compone de cerca de 2,500 especies en 140
géneros (Andrés-Agustin, 2011). En México, de acuerdo a la Red Mundial de
informacion sobre Biodiversidad, hay 62 especies de 14 géneros que se
encuentran distribuidas en Chiapas, Guerrero, Yucatan, Michoacan y Morelos
principalmente. En Chiapas se encuentran 12 especies de Annonas, ubicandolo
como el estado con mayor abundancia y diversidad en especies de este género
(Estrada-Reyes y cols., 2011). Las especies mas estudiadas en nuestro pais son:
Annona cherimola, A. diversifolia, A. reticulata y A. muricata (Andrés-Agustin,
2011).

El género Annona es utilizado por los indigenas y campesinos por sus
propiedades antidiarreicas, anticatarral, antitusigena y para tratar ectoparasitosis
por piojos y chinches (Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca, 2008). Para su uso
medicinal se utilizan principalmente las ramas, hojas, corteza, fruto y semillas; a
estas ultimas comunmente se les atribuye las propiedades toxicas que presenta la
A. cherimola (Estrada-Reyes y cols., 2011). Las hojas de la A. cherimola
(chirimoya) y A. muricata (guanabana) se utilizan popularmente para tratar la
diarrea, y la disenteria, entre otros problemas gastrointestinales (Argueta y cols.,
2009). La infusion de las hojas de A. reticulata se utiliza en Tabasco para tratar
dolores estomacales e intestinales, y para el alivio del “enlechado”; el cual consiste

en una diarrea fétida producida en el lactante (Argueta y cols., 2009).

Con la tradicion etnobotanica donde se hace uso de las hojas, de las ramas
y de los frutos (Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca, 2008) y aunado al hecho de
que las especies del género Annona se caracterizan por sintetizar acetogeninas,

derivados lipidicos (policétidos) y alcaloides principalmente del tipo bencil-



isoquinolicos con actividad en el Sistema Nervioso Central (SNC). Todo lo anterior
hace de las especies pertenecientes a este género objetos iniciales de estudio

para la obtencion de posibles farmacos (Estrada-Reyes y cols., 2011).

Existen estudios previos donde se reporta la actividad ansiolitica del
extracto hexanico de las hojas de A. cherimolia, indicando que la actividad
farmacoldgica es sobre los receptores GABAa (Lopez-Rubalcava y cols., 2006). La
actividad antiparasitaria (contra ectoparasitos) del género ha sido estudiada con
los extractos organicos de las hojas y las semillas de A. squamosa, utilizando
estos extractos para preparar cremas anti piojos (Tiangda y cols., 2000). Para esta
misma especie, el efecto toxico se estudio en los ojos y piel de conejos aplicando
extractos obtenidos con disolventes de diferente polaridad, con lo cual se
demostré que el extracto con mayor toxicidad fue el obtenido con éter, mientras
que; el extracto etandlico solo mostré toxicidad aplicado en los ojos pero no
sobre la piel de los animales de experimentacion (Sookvanichisilp y cols., 2006).
La actividad antidiarreica se estudio sobre el transito intestinal en ratones y
sobre la actividad espontanea del yeyuno de conejo con el extracto metandlico de

la corteza de A. senegalensis (Suleiman y cols., 2007; Okoye y cols., 2012).

2.2.1. Annona diversifolia Safford (A. diversifolia Saff.)

2.2.1.1. Botanica

La Annona diversifolia es un arbol frutal con una altura promedio de 4
metros (Figura 1), que puede alcanzar hasta 8.5 m (Julian-Loaeza y cols., 2011).
Posee hojas de 2.7 a 5 cm de ancho que presentan diferentes formas (obovada,
eliptica y ovada); siendo esta variedad de formas lo que da su denominacién
“diversifolia”. Su flor tiene tres pétalos externos de longitud variable (Ballesteros y
cols., 2006), que pueden ser de un color amarillo con rosa a un color café con

purpura (Figura 2a). El fruto puede pesar desde 500 a 900 g y es de forma



ovalada con una superficie rugosa y protuberante (Figura 2b). Cada arbol puede
producir en promedio 50 frutos por afo (Julian-Loaeza y cols., 2011; Santos-
Sanchez y cols., 2011).
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Figura 2. (a) Flor (Ballesteros y cols., 2006) y, (b) fruto de A. diversifolia Saff. (Julian-
Loaeza y cols., 2011).



2.2.1.2. Distribucion

La Annona diversifolia es una especie de gran importancia econémica
debido a que su fruto se comercializa por su sabor agradable, alto contenido de
pulpa y su valor nutricional, ya que es fuente de fibra y minerales como zinc y
potasio (Julian-Loaeza y cols., 2011). Es endémica del sureste de Meéxico,
Guatemala y El Salvador (Julian-Loaeza y cols., 2011). En México, en los estados
de Colima, Guerrero y México, es comunmente conocida con el nombre de
‘ilama”, “ilama zapote”, “ilamazapotl”, “izlama”, “hilama” o “zapote de vieja”;
mientras que, en la region de Tehuantepec y en Yucatan, es conocida como

“papusa”, “papauce” o “anona blanca” (Carballo y cols., 2010).

2.2.1.3. Analisis fitoquimico

En el analisis fitoquimico del extracto etandlico de A. diversifolia utilizando
cromatografia en capa fina se identifico la presencia de flavonoides, triterpenos y

alcaloides (Carballo y cols., 2010).

Los flavonoides identificados hasta el momento, a través de estudios de
HPLC a partir del extracto acuoso de las hojas de la planta, son la rutina y la
isoquercitrina (Brindis y cols., 2013). En las semillas de A. diversifolia se
identificaron y aislaron dos acetogeninas, laherradurina y cherimolina-2 (Schile-
Guzman vy cols., 2009). También se ha identificado un alcaloide, la liriodenina
(Figura 3), obtenido de extractos procedentes del tallo y la raiz en las fases

tempranas de desarrollo del arbol (Chacén y Gonzalez-Esquinca, 2012) (Figura 3).

Otro de los metabolitos secundarios aislados en esta especie es la
palmitona, una cetona alifatica (Figura 3), la cual se aisl6 a través de estudios
biodirigidos partiendo del efecto ansiolitico (Gonzalez-Trujano y cols., 2006a) y
anticonvulsivo (Gonzélez-Trujano y cols., 2001; Gonzalez-Trujano y cols., 2006b)

demostrados por la fraccién hexanica obtenido de las hojas de la planta. La



identificacion de su estructura quimica se realiz6 a través de espectro de infrarrojo,
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas (Gonzalez-Trujano y
cols., 2001).

2.2.1.4. Usos en la medicina tradicional y estudios farmacolégicos

Existen reportes que indican que el fruto inmaduro de la A. diversifolia se
utiliza para tratar diarreas; la corteza asada para tratar luxaciones (Luna-Cazares
y Gonzalez-Esquinca, 2008); vy, las hojas para tratar convulsiones (Gonzalez-
Trujano y cols., 2001), para el alivio de los célicos intestinales, como anticatarral y
como antiinflamatorio (Carballo y cols., 2010).

Diversos reportes cientificos han demostrado la actividad anticonvulsiva,
ansiolitica (Gonzalez-Trujano y cols., 2001; Gonzalez-Trujano y cols., 2006a) y
antinociceptiva (Carballo y cols., 2010) del extracto etandlico obtenido de las
hojas. También se demostré que este extracto en un modelo de isquemia intestinal
no presentd actividad neuroprotectora en neuronas mientéricas del ileon de
cobayo (Angeles-Lopez y cols., 2013).

Por otro lado, también se ha demostrado el efecto farmacolégico de
diversos metabolitos aislados de la planta. La palmitona demostré efecto
ansiolitico (Gonzalez-Trujano y cols., 2006a); flavonoides como la rutina y la
isoquercitrina mostraron un efecto inhibitorio sobre la a-glucosidasa, enzima
encargada de liberar a la glucosa proveniente de los alimentos en el estobmago;
sugiriendo una actividad como antidiabético (Brindis y cols., 2013); el alcaloide
liriodenina ha mostrado efecto antimicético y antiprotozoario en experimentos in
vitro (Wirasathien y cols., 2006); asi como actividad antimuscarinica en la traquea

de perros y en el ileon de cobayo (Lin y cols., 1994).

