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1. Introduccion

En la actualidad, la poblacibn mexicana se encuentra mas vulnerable a desarrollar
alguna enfermedad respiratoria debido a multiples factores de riesgo como son la
contaminacion del aire, el tabaquismo, los alérgenos y los productos quimicos.
Dichas enfermedades pueden ser agudas o cronicas, las primeras son afecciones
de etiologia infecciosa mientras que las segundas son de tipo crénico como la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), las alergias, la hipertension
pulmonar y el asma. El asma toma gran importancia ya que se encuentra dentro de
las 10 primeras causas de atencion en los servicios de salud, especialmente de
urgencias y de consulta externa en nuestro pais.! Se trata de una enfermedad en la
que se presenta inflamacién y estrechamiento de los bronquios, con lo que
disminuye su diametro interno y se reduce el flujo de aire que entra y sale de los
pulmones.? Las terapias farmacolégicas estan dirigidas a contrarrestar los sintomas
de inflamacién y broncoconstricciébn que la caracteriza, sin embargo, no estan
exentas de provocar reacciones adversas, por lo que es necesaria la investigacion
de nuevas alternativas. Considerando que en la medicina tradicional se utilizan
diversas plantas para el control del asma, y han resultado benéficas ya que
provocan relajacion del musculo liso, el presente trabajo estuvo encaminado al
estudio de la actividad relajante de la planta Hyptis suaveolens utilizando el modelo
de anillos aislados de traquea de cobayo. Dicho estudio permitio llegar a una
fraccion de maxima actividad relajante y se exploré si la relajacion se debe a la
activacion de los receptores B2 adrenérgicos o a la inhibiciéon de los receptores

muscarinicos Ms.



2. Marco tebrico

2.1. Aparato respiratorio

El sistema respiratorio consta de tres partes: una parte conductora, una region
respiratoria y un mecanismo de ventilacion, las cuales en conjunto acondicionan el
aire, proporcionan oxigeno y eliminan el CO:2 del torrente sanguineo.® La parte
conductora del sistema incluye a la boca, la cavidad nasal, la faringe, los senos
paranasales, nasofaringe y el arbol traqueo bronquial; el funcionamiento de esta
porciéon sirve para calentar, humedecer y filtrar el aire inspirado.® La parte
respiratoria del sistema comprende el parénquima pulmonar, cuya funcion principal
es el intercambio de gases # y por ultimo el sistema de ventilacién que esta
conformado por la caja toracica, los masculos intercostales, el diafragma y el tejido
conectivo elastico del pulmén, en conjunto son los responsables del movimiento del

aire dentro del tracto respiratorio. 3
2.1.1. Traquea, bronquios y bronquiolos

La trAquea conduce el aire a la parte respiratoria del pulmén por medio de dos
bifurcaciones, denominados bronquios primarios los cuales ingresan al pulmén
derecho e izquierdo. Los bronquios primarios se dividen en bronquios secundarios
que se dividen nuevamente en bronquios segmentarios (o0 terciarios) los cuales
experimentan una mayor ramificacion y una disminucion del didmetro. Se continta
con la reducciéon del diametro hasta formar bronquiolos los cuales son pequefios
conductos tubulares que unen a los bronquios con los alveolos. Su funcidn es

transmitir el aire hacia los alveolos.3
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La region traqueobronquial esta revestida por epitelio respiratorio, similar al de la
nariz y la nasofaringe, el cual consiste principalmente en células ciliadas y mucosas,
que juegan un papel importante en el aclaramiento mucociliar. También estan

presentes células serosas, basales y las células neuroenddcrinas. 3

La trdquea y los bronquios estan conformados por cartilago y musculo liso.® Por su
parte, en los bronquiolos no existen glandulas subepiteliales ni placas

cartilaginosas, pero si una capa de musculo liso relativamente gruesa. ©
2.2.1nervacion del musculo liso de las vias aéreas

El control del tono bronquial resulta de la interaccion de varias vias en competencia,
ya que recibe inervacion simpatica (adrenérgica), parasimpatica (colinérgica), y
neuronas no adrenérgicas no colinérgicas (NANC) junto con catecolaminas

circulantes y factores locales. ’
2.2.1. Inervacion simpatica (adrenérgica)

La mayor parte de la inervacion simpéatica se origina a partir de fibras colinérgicas

preganglionares en la regién toracolumbar de la médula espinal. &

Aunque la inervacion simpética de las vias aéreas es muy escasa, el sistema
adrenérgico controla las vias aéreas produciendo dilatacion del arbol bronquial de
dos formas: a través de las catecolaminas circulantes que son liberadas desde la
meédula suprarrenal (especialmente la adrenalina) y por inervacién simpatica directa.
Esta dltima inerva principalmente los vasos sanguineos bronquiales, las glandulas
submucosas, los ganglios parasimpaticos, y solo algunas inervan al musculo liso de

las vias aéreas con presencia abundante del adrenorreceptor B2. 7-°
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2.2.2. Inervacion parasimpatica (colinérgica)

La inervacion parasimpatica preganglionar de las vias aéreas se origina en el tronco
encefalico en donde estos nervios son colinérgicos y nicotinicos; tras la
estimulacién, producen potenciales excitadores en las neuronas posganglionares.
Las fibras posganglionares se distribuyen a la mucosa nasal a través de las ramas
del nervio nasal posterior, donde finalmente inervan las glandulas serosas,

mucosas, arterias Yy venas. 8

El sistema nervioso parasimpético desempefia un papel esencial en la regulacion
del calibre de las vias aéreas, ya que constituye la principal inervacion de las vias
aéreas. Los nervios colinérgicos secretan acetilcolina la cual se une a los receptores
muscarinicos lo que desencadena casi de manera inmediata una

broncoconstriccion. 910

El masculo liso de las vias respiratorias expresa abundantes receptores
muscarinicos M2 y Mz, aproximadamente en una proporcion de 4:1. El receptor Ms
que esta acoplado a una proteina Gq es el principal responsable de la contraccién
bronquial y traqueal del musculo liso, a pesar de que sus niveles de expresion sean
bajos.® Cabe mencionar que en las vias aéreas de los humanos la inervacion

colinérgica se ha identificado hasta los bronquiolos terminales. 0
2.2.3. Inervacion no adrenérgica no colinérgica de las vias aéreas

El sistema no adrenérgico-no colinérgico (NANC) libera mediadores que
contribuyen al tono bronquial.” Este sistema es capaz de producir tanto respuestas

excitadoras como inhibidoras, ademas de intervenir en la secrecién de moco. Los
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principales mediadores del sistema excitador NANC (eNANC) son la Sustancia P,
la neurocinina A 'y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina. Con respecto
a los mediadores del sistema inhibidor NANC (iNANC), se tiene al 6xido nitrico (NO)
que es el mediador predominante que contribuye a la broncodilataciéon 7y al péptido
intestinal vasoactivo (VIP); aunque la participacion de este Gltimo en el ser humano
es controversial, en las vias aéreas de cobayos ha quedado totalmente demostrado
que el VIP regula una respuesta inhibitoria modulando la respuesta colinérgica a

través de un antagonismo con la acetilcolina liberada. °
2.3.Respuesta mecanica del musculo liso de las vias aéreas

La respuesta mecanica del masculo liso de las vias aéreas (MLVA) esta regulada
por una serie de eventos moleculares que giran en torno a dos proteinas contractiles

filamentosas: la actina y la miosina.!?

Estos eventos ocurren cuando la miosina se activa por la fosforilacién de su cadena
ligera debido a la cinasa de la cadena ligera de miosina y se revierte por la
desfosforilacion debido a la fosfatasa de la cadena ligera de miosina. El alcance y
la duracién de la respuesta contractil dependen del equilibrio entre la fosforilacion y
desfosforilacién de la cadena reguladora de miosina y la actividad de la ATPasa del

complejo actina-miosina.'?
2.3.1. Contraccion

La broncoconstriccién se define como el estrechamiento de las vias respiratorias
gue puede desencadenarse por una despolarizacion electromecanica o por diversos

agonistas contractiles 2 que se pueden liberar por la presencia de alérgenos,
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infecciones respiratorias, irritantes, ejercicio, etc.!* Entre dichos agonistas
contractiles se encuentran la acetilcolina, la bradicinina, las neurocininas, la
histamina, los leucotrienos y algunas prostaglandinas, que interactian con sus