También, las acetogeninas, laherradurina y cherimolina-2, han mostrado
efecto citotdxico y antitumoral sobre lineas de células cancerigenas en un modelo

in vitro (Schile-Guzman y cols., 2009; Gonzalez-Esquinca y cols., 2014).
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Figura 3. Metabolitos secundarios aislados de A. diversifolia Saff. (Brindis y cols., 2013;
Schile-Guzman y cols., 2009; Chacoén y Gonzalez-Esquinca, 2012).




2.3. Sistema Nervioso Entérico (SNE)

El SNE se encuentra constituido por dos plexos nerviosos (Figura 4), el
plexo mientérico o de Auerbach, que se encuentra entre las capas musculares
longitudinal y circular; y el plexo submucoso o de Meissner que se encuentra entre
la capa del musculo circular y la mucosa gastrointestinal (Furness y Costa, 1980;
Epstein y cols., 1996). Las neuronas que componen el SNE se encuentran en
ganglios nerviosos que forman redes neuronales y se encargan de la motilidad del

intestino delgado, entre otras funciones.

La mayor parte de las neuronas involucradas en las funciones motoras del
intestino se encuentran localizadas en el plexo mientérico y proporcionan
inervacion motora a las capas longitudinales y circulares del musculo intestinal
(Furness y Costa, 1980; Epstein y cols., 1996); mientras que, el plexo submucoso
se encarga principalmente de las secreciones del intestino y del flujo sanguineo
(Costa y cols., 2000).

2.3.1. Neuronas entéricas

Las neuronas entéricas se pueden clasificar de acuerdo a su ubicacion,
neuroquimica, morfologia, proyecciones, conexiones y/o funcién. De acuerdo a su

funcién se clasifican como sigue (Costa y cols., 2000; Brookes, 2001).

Neuronas aferentes intrinseca primarias (NAIP). Estan presentes tanto en el plexo
mientérico como en el submucoso conformando el 30 % y el 14 % de las
neuronas de los plexos, respectivamente. Pueden responder a distintos
tipos de estimulos y proyectan de manera local (Costa y cols., 2000;
Brookes, 2001).



Muscular Longitudinal

Tejido Conectivo y/

Plexo Mientérico

Miasculo Circula
Plexo Sub um;&

Figura 4. Organizacion del Sistema Nervioso Entérico (SNE)

Neuronas motoras excitadoras. Reciben la entrada sinaptica rapida mediada por
receptores nicotinicos a través de las neuronas aferentes primarias locales
y de las interneuronas ascendentes y descendentes. Estas proyectan a la
musculatura circular donde utilizan acetilcolina y taquicininas como

neurotransmisores que actuan directamente sobre el musculo liso (Costa y

cols., 2000; Brookes, 2001).

Neuronas motoras inhibidoras (musculatura circular). Estas neuronas hacen
sinapsis con las neuronas aferentes por receptores nicotinicos y a través de
la via no colinérgica de las neuronas descendentes. Las neuronas
inhibidoras proyectan hacia la musculatura circular donde utilizan varios
mecanismos de transmision inhibitoria, incluyendo o6xido nitrico (NO),

adenosin trifosfato (ATP) y péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Costa y cols.,

2000; Brookes, 2001).

Neuronas motoras de mauasculo longitudinal. Son pequefias neuronas con
proyecciones cortas hacia el musculo longitudinal que reciben sinapsis de

las neuronas aferentes primarias y de las vias ascendentes vy

descendentes.
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Interneuronas. Estas se pueden clasificar en ascendentes y descendentes. Las
ascendentes inducen movimientos en direccion oral; mientras que, las
descendentes en direccion caudal. La funcién basica de las interneuronas
es integrar la respuesta producida por las NAIP hacia las motoneuronas,
también generar redes de conexion con las motoneuronas ya sean

excitadoras o inhibidoras (Costa y cols., 2000; Brookes, 2001).

Neuronas secretomotoras y vasomotoras. En el plexo mientérico se encuentran en
poca proporcién conformando solo el 2 %, la mitad son colinérgicas y las
otras contienen (VIP). Mientras que en el plexo submucoso representan el
32 % colinérgicas y el 42 % no colinérgicas de las células nerviosas (Costa
y cols., 2000; Brookes, 2001).

Todas las neuronas entéricas se encuentran distribuidas a lo largo del
intestino, de forma que constituyen redes superpuestas continuas con las vias
entéricas. Asi, pequefos anillos de musculo circular pueden considerarse como
modulos funcionales independientes (Costa y cols., 2000); por lo que los
movimientos del intestino (peristalsis) son el resultado de la interaccién del aparato

neural y el aparato muscular (Figura 5).

Como se observa en la Figura 5, esta interaccién implica una serie de
reflejos locales a través de las vias aferentes (V). Cada uno con una contraccion
intestinal seguida de un estimulo de relajacion. La estimulacion puede ser quimica
0 mecanica debida a la distencidon de la luz intestinal. La peristalsis se inicia por
las vias ascendentes con la actividad de las NIAP (o), estas pasan la sefial a las
interneuronas ascendentes colinérgicas (o), se interconectan con las neuronas
motoras excitadoras (A), lo cual provoca contraccidn principalmente por la
liberacion de ACh. Después, por la via descendente actuaran las interneuronas
descendentes (o) hacia las neuronas inhibidoras (A) provocando relajacion
(Modificado de Epstein y cols., 1996).
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Figura 5. Interaccién entre el aparato neural y muscular en el intestino (peristalsis).
(Modificado de Epstein y cols., 1996).



2.3.2. Motilidad intestinal

La motilidad intestinal, también conocida como peristalsis, se produce por la
contraccion y relajacion de las paredes intestinales con el proposito de desplazar
el bolo alimenticio a lo largo del intestino delgado para que se lleve a cabo la

digestion y la absorcion de diversas sustancias (Guyton, 2011).

El intestino delgado forma parte del sistema digestivo y se encuentra en el
area denominada mesogastrio. Su principal funcién es la absorcidon de nutrientes y
el desplazamiento de los alimentos ya digeridos hacia el colon para su posterior
excrecion. La pared del intestino delgado esta compuesta por diferentes capas
que le proporcionan su funcionalidad caracteristica para que se lleve a cabo la
motilidad intestinal. Las capas de las que se compone son: la serosa, la capa
muscular longitudinal, la capa muscular circular, la submucosa y la mucosa (Costa
y cols., 2000).

Al igual que todo el sistema digestivo, el intestino delgado se encuentra
controlado por el sistema nervioso entérico (SNE), el cual funciona de manera
independiente al SNC. Aunque la motilidad intestinal también se
encuentra regulada por el SNC a través de las vias simpaticas y parasimpaticas
del sistema nervioso auténomo (Epstein y cols., 1996); denominada via
extrinseca; la mayor parte de su innervacion la recibe a través del SNE, conocido

como la via intrinseca.

2.3.3. Espasmos intestinales

El espasmo es el producto de un movimiento involuntario del musculo liso
intestinal; el cual, se presenta como resultado de la irritacion directa o estimulacion
mecanica, quimica y térmica; ademas de estar presentes en diversas patologias
(Epstein y cols., 1996). Los espasmos pueden causar dolor en el tracto

gastrointestinal (TGI), y se denominan comunmente cdlicos (Guyton, 2011).
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En patologias que cursan con diarrea o en el sindrome del intestino irritable
existe la presencia de espasmos tipo célico (Remes-Troche y cols., 2010). En este
tipo de patologias se ven afectados los movimientos normales del intestino
delgado, los movimientos normales se pueden clasificar en dos tipos; en
contracciones de mezcla y contracciones de propulsion. En cuanto a los
movimientos de mezcla estos dependeran de las ondas eléctricas lentas, en
condiciones normales para el humano el ritmo eléctrico basico para el duodeno y
el yeyuno no superan un ritmo de 12 por minuto mientras que para el ileon la
frecuencia maxima es de 8 a 9 contracciones por minuto. El otro tipo de
movimiento el de propulsidon que dependera de las ondas peristalticas mueven el
quimo en direccion anal a un ritmo de 0.5 a 2 cm/s, en condiciones normales
(Guyton, 2011).