correspondientes receptores que se encuentran acoplados a proteinas Gg. 14

2.3.1.1. Broncoconstriccion a través de los receptores acoplados a

proteina Gq

Un ejemplo de la contraccion del musculo liso es la que se origina por la unién de la
acetilcolina al receptor muscarinico (acoplado a proteina G), que produce la
disociacion de la proteina Gq o Gg/11 en las subunidades a y By; la subunidad a
activa la fosfolipasa Cp (PLCg), lo que promueve la hidrélisis del 4,5-difosfato de
fosfoinositol (PIP2) '° lo que conduce a la produccién de inositol 1, 4, 5-trisfosfato
(IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG). El IPs se difunde a través del citosol y se une a su
receptor especifico ubicado en el reticulo sarcoplasmico, lo que moviliza la
liberacién de calcio.'® El calcio intracelular se une a la calmodulina, y este complejo
a su vez activa a la cinasa de las cadenas ligeras de miosina (MLCK), la cual
fosforila a las cadenas ligeras de miosina (MLC). La fosforilaciéon de las MLC activa
ala ATPasa intrinseca, que hidroliza el ATP y proporciona la energia requerida para
el movimiento de las cabezas de miosina sobre los filamentos de actina, que son
fundamentales para el inicio de la contraccién muscular. La fosforilacion de MLC es
un proceso altamente regulado, determinado por la integracion de numerosos
mecanismos reguladores que acttan sobre las MLCK y las fosfatasas de las

cadenas ligeras de miosina (MLCP).Y’
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El otro producto de la hidrolisis es el 1,2-diacilglicerol DAG que activa varias
isoformas de la familia de la proteina cinasa C (PKC). Estas cinasas regulan la
contraccion del masculo liso mediante la fosforilacion de proteinas, incluyendo a la
calponina. -En condiciones de reposo, la calponina inhibe la capacidad de la actina
para activar la ATPasa de miosina, por lo tanto, mantiene el masculo relajado. Sin
embargo, en el estado fosforilado, la calponina se disocia de la actina y asi bloquea
su efecto inhibidor sobre la ATPasa de miosina. Adicionalmente, DAG puede
hidrolizarse con la enzima DAG-lipasa para producir acido araquidénico (AA), que
también puede formarse a partir de fosfatidilcolina (PC) mediante fosfolipasa A2
(PLA2). ElI AA tiene multiples efectos celulares ya sea directamente o como

precursor de prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos. 181°

2.3.1.2. Broncoconstriccidon a través de los receptores acoplados a

proteina Gi

Los receptores acoplados a la proteina Gi pueden actuar mediante las subunidades
a y By. La subunidad a se une a la enzima AC e inhibe su actividad, al reducir los
niveles intracelulares del segundo mensajero AMPc. 2° Por otra parte, las
subunidades By activan ciertas isoformas de PLC 3, una enzima que convierte el
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en DAG e IPs. El IP3 induce la liberacion de calcio
de las reservas intracelulares, mientras que el DAG recluta la proteina cinasa C

(PKC) a la membrana plasmatica generando asi la contraccion. 2°

Adicionalmente, las subunidades By pueden activar a la enzima fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) cuya activacion se asocia con vias de sefializacion que regulan la
supervivencia celular. 2°
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2.3.2. Broncorrelajaciéon

La relajacion del muasculo liso de las vias aéreas se consigue al reducir la
concentracion de Ca?* intracelular o al modificar la sensibilidad de las proteinas
contractiles del mismo 2%?? |o cual se puede conseguir por diversas vias que
incluyen: la activacion del sistema de nucledtidos ciclicos AMPc (por accion de los
agonistas B2, VIP, prostaglandinas) y GMPc (por la accion del 6xido nitrico y de los
nitratos), por la inhibicion de la degradacién de dichos nucleétidos y la por la

modulacion de la actividad de los canales idnicos de la membrana celular.?!

2.3.2.1. Relajacion a través de la activacion de receptores acoplados a

proteina Gs

Los receptores acoplados a proteinas Gs en el musculo liso de las vias respiratorias
se activan mediante agentes enddgenos tales como catecolaminas circulantes,

prostaglandinas, adenosina y VIP. %3

La union del agonista induce un cambio conformacional en el receptor que permite
la interaccién con la proteina Gs, y posteriormente se produce una disociacion de la

subunidad a del dimero By. %*

La subunidad a se une a la enzima adenilil ciclasa (AC) que se encuentra unida a
la membrana celular y la activa. La activacion de la AC cataliza la formacion de ATP
a AMP ciclico (cCAMP), que a su vez se une a las subunidades reguladoras de la
proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA).?® La PKA fosforila muchas proteinas

diferentes, incluida la cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK), modificando asi