Los agentes espasmoliticos son considerados utiles para el tratamiento del
dolor ocasionado por los espasmos del intestino y la irritacidn producida en la
diarrea debido a la hipermotilidad del tracto gastrointestinal, mientras que los
agentes espasmogeénicos son usados para el tratamiento de la constipacion

(Cimanga y cols., 2010).

2.4. Farmacos con actividad espasmolitica

Los farmacos utilizados para tratar los espasmos reciben el nombre de
espasmoliticos o antiespasmaodicos, los cuales producen, como efecto general,
una reduccion del tono del musculo liso intestinal que induce a las contracciones
sostenidas (Rang y Dale, 2008), previniendo o interrumpiendo asi los espasmos.

Los espasmoliticos se clasifican en los siguientes grupos dependiendo de
su mecanismo de accion, en:

a) Farmacos de accion directa sobre el musculo liso intestinal. Son
farmacos que tienen accion musculotropica e inducen su accién directa sobre las

miofibrillas del musculo liso del intestino, con lo cual se reduce el tono intestinal y
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alivian los espasmos. Dentro de este grupo se encuentra la trimebutina, la
mebevarina y la papaverina (Remes-Troche y cols., 2010).

b) Anticolinérgicos. Son farmacos cuyo mecanismo de accion es
antagonizar a los receptores muscarinicos de las vias colinérgicas en SNE y
reducir las contracciones inducidas por la ACh en el intestino para impedir que se
produzca dolor abdominal. En este grupo se incluyen farmacos como la
butilhioscina, este es el mas utilizado en México s6lo o en combinacion con
algunos analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (Remes-Troche y cols.,
2010). Otro farmaco bien conocido del mismo tipo es la atropina, pero es un
farmaco bastante controlado que podria afectar otros 6rganos y sistemas por lo
que se usa solo a nivel experimental. También se encuentran los compuestos de
amonio cuaternario como el bromuro de clidinio (Pasricha, 2006).

¢) Bloqueadores de canales de calcio. Como su nombre lo indica, estos
farmacos bloquean los canales de calcio voltaje-dependientes y evitan la entrada
de calcio a las células impidiendo la contraccion muscular. En este grupo se
encuentra el bromuro de pinaverio y bromuro de otilonio (Remes-Troche y cols.,
2010).

2.5. Modelo “in vitro” para evaluar efecto espasmolitico

Anatdmicamente, el intestino delgado se encuentra dividido en tres
porciones: el duodeno, el yeyuno y el ileon (Shiner, 1995). Varios estudios han
demostrado que el ileon, es la seccién del intestino delgado mas vascularizada y
que se encuentra inervada por el mayor numero de neuronas entéricas (Navarro,
2002). Ademas, a diferencia del intestino de ciertas especies (como rata y ratén),
el ileon de cobayo muestra actividad espontanea constante y su viabilidad se

extiende por mas de 12 horas (Aguilar-Mariscal y cols., 2009)

Existe evidencia que indica que en el intestino delgado de cobayo, una
unidad contractil de 10 mm contiene aproximadamente 6 500 neuronas intrinsecas
aferentes primarias en el plexo mientérico, 1 200 interneuronas ascendentes

y 3 000 descendentes; ademas, contiene 4 000 neuronas motoras inhibidoras y
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3 000 excitadoras que inervan al musculo circular (Kunze y Furness, 1999). Por
consiguiente, el ileon de cobayo representa el segmento del intestino delgado mas
apropiado para el estudio de los cambios inducidos por los farmacos en la tension
muscular, ya que el efecto de cualquier sustancia que actue a nivel intestinal, sera
mas evidente y facil de analizar. Por esta razén, para esta investigacion, el ileon
aislado de cobayo ha sido empleado para determinar y caracterizar el efecto
antiespasmodico de diversos compuestos. Ademas, es un modelo in vitro que
permite determinar el efecto de los farmacos sobre la motilidad intestinal midiendo
la respuesta de los movimientos longitudinales del intestino a través de un

transductor (Harrison y cols., 2004).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El empleo de las plantas medicinales a lo largo del tiempo esta basado
principalmente en un conocimiento ethomédico. Muchas de estas se emplean para
tratar distintos padecimientos pero sin tener evidencia cientifica de sus efectos
sobre la salud. No contar con estudios cientificos de una especie vegetal, induce
un riesgo, ya que puede tener reacciones adversas, llegando a provocar

intoxicacion y la muerte por el mal uso.

En el caso de México, muchas de las plantas medicinales se utilizan de
manera empirica sin tener la evidencia cientifica que sustente su utilidad en la
medicina tradicional. Estos estudios son necesarios para poder regular y controlar
el uso correcto de las plantas medicinales. Consideramos que es tan importante
tener la evidencia cientifica de las plantas medicinales que sustente tanto sus
efectos farmacolégicos, como sus efectos tdxicos, para proveer a la poblacion
informacion apropiada sobre el uso de las plantas medicinales, tal y como lo indica

la OMS, para tener alternativas terapéuticas en la atencion primaria.

La fisiopatologia de diversas enfermedades del TGl involucra alteraciones
en la motilidad intestinal, que causan molestias que a veces requieren de
tratamiento al mismo tiempo que la patologia que esta generando estas molestias.
En el tratamiento de los cdlicos intestinales es comun el empleo de las plantas

medicinales, ya sea por su facil acceso o por el conocimiento ethomédico.

Especificamente, en el caso de la Annona diversifolia, existen en la
medicina tradicional preparaciones para tratar los cdlicos; sin embargo, no hay
evidencia cientifica de su efecto espasmolitico. Por lo tanto, el presente trabajo
busca, a través de un modelo “in vitro” de ileon de cobayo y siguiendo una serie
de protocolos ya validados, determinar si existe dicho efecto farmacoldgico en

esta especie vegetal en particular.
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4. HIPOTESIS

Si en la medicina tradicional mexicana, la especie vegetal Annona
diversifolia Saff. es utilizada para tratar dolores y espasmos intestinales; entonces

esta especie producira efecto espasmolitico en el ileon aislado de cobayo.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

. Determinar el efecto espasmolitico del extracto etandlico de Annona

diversifolia Saff. en el modelo in vitro de ileon de cobayo.

5.2. Objetivos particulares

. Determinar el efecto espasmolitico del extracto etandlico de A.

diversifolia Saff. en el ileon aislado de cobayo precontraido con KCI.

. Determinar el efecto espasmolitico del extracto etandlico de A.
diversifolia Saff. en el ileon aislado de cobayo precontraido con estimulaciéon

eléctrica.

. Determinar el efecto espasmolitico del extracto etandlico de A.
diversifolia Saff. en el ileon aislado de cobayo sobre la contraccién inducida con
ACh.
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6. METODOLOGIA

Los procedimientos fueron aprobados por las comisiones de investigacion y

ética de la Facultad de Medicina.

6.1. Material vegetal

Las hojas de A. diversifolia Saff. se colectaron en Tejupilco, Guerrero en
septiembre de 2005. La autenticidad de la planta se certificd por la Dra. Ernestina
Cedillo-Portugal de la Universidad Auténoma de Chapingo (AUCH) y una muestra
se depositd en el “Herbario de Plantas Utiles Efrain Hernandez X’ de la misma

Universidad con el numero de espécimen AN9702.

6.2. Extracto etandlico de A. diversifolia Saff.

El extracto fue proporcionado por la Dra. Eva Gonzalez Trujano del Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Muhiz, el cual se preparo siguiendo el

siguiente procedimiento:

Las hojas de A. diversifolia se secaron y se pulverizaron (1.5 kg). Con este
material se realizé una extraccién exhaustiva con etanol a través de un proceso de
maceracion (3 x 28 L), a una temperatura ambiente de 22 °C y la subsecuente
evaporacion del disolvente a vacio, para obtener 89 g del extracto que representa

un rendimiento de 5.9 %.

Para la determinacién del efecto bioldgico, el extracto etandlico se disolvid
con NaOH 0.05 N, el cual se consideré como vehiculo (VEH). Las soluciones de

las diferentes concentraciones del extracto se prepararon el dia del experimento.
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6.3. Animales

En este estudio se utilizaron cobayos macho de 400 a 600 g de peso
corporal, obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina UNAM. Los animales
se colocaron en cajas de acrilico a una temperatura controlada de 22 + 2 °C, con
ciclo automatico de luz oscuridad de 12 horas (8:00 — 20:00 h), con alimento y
agua ad libitum (NOM-062-Z00-1999) el alimento se les retird y se mantuvieron

con libre acceso al agua 24 horas antes del experimento.

6.4. Modelo in vitro de ileon aislado de cobayo

6.4.1. Preparacion de los tejidos

El cobayo se sacrific6 mediante dislocacion cervical (NOM-062-Z0O0-1999)
enseguida se realizé una incisién en el abdomen y se localizé la porcidn del ileon
a través de la identificacion de la union ileocecal. Se descartaron los ultimos 10 cm
del ileon y se extrajeron 15 cm. Esta porcion del ileon se coloco en una caja Petri,
en un bafo con solucién Krebs-bicarbonato (La solucion Krebs contiene [mM]:
NaCl, 118; KCI 4.7; CaCl, 2.5; MgCl;, 1.2; NaH,PO4 1.2; NaHCO3 25; glucosa 11;
cloruro de colina 0.3 a un pH 7) (Rodriguez y cols., 2006), a una temperatura de
37 °C y con el continuo burbujeo de carbégeno (95 % O,y 5 % COy). Se le retird
el mesenterio y se le hizo pasar solucién Krebs desde la parte proximal a la distal
para limpiarlo y verificar que no se haya provocado una fisura al momento de
retirar el mesenterio. Posteriormente se cortaron seis anillos de 1.5 a 2.0 cm de
largo. Cada anillo se colocd en una camara de 6rgano aislado, con solucion Krebs-
bicarbonato a 37 °C con constante burbujeo de carbdégeno utilizando un
OxiStreamer modelo SL2CO (95 % O, y 5% CO;). Cada tejido se fijé a un
transductor de fuerza Grass FT-03C el cual se encuentra conectado al poligrafo
Grass 7D vy al software polyview (los cuales previamente se calibraron). Una vez

colocados los tejidos se ajusto la tension a 1 g, la cual se reajustd 15 min después.
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Se dejé estabilizar a los tejidos durante 30 minutos. Se verificd la viabilidad del
tejido agregando ACh [1X10° M] (Ventura-Martinez y cols., 2011; Gonzalez-
Trujano y cols., 2012) y se considero que el tejido estaba viable si su respuesta
contractil era de 3 a 5 g. Los tejidos que no mostraron esta respuesta fueron

descartados del estudio.

6.4.2. Evaluacion de la relajacion del extracto en tejido precontraido con
Cloruro de potasio (KClI)

Una vez que las preparaciones se pusieron en la camara de organo aislado
y se verifico la viabilidad del tejido; a cada uno se le agregd 0.2 mL de cloruro de
potasio [32 mM] para obtener una contraccién sostenida. Se consideré que el
tejido alcanz6 una contraccidn sostenida cuando ésta se mantuvo por al menos 2
minutos (Ventura-Martinez y cols., 2011; Gonzalez-Trujano y cols., 2012).
Posteriormente se adicion6 el vehiculo, las concentraciones del extracto etandlico
de A. diversifolia Saff. [3.16, 10, 31.6 y 56.2 pg/mL] y la papaverina 30 yM como
control positivo; a diferentes grupos de tejidos. Después de la adicion de cada
tratamiento, la respuesta del tejido se dejo estabilizar por 20 min, al término se
realizaron tres lavados dejando 20 min de reposo con perfusion constante
después de cada prueba. Cada uno de los tratamientos se colocé en 6 anillos de

manera independiente.

El calculo para obtener el porcentaje de relajacion en este protocolo se
obtuvo considerando la diferencia entre los gramos de la meseta con KCI [32 mM]
(g meseta inicial) y la meseta después de los 20 min de la adicion del tratamiento
a probar (g meseta final). Esta diferencia se divide entre los gramos de la meseta
con KCI (g meseta inicial) y se multiplican por cien. Lo anterior se indica a través

de la siguiente férmula:

% de relaiacibn — (g meseta inicial) — (g meseta final) % 100
/ (g meseta inicial)
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6.4.3. Evaluacion de la relajacion del extracto en el tejido precontraido con
estimulacion eléctrica (E.E.)

Las preparaciones fueron estimuladas eléctricamente a través de dos
electrodos que se encuentran de forma paralela y estan conectados al estimulador
Grass S88. El anodo se coloc6 en la parte intraluminal del intestino. Los
parametros que se utilizaron durante la estimulacion eléctrica de cada preparacion
fueron 0.3 Hz de frecuencia, 3.0 ms de duracién del impulso eléctrico y una
estimulaciéon acumulativa de 0.5 — 14 V con duraciéon de 1 min entre cada una de
ellas (Ventura-Martinez y cols., 2011). En el voltaje de 14 V se estabilizé el tejido
durante 10 min, considerando una respuesta de 2 g de fuerza como parametro de
viabilidad del tejido. A estos tejidos se les adiciond el vehiculo, seguido de una
curva acumulativa del extracto [1, 3.16, 10, 31.6 ug/mL] que fue adicionado cada
5 min. Por separado se probo la concentracién de 56.2 ug/mL del extracto al igual

que papaverina 30 uM, como control positivo.

El calculo para determinar el porcentaje del efecto relajante en el tejido
precontraido con estimulacién eléctrica se realizé tomando la diferencia entre la
respuesta en gramos inicial (g iniciales) con los 14 V y la respuesta en gramos
finales (g finales) una vez que se adiciond la concentracion del extracto a evaluar.
El producto de la diferencia dividido entre los gramos iniciales a 14 V (g iniciales) y
todo multiplicado por cien, proporciona el porcentaje de relajacion. Lo anterior se

indica a través de la siguiente férmula:

iniciales) — inales
% de relajacion = (o } - €2 ) X100
(g iniciales)

23



6.4.4. Evaluacion del efecto relajante del extracto en la contraccién inducida
con Acetilcolina (ACh)

Con los tejidos viables se realizé primero una curva acumulativa control de
ACh [1x10® a 1x10®° M]. Posteriormente el tejido se lavo tres veces y se dejo
reposar durante 20 min con perfusion constante. Una vez que se realizd la curva
control, los tejidos se preincubaron durante 5 min con el vehiculo, el extracto
etandlico [1, 3.16, 10, 31.6 y 56.2 ug/mL] 6 la papaverina 30 uM. En cada caso se
realizd otra curva acumulativa de ACh en presencia de cada uno de estos
tratamientos por separado. Entre cada curva de ACh, el tejido se lavo tres veces y
se dejo reposar durante 20 min antes del siguiente tratamiento (Ventura-Martinez
y cols., 2011).

Para calcular el efecto de los tratamientos sobre la contraccién inducida por
ACh, la respuesta maxima obtenida en la curva control con ACh [1x10°M] se
consideré como el 100% del efecto contractil y en base a este valor, se obtuvieron
los porcentajes del efecto contractil producido en las curvas en presencia de las
diferentes concentraciones del extracto [1, 3.16, 10, 31.6 y 56.2 yg/mL] ¢ la

papaverina [30 uM].

6.4.5. Evaluacion del daio al musculo liso a través de la respuesta con
Cloruro de Bario (BaCl,)

Una vez que se realizo el estudio de la respuesta relajante del extracto en
cada una de los protocolos mencionados, se procedié a lavar y dejar reposar el
tejido durante 20 min para después adicionar (BaCly) [10 mM] y registrar la
respuesta contractil. La respuesta contractii de cada tejido se compardé con
la respuesta control de ACh 1x10° M la cual determina la viabilidad del tejido de

manera individual y se consider6 como el 100% de la respuesta del mismo,
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la respuesta en gramos fuerza del BaCl, 10 mM se expres6 en porcentaje de la

respuesta contractil con respecto a la contracciéon obtenida con ACh.