16



su funcion, y esto finalmente conduce a la relajacién del musculo liso de las vias

respiratorias. 2°

2.3.2.2. Relajacion por activacion de la enzima guanilato ciclasa

Las guanilil ciclasas (GC) son enzimas que catalizan la conversion de GTP a GMPc
y existen como enzimas solubles y en particulas asociadas a la membrana.?® Estos
dos tipos de enzimas se diferencian entre si por su ubicacion y por los agonistas
gue las activan. La forma soluble se localiza en el citosol y se activa por el 6xido
nitrico; mientras que la forma particulada se encuentra en la membrana, y se activa

por el péptido natriurético (PN). 26:27

Ambos tipos de enzimas producen guanosin- 3",5 -monofosfato ciclico (GMPc), que
a su vez activa a cinasa dependiente de GMPc (PKG), una vez activada esta enzima
fosforila a varias proteinas clave, incluidas las de los canales iénicos, las bombas
i6nicas, los receptores y enzimas, todas involucradas en el control de la
concentracion intracelular de Ca?*. La fosforilaciéon de estas proteinas diana reduce

la concentracién de Ca?* y da como resultado la relajacion de musculo liso. 2/
2.3.2.3. Relajacion por inhibicion de fosfodiesterasas

Las enzimas fosfodiesterasas (PDE) son un subconjunto de enzimas cuya funcion
es reducir los niveles de AMPc y GMPc intracelular. Los farmacos que inhiben a las
fosfodiesterasas, generan la acumulacion de AMPc / GMPc lo que activa aun mas

a las enzimas PKA / PKG, lo que conduce a broncodilatacion. 22

Las PDE que hidrolizan preferentemente a los nucleétidos ciclicos intracelulares,
AMPc o GMPc, se agrupan en 11 familias. En las células de las vias aéreas

17



humanas se ha reportado la presencia de las clases PDE1-5, de ellas la PDE3 y la
PDE4 son las dos principales enzimas hidrolizadoras de AMPc. Debido a lo anterior

los inhibidores de las PDE3 y PDE4 causan la relajacion del MLVA. 23

2.3.2.4. Modulacion de canales iénicos
2.3.2.4.1. Relajacion por modulacion del flujo de calcio

transmembranal

La concentracién de Ca?* intracelular juega un papel clave en el inicio y en el
mantenimiento de la contraccion del MLVA. La concentracion de calcio se puede
incrementar debido a su ingreso a través de los canales de Ca?* que se localizan
en la membrana plasmatica, como son los canales de Ca?* dependientes de voltaje
(VOC), y los canales de Ca?* operados por receptor (ROC).2°230 Por lo tanto, el
bloqueo de estos canales se ha considerado como un mecanismo de relajacion. Al
respecto, se ha reportado que los farmacos que bloquean dichos canales controlan
la hiperreactividad de las vias respiratorias y la inflamacion pulmonar, sin embargo,
solo mostraron una interaccion aditiva con los agonistas de los receptores 32, por
lo tanto, no se consideran como farmacos de eleccion al no tener un efecto

broncodilatador directo. 2528
2.3.2.4.2. Canales de K*

En las células del musculo liso de las vias respiratorias se encuentran los canales
de K* dependientes de voltaje y los canales de potasio K* dependientes de ATP
(Katp), los cuales juegan un papel importante en la modulacién de la actividad

contractil. La activacion de estos canales causa hiperpolarizacion celular que
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bloguea la entrada de Ca?* a través de los canales dependientes del voltaje, lo que
lleva a la relajacion del musculo liso. En consecuencia, los moduladores de los
canales de K* pueden ser valiosos en el tratamiento de los trastornos cronicos de
las vias respiratorias. Investigaciones realizadas en este sentido, han reportado que
dichos moduladores son eficaces para relajar las vias respiratorias humanas en
estudios in vitro. Sin embargo, en el tratamiento in vivo, son mas potentes como

vasodilatadores, lo que limita la dosis que se puede administrar de forma segura. 3!
2.4.Asma