6.5. Analisis estadistico.

En el caso de los tejidos precontraidos con KCl y E.E., los resultados se
manejaron como el % de relajacion del tejido inducido por el efecto del extracto
etandlico de A. diversifolia; mientras que, los datos obtenidos en las curvas
concentracion respuesta con la ACh, los datos se manejaron como el % de la
respuesta contractil de la ACh en presencia del extracto. También, se calculd el
area bajo la curva (ABC) de las curvas acumulativas concentracion respuesta de
ACh. En todos los casos, los datos se presentan como la media + error estandar

de la media (E.E.M) con una n de 5 a 6 tejidos por tratamiento.

Para determinar la diferencia estadistica entre los tratamientos, se utilizé un
analisis de varianza (ANADEVA) seguido por una prueba de Dunnett para
comparar las concentraciones del extracto con respecto al control. Ademas de
esta prueba, se realizé una prueba post hoc de Tukey para la comparacion entre
el efecto inducido por las diferentes concentraciones. La comparacion entre pares
de medias se llevo a cabo mediante una prueba t de Student no pareada. El

criterio para considerar diferencia estadistica fue una P< 0.05.

El manejo de datos y aplicacion de las pruebas estadisticas se realizaron

con el programa Graph Pad Prism 4.00.
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto relajante producido por el extracto etandlico de A. diversifolia
Saff. en ileon de cobayo precontraido con KCI

El protocolo del tejido precontraido con KCI [32 mM] consiste en someter al
ileon aislado de cobayo a una concentracion alta de potasio para provocar una
contraccion fasica seguida de una contraccién sostenida. Cuando se alcanzé
una meseta de la contraccion sostenida durante 5 min se adicioné la sustancia a
evaluar (Figura 6). La contraccion sostenida en el tejido control alcanz6 una fuerza
de 2.2 £0.14 g y esta no fue alterada con la adicion del vehiculo [NaOH 0.05 N]
(2.1 £0.07 g, N. S. t de Student).

329
l 2 g
19 I . 139
\ 'A. diversifolia 56.2 ug/mL
| 35% relajacion
M«* — — ]
KCI32mM4 1 min

Figura 6. Registro representativo del poligrafo donde se muestra la contraccion inducida
por el KCI [32 mM] en el ileon aislado de cobayo y el efecto del extracto evaluado sobre el
tejido precontraido, (1 cm es igual a 1 g fuerza).

El extracto etandlico de A. diversifolia induce una respuesta relajante del
tejido precontraido con KCI [32 mM], que tarda en estabilizarse cerca de 20 min, el
cual se consideré como el tiempo de corte del efecto del extracto sobe los tejidos
en este protocolo experimental. Como se puede observar en la figura 6, el registro
tipico del efecto del extracto evaluado sobre el tejido precontaido con KCI,
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muestra como la contraccion del tejido va disminuyendo conforme el extracto se

mantiene mas tiempo en contacto con el tejido.

Por otro lado, la papaverina [30 uM], utilizada como control positivo en este
modelo experimental, induce una relajacion que inicia de manera casi inmediata
sobre el tejido precontraido con KCI [32 mM] y se estabiliza aproximadamente en
6 min, como se muestra en la figura 7. La papaverina induce un 100 % de

relajacion en este protocolo experimental.

379

f Papaverina 30 uM

100 % relajacion

1gI
—

KCI 32 mM ﬁ 1 min ﬁ

Figura 7. Registro representativo del poligrafo donde se muestra la contraccion inducida
por el KCI [32 mM] en el ileon aislado de cobayo y el efecto relajante de la papaverina, un
control positivo en este modelo, (1 cm es igual a 1 g fuerza).

En este protocolo experimental, el extracto etandlico de A. diversifolia Saff.
produjo un efecto relajante sobre el tejido precontraido con KCl de manera
concentracion dependiente (Figura 8), que muestra una diferencia significativa con
el vehiculo desde la concentracion mas pequena [3.16 yg/mL] (P<0.05,
ANADEVA, seguido de Dunnett). La maxima respuesta relajante inducida por el
extracto se obtuvo con la concentracién de 56.2 pg/mL (37.3 £ 3.1 %). Con la
papaverina, utilizada como control positivo, se obtuvo un 94 + 2.3 % de relajaciéon
(Figura 8).

La relajaciébn obtenida con las concentraciones de 10 y 31.6 pg/mL
(31.2+2.78 y 35.5 £ 3.5 %, respectivamente) del extracto no muestran diferencia

significativa entre ellas; mientras que, la concentracion maxima utilizada
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(56.2 pg/mL), no permitié que el tejido mostrara una recuperacion total; por lo que
a concentraciones superiores del extracto de 56.2 uyg/mL, el tejido pierde sus
funciones contractiles normales. La respuesta relajante del tejido a esta
concentracion no muestra diferencia estadistica con la relajacion producida por la
concentracion de 31.6 pg/mL (37.3 £ 3.1 vs 35.5 £ 3.5 %, N.S. t de Student). Otros
puntos que se indican en la grafica son el efecto del vehiculo (NaOH) [0.05 N] y el

de la papaverina 30 uM utilizada como control positivo.

100+

B *

-o- Extracto
-© Vehiculo

= Papaverina 30uM

50+

% Relajacion
(tejido precontraido con KCI)

1 3 10 32 100
Extracto EtOH [ug/mL]

Figura 8. Curva concentracion respuesta (CCR) del efecto relajante del extracto etandlico
de A. diversifolia Saff. en el ileon de cobayo precontraido con KCI [32 mM]. Cada punto
representa media + E.E.M. con n=6 (*P <0.05, ANADEVA, seguida de una prueba
Dunnett).

Al finalizar las evaluaciones del extracto con los tejidos precontraidos con
KCI [32 mM] se obtuvo la respuesta contractil del tejido con BaCl, en los tejidos
previamente expuestos a diferentes concentraciones del extracto. Para determinar
el porcentaje de contraccion de cada tejido al BaCl, se utilizé la respuesta inicial
de ACh [1x10° M], realizada para determinar la susceptibilidad del tejido antes de
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cualquier estimulo, y se consider6 como el 100% de la respuesta. La figura 9
muestra la respuesta contractil del ileon aislado de cobayo con BaCl, [10 mM]. La
primer barra indica la respuesta contractil de los tejidos control sin exposicion
previa al extracto (111.4 £ 11.77 %); las siguientes barras indican como se afecta
la contraccion normal del tejido después de ser expuestos a distintas
concentraciones del extracto de A. diversifolia Saff. Las barras dos y tres
representan a los grupos experimentales que se expusieron dos veces a
diferentes concentraciones del extracto, uno a 3.16 y 10 yg/mL; y otro a 3.16 y
31.6 uyg/mL. Las respuestas contracties a BaCl, fueron de 77.1+£10.66y
63.3+£16.15 %, respectivamente. La ultima barra representa la respuesta
contractil al BaCl, del tejido expuesto a una sola concentracion del extracto
(56.2 yg/mL), la cual fue de 91.9 £5.07 %. La respuesta contractil del tejido a
BaCl, disminuyé significativamente en los tejidos expuestos mas de una vez al
extracto de A. diversifolia Saff. en comparacion con la respuesta de los tejidos
control (*P<0.05, ANADEVA, seguida de Dunnett).

-
o
<

o
e

con BaClk [10 mM]

% Respuesta contractil

control  316y10 3.16y31.6  56.2

Extracto EtOH [ug/mL]
de Annona diversifolia Saff.

Figura 9. Respuesta contractil a BaCl, en tejido expuestos a diferentes concentraciones
del extracto EtOH de A. diversifolia Saff. sobre el ileon aislado de cobayo precontraido
con KCI [32 mM]. Cada barra representa la media del porcentaje de contraccion + E.E.M.
con una n = 6. *P <0.05 andlisis de varianza (ANADEVA), seguida de una prueba Dunnett.
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7.2. Efecto relajante producido por el extracto etandlico de A. diversifolia
Saff. en ileon de cobayo precontraido con (E.E.)

Una respuesta supramaxima del tejido se obtuvo con la estimulacion
eléctrica (E.E.) transmural del ileon de cobayo a 14V, 0.3 Hz de frecuencia y
3.0 ms de duracion. La respuesta contracti de los tejidos control fue de
25+0.16 g de tension y no fue alterada con la adicion del vehiculo (NaOH)
[0.05N] (2.3 £ 0.15, N.S., t de Student).

En la figura 10 se muestra el registro en el poligrafo de la respuesta
contractil inducida con E.E. y la respuesta del tejido a concentraciones

acumulativas del extracto etandlico de A. diversifolia Saff.

19 Disminuye -
417.8% ; Disminuye Disminuye Disminuye
25 % 32.1% 39.3%

t Adicion de t Adicion de
316 ugiml.

Adicion dé A} Adicion de
10 pg/mL

1 min
1 pg/mL 3.16 pg/mL
Hg

Figura 10. Registro representativo del poligrafo donde se muestra la contraccién inducida
por E.E. (14V, 0.3 Hz, 3 ms) en el ileon aislado de cobayo y el efecto de diferentes
concentraciones del extracto EtOH de A. diversifolia. (1 cm es igual a 1 g fuerza).

En este protocolo experimental, el extracto etandlico de A. diversifolia Saff.
produjo un efecto relajante concentracién dependiente sobre el tejido precontraido
con E.E. (Figura 11) que mostré significancia estadistica desde la concentracion
de 3.16 ug/mL en comparacion con el vehiculo (ANADEVA, seguido de Dunnett) y
con un efecto maximo de 40.1 + 4.3 % a la concentracién de 31.6 ug/mL. El efecto
relajante de la concentracion del extracto evaluado se determind 20 min después

de la exposicién del tejido a cada concentracion.
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Figura 11. CCR del efecto relajante del extracto etandlico de A. diversifolia Saff en ileon
de cobayo precontraido con E.E. (14V, 0.3 Hz, 3ms). Cada punto de la grafica
representa la media £+ E.E.M. con una n = 6. *P <0.05 analisis de varianza (ANADEVA),
seguida de una prueba Dunnett.

Con la concentracion de 56.2 pyg/mL del extracto no se obtuvo un efecto
relajante en el tejido ya que no muestra diferencia estadistica con el vehiculo
(ANADEVA, seguido de Dunnett). En estas condiciones experimentales, la

papaverina (30 uM) produjo una relajacién del 68.8 + 1.4 %.

Para determinar si las exposiciones repetidas del tejido al extracto alteraban
la integridad del musculo liso se determiné la respuesta contractil de los tejidos a
BaCl, al finalizar el protocolo con el tejido precontraido con estimulacién eléctrica.
Como se muestra en la figura 12, ni la exposicion del tejido a la concentracion mas
alta del extracto (56.2 ug/mL, segunda barra), ni la exposicién del tejido a
concentraciones repetidas del extracto (de 1 a 31.6 yg/mL, tercera barra) alteraron
significativamente la respuesta de los tejidos con respecto al control de BaCl,
[10 mM] (primera barra) (82.6+8.47 y 110.1+£8.29 vs 1114+ 11.77, N.S,
ANADEVA).
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de Annona diversifolia Saff.

Figura 12. Respuesta contractil a BaCl, en tejido expuestos a diferentes concentraciones
del extracto EtOH de A. diversifolia Saff. sobre el ileon aislado de cobayo precontraido
con E.E. Cada barra representa la media del porcentaje de contraccién £+ E.E.M. con una
n = 6.

7.3. Alteracion del efecto contractil inducido por ACh del extracto etandlico
de A. diversifolia Saff. en ileon de cobayo

El efecto del extracto etandlico de A. diversifolia sobre la respuesta
contractil del tejido a la ACh se evalud realizando una curva acumulativa de ACh
[1x10° a 1x10° M] en ausencia y en presencia del extracto. La figura 13 muestra
un registro representativo de una curva contraccion respuesta acumulativa de ACh
sola vy, la figura 14, muestra la curva de ACh en tejidos preincubados con una

concentracion del extracto.

32



100.0%

102.4%

TET=1=ETET

% Contraccién con
curva acumulativa
ACh [1x10° a 1x10-° M]

Figura 13. Registro representativo del poligrafo donde se muestra la CCR acumulativa de
ACh en el ileon aislado de cobayo. (1 cm es igual a 1 g fuerza).

19 54.8%
47.6%

. ﬁ t=1=1=t=t
% Contraccién con

A diversifolia curva acumulativa
ACh [1x10%a 1x10° M]

56.2 pg/mL

Figura 14. Registro representativo del poligrafo donde se muestra la CCR acumulativa de
ACh en presencia del extracto etandlico de A. diversifolia Saff en el ileon aislado de
cobayo. (1 cm es igual a 1 g fuerza).

Las concentraciones bajas del extracto (1, 3.16 y 10 ug/mL) no alteraron la
curva concentracion respuesta (CCR) a ACh en el ileon de cobayo; mientras que,

las concentraciones de 31.6 y 56.2 ug/mL redujeron la CCR a la ACh e indujeron
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su desplazamiento a la derecha en comparacion con la CCR control. La
papaverina [30 uM] bloqueo casi completamente la respuesta contractil inducida
por ACh (Figura 15).

1001 -~ CONTROL

g -®- Extracto [1ug/mL]

g —— Extracto [3.16 pg/mL]
g Extracto [10ug/mL]

o

© —o— Extracto [31.6ug/mL]
I

i}

2 50- —%- Extracto [56.2 ug/mL]
] 8- Papaverina [30uM]

1%

5

o

°

2

0-

-10 9 -8 -7 -6 -5 -4
Log de la concentracion de ACh [M]

Figura 15. CCR de ACh en ausencia y en presencia del extracto etandlico de A.
diversifolia Saff. y papaverina, como control positivo, en el ileon de cobayo. Cada punto
representan la media del porcentaje de la respuesta contractil con su + E.E.M. (n = 6).

Con relacion al efecto maximo a la ACh, sélo las concentraciones altas del
extracto disminuyeron significativamente el Efecto maximo (Emax) con relacion al
control (Figura 16) (66.3 + 7.8 y 64.1 £ 4.6 vs 94.4 + 4%, respectivamente, P<0.05,
ANADEVA, seguido de Dunnett).

El analisis del area bajo la curva (ABC) de las CCR a ACh calculadas para
cada tratamiento y la concentracién efectiva cincuenta (CEsp) de ACh se muestran
en el cuadro 1. A medida que la concentracion del extracto aumenta el ABC de la
ACh disminuye, solo las concentraciones del extracto de 31.6 y 56.2 yg/mL
mostraron diferencia significativa con respecto al control (ANADEVA de una via

seguida de una prueba Dunnett). Por el contrario, a medida que la concentracién
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del extracto aumenta, también, aumenta la CEsy de la ACh, alcanzando una

significancia estadistica con las concentraciones mas altas del extracto (31.6 y

56.2 pg/mL).

1°°"““-F“

50+

% de la respuesta contractil

316 10 316

56I.2 Paplaverina

Extracto EtOH [ug/mL]
de Annona diversifolia Saff.

Figura 16. Efecto maximo (Eméx) de ACh [1X10°M] en ausencia y en presencia del
extracto etandlico de A. diversifolia Saff. y papaverina, como control positivo, en el ileon
de cobayo. Cada barra representan la media de la respuesta contractil con su + E.E.M. de
una n = 6. *P <0.05 analisis de varianza (ANADEVA), seguida de una prueba Dunnett.

Cuadro 1 Area Bajo la Curva (ABC) y CEs, de ACh obtenidas de las CCR de ACh en
ileon de cobayo en presencia del extracto EtOH de A. diversifolia Saff.

Tratamiento ABC CE5) ACh
Vehiculo 275.9 £ 6.46 3.45+0.28 x10° M
Extracto 1 ug/mL 266.4 + 5.52 5.9 + 0.36 x10° M
Extracto 3.16 pg/mL 271.4 £ 17.67 6.24 + 0.55x10° M
Extracto 10 ug/mL 228.5 + 19.08 17.4 £ 0.58 x10° M

Extracto 31.6 ug/mL
Extracto 56.2 yg/mL

Papaverina 30 uM

169.0 + 13.83*
136.9+ 16.04*
35.7 + 9.35*

101.6 £ 0.72x10° M*
664 + 0.74x10° M*

Se muestra media + E.E.M de una n = 6.
* Tratamiento vs vehiculo. P <0.05, ANADEVA, seguida de una prueba Dunnett.
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Finalmente, para determinar si las exposiciones repetidas del tejido al
extracto alteran la respuesta del tejido al BaCl, en estas condiciones
experimentales, se evalud la respuesta contractil del tejido al BaCl, al finalizar
cada experimento. Como se muestra en la figura 17, sélo la exposicion del tejido a
la concentracion mas alta del extracto (56.2 uyg/mL, dltima barra) alterd
significativamente la respuesta de los tejidos a BaCl, [10 mM] en comparacion con
la respuesta control (primera barra) (69.9 £ 6.97 vs 111.4 £ 11.77 %, *P<0.05,
ANADEVA, seguido de Dunnett).
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Figura 17. Respuesta contractil a BaCl, en tejido expuestos a diferentes concentraciones
del extracto EtOH de A. diversifolia Saff. sobre el ileon aislado de cobayo contraido con
ACh. Cada barra representa la media del porcentaje de contraccion + E.E.M. con una
n = 6. *P <0.05 analisis de varianza (ANADEVA), seguida de una prueba Dunnett.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La A. diversifolia es un arbol frutal comunmente conocido como “ilama” que
pertenece a la familia de las Annonaceae. En general, las hojas y frutos de varias
especies de esta familia son utilizadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de la diarrea, catarro, tos, algunas parasitosis y para el alivio de
colicos intestinales. Con relacion a la A. diversifolia, existen diversos estudios
cientificos en animales de experimentacién que han demostrado sus efectos
anticonvulsivos (Gonzalez-Trujano y cols., 2006b) y antinociceptivos (en modelo
de estiramiento abdominal) (Carballo y cols., 2010); sin embargo, hasta el
momento no existen reportes cientificos que sustenten su utilidad como

espasmolitico, para el tratamiento de codlicos intestinales.

En el presente estudio se realizé un bioensayo que muestra la actividad
espasmolitica del extracto etandlico de las partes aéreas de A. diversifolia. Esta
actividad se determind bajo tres protocolos experimentales y su efecto se compard
con el producido por papaverina, un antiespasmédico musculotropico bien

caracterizado.

En cada protocolo experimental, se inducen contracciones de la
musculatura lisa del ileon de cobayo y de esta forma se simula una serie de
espasmos exacerbados sobre el tejido. La induccion de la contraccién en la
musculatura lisa del ileon de cobayo se produce por un aumento del Ca®*
intracelular, el Ca’* seuneala calmodulina, una enzima especifica, activando a la
cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK). Esta cinasa fosforila a la cadena
ligera de miosina, la cual se une a la actina promoviendo la contraccion de las
fiboras musculares (Webb, 2003). En condiciones fisiolégicas, existen
concentraciones de Ca®" en el citosol mas bajas que en el exterior de la célula
(Godfraind y cols., 1986; Garcia y cols., 2005), por lo que es importante reconocer
que hay distintas vias por las cuales se puede producir un incremento intracelular
de Ca®".
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En el primer protocolo utilizado en este estudio, se produce una contraccion
sostenida del ileon aislado de cobayo al exponerlo a una concentracion elevada
de potasio (KCI, 32 mM). Para entender por qué ocurre la contraccion en estas
condiciones, hay que tener en cuenta que durante el potencial de reposo las
células tiene una carga interna negativa (Rang y Dale, 2008) con una
concentracion de K* en el interior de las células de 150 mM; mientras que en el
exterior, su concentracion es de 2.4 mM; esto genera un potencial de equilibrio en
el interior de las células del tejido de -89 mV (Bywater y cols., 1981). Cuando se
expone al tejido a una concentracion elevada de KCI se induce una
despolarizacion de las fibras musculares, provocando la apertura de los canales
de calcio tipo L dependientes de voltaje (Figura 18) (Karaki y cols., 1997). Esto
provoca un flujo de Ca?* hacia el interior de la célula y se induce una contraccion
rapida y sostenida (Chaudhary y cols., 2012). Bajo este protocolo experimental, la
adicion del extracto etandlico de A. diversifolia produjo un efecto relajante parcial

(cerca del 37%) concentracion dependiente.

Canales de Calcio tipo L
dependiente de voltaje

oS>

ﬁi
MLCK MC

-=::!‘:_=r—-=—_._"?‘:=-
Cal'"Senalu_acmn =

Figura 18. Canales de Calcio tipo L dependientes de voltaje y su efecto sobre la
respuesta contractil. Imagen modificada de Zicha y cols., 2014.
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El segundo protocolo experimental consiste en inducir contracciones del
ileon de cobayo a través de la estimulacion eléctrica (E.E.). Se sabe que estimulos
eléctricos de corta duracion, como los utilizados en este trabajo, solo permiten
activar a casi todas las neuronas entéricas, como las aferentes intrinsecas
primarias, las excitadoras, las inhibidoras y las motoras, pero no se estimulan las
células del musculo liso (Donnerer y cols., 2014). Por lo tanto, el estimulo eléctrico
produce la apertura de canales de Ca* en la neurona presinaptica (Naidoo y cols.,
2010) induciendo la liberacion de distintos neurotransmisores mediante exocitosis.
El principal neurotransmisor excitador que es liberado a través de este mecanismo
es la ACh (Nezami y Srinivasan, 2010). En la figura 19 se muestra la sintesis,
liberacion y degradacion de la ACh. Una vez liberado, este neurotransmisor activa
receptores presentes en la superficie de las células del musculo liso intestinal,
principalmente el M3 (Ehlert y cols., 1997). Los receptores M3 estan acoplados a
una proteina G, (Sawyer y Ehlert, 1998) y al ser activados se produce la hidrolisis
del fosfatidilinositol difosfato (PIP;) por la fosfolipasa C. Como producto de esta
hidrdlisis, se genera el segundo mensajero trifosfato de inositol (IP3) que actua en
sus receptores que se encuentran en la membrana del reticulo sarcoplasmico.
Esta accién permite el incremento de la concentracion citosélica de Ca®* debido a
su salida del reticulo sarcoplasmico, y produce una contraccion (Figura 20).
Ademas de la ACh, el estimulo eléctrico induce la liberacidon de sustancias o
neurotransmisores inhibidores, como el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y el
oxido nitrico (NO) (Pastel y cols., 2010), que inducen una respuesta de relajacion.
Por esta razon, la respuesta contractil maxima inducida por el estimulo eléctrico (2
a 2.5 g) es menor que la respuesta maxima inducida por el potasio (3 a4 g) o la
ACh (4 a 5 g) administradas exdgenamente. Ademas, la contraccién inducida por
el estimulo eléctrico tiene dos componentes, primero una contraccion fasica
de duracion de pocos segundos, seguida de una respuesta tdnica donde
disminuye lentamente la respuesta contractil (Santiago-Mejia y cols., 2007). Bajo
este protocolo experimental, la adicion del extracto etandlico de A. diversifolia

produjo un efecto relajante concentracion dependiente con una respuesta maxima
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de casi el 40 % que se pierde con la concentracion mas alta del extracto

(56.2 mg/ml); mientras que la papaverina induce una relajacién de cerca del 70 %.
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Figura 19. Sintesis y liberacion de ACh en las neuronas entéricas. ChAT (colina
acetiltransferasa, cataliza la sintesis de ACh a partir de colina y acetil coenzima A); ChT1
(transportador de colina); VAChT (transportador vesicular de ACh). AChE
(Actilcolinesterasa), BChE (Butirilcolinestersas), GPCR (receptor unido a proteina G).
Imagen modificada de Shah y cols., 2009.

Por ultimo, en el protocolo de estimulacion quimica con ACh se obtuvo una
inhibicién de la contraccién total inducida con ACh de casi el 50 % con la
concentracion mas alta del extracto etandlico de A. diversifolia. La ACh induce
contraccion en el ileon de cobayo por la activacién que produce en los receptores
muscarinicos M, y M3 (Zhang y Buxton, 1991). La respuesta contractil de la ACh a
través de la activacion de los receptores M3, como ya se explico anteriormente,
son los principales responsables de la respuesta contractil en el TGl a través del
incremento de [Ca®'] intracelular (Yang y cols., 2011). Con relacién a los
receptores M,, éstos estan acoplados a una proteina G; (Suguro y cols., 2009) e
inducen una inhibicion de la adenilato ciclasa y una disminucion de AMPc,

coadyuvando a la contraccion del musculo liso de manera indirecta. En estas
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condiciones experimentales, la papaverina inhibié practicamente de manera total

la respuesta contractil inducida por la ACh.

Agonista
Receptor M3/ Espacio

o extracelular

MP
5 e i S Wy 28 .,':h_l_: I_‘C'_ﬁ_ _,.‘l
P s
(L) P, PIP, Citoplasma

Ca™ Ca®
PR W ot
3 h
"
r i+ E5 s
. Ca®
I |
L9 ca® ca* pgsg
\\“-.“ _ {_,/

Figura 20. Contraccion inducida por ACh producida por la activacion de los receptores Ms
en el ileon de cobayo. Imagen modificada de Jude y cols., 2008. PIP, (Fosfatidilinositil
bifosfato), IP; (inositol trifosfato), IP;R (Receptor de inositol trifosfato), MP (Membrana
Plasmatica), RS (Reticulo sarcoplasmico).

Como ya se menciond, en cada uno de los protocolos experimentales se
utilizé la papaverina como control positivo ya que es un agente musculotropico que
produce relajacion del musculo liso por la inhibicion de la fosfodiesterasa (PDE) de
Adenosin monofostato ciclico (AMPc) produciendo un aumento intracelular
de AMPc. Esto provoca la activacién de la protein cinasa A (PKA) y la inactivacion

de la cinasa (MLCK) impidiendo la contraccion muscular (Shimizu y cols., 2000).

La papaverina produce una rapida y reversible relajacion del musculo que
nos permite verificar que la maquinaria contractil del tejido se encuentra
funcionando adecuadamente y nos permite demostrar que el efecto relajante del
extracto se debe a que alcanzamos su efecto maximo y no algun tipo de dafio en

la musculatura del tejido.
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Es importante mencionar que en este estudio la A. diversifolia indujo una
respuesta relajante atipica, ya que se produce paulatinamente, llegando a
una respuesta maxima en aproximadamente 20 min, sobre todo en el protocolo del
tejido precontraido con KCI. En cambio, la respuesta tipica de relajacion en estas
condiciones experimentales se puede observar con la papaverina o con otros
extractos estudiados en este protocolo experimental, como el Rosmarinus
officinalis (Ventura-Martinez y cols., 2011) y la Agastache mexicana ssp.
xolocotziana (Ramirez, 2014), que producen una respuesta relajante maxima de 2

a 5 min después de su adicion.

Al finalizar cada experimento, los tejidos son contraidos con BaCl, [10 mM],
con el propdsito de determinar si la musculatura del ileon de cobayo mostraba
algun deterioro por la exposicion a los diferentes tratamientos. En estas pruebas
observamos que cuando el tejido era expuesto a varias concentraciones del
extracto etandlico de A. diversifolia Saff., como en el protocolo de tejido
precontraido con KCI (Figura 9); o bien, a una concentracién alta del extracto;
como en el protocolo de contraccion con E.E. (Figura 12) o con ACh (Figura 19), la
respuesta al BaCl, disminuye significativamente, esto lo interpretamos como dafio
a la musculatura lisa del tejido; aunque este dano parece ser leve e irreversible. El
mecanismo del BaCl, para inducir contraccion en el ileon de cobayo involucra
principalmente la musculatura del tejido y no al sistema nervioso entérico ya que el
bario, al ser un ién bivalente, actia como si fuera Ca®" afectando el potencial
normal de la célula, provocando la apertura de los canales de Ca*" A través de
este mecanismo el bario ingresa a la célula y generara la contraccion del musculo
liso al actuar directamente sobre las proteinas que forman la maquinaria contractil
(Hasen y cols., 1984; Karaki y cols., 1986).

Respecto a esto, en 2010 Carballo y cols., reportan que el extracto
etandlico de las hojas de A. diversifolia tiene una dosis letal (DLsp) de 707 mg/Kg
por via intraperitoneal (i.p.) y por via oral la DLsy es mayor a 5000 mg/Kg, por lo
que creemos que algun componente toxico del extracto se estd metabolizando en

los animales de experimentacién y no se puedan apreciar los efectos toxicos en un
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modelo agudo de dosis letal en animales integros; por el contrario, en el modelo
empleado en este estudio no hay metabolismo de los componentes quimicos de la

planta por tratarse de un modelo de érgano aislado.

Dentro de este mismo estudio, Carballo y cols. (2010) reportan la presencia
de flavonoides, triterpenos y alcaloides como componentes activos del extracto a
través de cromatografia de capa fina. Alguno de estos componentes quimicos de
la planta podrian explicar el efecto espasmolitico observado en este trabajo. Por
ejemplo, flavonoides como la quercetina inhiben las contracciones en ileon de rata
por inhibicion de la fosfodiestersa (PDE) (Hammad y Abdalla, 1997), las
variaciones quimicas estructurales de los flavonoides les proporcionan distinta
afinidad sobre las isoenzimas de la PDE, al inhibir estas enzimas los flavonoides
impiden la degradacion del AMP¢ lo cual permite la relajacién de la musculatura
lisa (Wun-Chang y cols., 2004). La quercitrina es un flavonoide presente en el
extracto acuoso de A. diversifolia Saff. (Brindis y cols., 2013), con respecto a éste
Galvez y cols. (1993) demostraron su efecto antidiarréico al interferir en la

modulacion de sintesis de acido araquidonico en el intestino.

El dafio inducido al tejido en este trabajo se le podria atribuir a las
acetogeninas presentes en la planta, las cuales se consideran agentes citotoxicos
y causantes de neurotoxicidad (Ven y cols., 2014). Si bien, en la A. diversifolia
Saff. sélo se han encontrado estos compuestos en las semillas, en otras especies
de este género, como la A. muricata, también se han encontrado en las hojas
(Champy y cols.,, 2004; Garcia, 2009b). El mecanismo citotoxico de las
acetogeninas radica en afectar la cadena respiratoria a nivel mitocondrial. Liaw y
cols. (2011) sugieren que el efecto citotoxico se debe a la acciéon quelante que
tienen las acetogeninas, debido a que pueden formar complejos quimicos con
iones divalentes como el calcio, formando complejos que son hidréfobos y pueden
atravesar membranas citoplasmaticas con facilidad generando un desbalance en
las concentraciones de Ca?* y con ello afectar a la célula a distintos niveles,

debido a que el Ca®" participa en distintas funciones enzimaticas.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la A.
diversifolia induce un efecto relajante del intestino delgado del cobayo de casi el
40% en todos los protocolos con los diferentes espasmogenos utilizados. Este

efecto es interpretado como un efecto espasmolitico.

En conclusion, los resultados constituyen una aportacion cientifica al
conocimiento etnomédico de la A. diversifolia Saff.; dando asi sustento a su uso en

la medicina tradicional para el alivio de los célicos por su efecto antiespasmadico.

Finalmente, a pesar de que en la medicina tradicional se utiliza esta especie
vegetal para tratar los cdlicos, el modelo in vitro empleado en este trabajo sugiere
que la seguridad del extracto podria no ser adecuada, ya que, el efecto
antiespasmaodico del extracto muestra una respuesta atipica, que se estabiliza a
tiempos muy prolongados (casi 20 min), en comparacion con otros extractos
estudiados (4 min). Ademas, los resultados sugieren que la exposicién del tejido a
varias concentraciones del extracto podrian danarlo disminuyendo su posibilidad
de recuperacion. Aunque en los estudios donde determinaron la dosis letal de
este extracto administrado por via oral, se determindé que es un extracto “seguro”

para su administracion sistémica.
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1.

10. PERSPECTIVAS

Es necesaria la identificacion y cuantificacion de los compuesto bioactivos
responsables del efecto espasmolitico del extracto etandlico de las hojas de

A. diversifolia por medio de un estudio biodirigido.

Es necesario hacer estudios de toxicidad cronica para determinar su

seguridad en diferentes 6rganos y sistemas.

Por ultimo, consideramos que se deben hacer estudios de farmacocinética
para determinar si alguno de los componentes “téxicos” (como las
acetogeninas) de la planta se inactivan por la biotransformacion en los
animales integros y esto proporcione un amplio margen de seguridad en el

uso sistémico de los extractos de esta especie vegetal.
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