El asma es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de edema,
broncoconstriccion e hipersecrecion de moco. Durante una crisis asmética los
sintomas que se presentan son: dificultad respiratoria, tos, sibilancias y opresion en

el pecho o alguna combinacion de estos sintomas. 14
2.4.1. Epidemiologia

De acuerdo con estimaciones de la OMS, en el mundo existen 235 millones de
personas asmaticas.?? Esta enfermedad afecta del 5 al 12% de la poblacion
pediatrica, mientras que, en los adultos, aunque se considera que su incidencia se
ha incrementado, no se tiene un porcentaje preciso. Este padecimiento es muy
importante porque repercute tanto en la productividad del individuo en el dmbito
familiar, como en el grupo socioecondmico donde se desenvuelve y es causa

importante de ausentismo escolar y laboral. 33

En México, el nUmero de casos nuevos reportados ha superado los 25 mil por afio

y actualmente se considera que las principales causas que contribuyen a la
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morbimortalidad del asma son el subdiagnéstico y el manejo inadecuado de los

pacientes. 32
2.4.2. Etiologia

Aunque no se conoce una etiologia especifica y no se sabe por qué el individuo
asmatico reacciona tan espectacularmente a las mismas situaciones a las que esta
expuesto el individuo sano, se han identificado agentes potencialmente
perjudiciales, como los alérgenos, la contaminacién atmosférica, la exposicion
laboral a antigenos potenciales, el tabaquismo pasivo y/o activo, y el uso de

conservadores en los alimentos enlatados como la tartrazina y los sulfitos. 33

Asimismo, se ha considerado la implicacion de un factor genético que favorece la
hiperreactividad bronquial, pero no se ha concluido que la herencia desempefie un
papel definitivo. Por otro lado, se ha observado que en los nifios hay un predominio
del sexo masculino y en los adultos predominio del sexo femenino, y que las crisis
desaparecen en la mitad de los infantes al llegar a la pubertad, lo cual sugiere la
existencia de factores hormonales no identificados que son importantes en la
hiperreactividad bronquial, en el desencadenamiento de las crisis de asma, en la
severidad y/o persistencia de los sintomas, que varian en cada paciente y muchas

veces en el mismo individuo. 33
2.5.Farmacos para el tratamiento del asma

En la farmacoterapia del asma se utilizan medicamentos destinados a disminuir la
inflamacion de las vias respiratorias (antiinflamatorios) y productos orientados a

disminuir el broncoespasmo (broncodilatadores).3*
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2.5.1. Farmacos broncodilatadores
2.5.1.1. Farmacos que bloquean el efecto de los mediadores
contractiles

25.1.1.1. Anti-inflamatorios

Los corticosteroides inhalados tales como prednisona y fluticasona son los agentes
anti-inflamatorios mas efectivos utilizados para tratar las enfermedades de las vias
respiratorias, debido a su papel en la modificacion de varias células inflamatorias y
vias involucradas en el asma. Se recomiendan en todos los pacientes sintomaticos,
a dosis que difieren segun la gravedad de la enfermedad, como monoterapia o en
combinacion con agonistas B2 de accidn prolongada o antagonistas de los

receptores de leucotrienos. 3°

Entre los mecanismos que contribuyen a su efecto anti-inflamatorio en el asma
estan la modulacién de la produccién de citocinas y quimiocinas, la inhibicién de la
sintesis de eicosanoides, una notable inhibicion de la acumulacion de basdfilos,
eosinofilos y otros leucocitos en el tejido pulmonar y la disminucién de la

permeabilidad vascular.34

El efecto de los corticosteroides se produce a través de la union del corticoesteroide
(CS) a los receptores de glucocorticoides citoplasmaticos (GR). EIl complejo CS-
GR ingresa al nucleo e interactia con secuencias de ADN especificas que
responden a los esteroides al codificar factores de transcripcion que promueven la
liberacion de compuestos anti-inflamatorios (p. e€j., lipocortina) y regulan

negativamente la liberacién de citocinas pro-inflamatorias. 3°
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El tratamiento a largo plazo con corticoesteroides se ha asociado con algunos
posibles efectos secundarios como la supresién adrenocortical, osteoporosis,

fracturas 6seas, adelgazamiento de la piel y plrpura trombocitopénica. 3
2.5.1.1.2.  Anticolinérgicos

Los farmacos antimuscarinicos (anticolinérgicos) evitan la broncoconstriccion
secundaria a la estimulacién colinérgica, ya que actian como antagonistas

competitivos de los receptores Ms que estan acoplados a la proteina Gqg.’

En este grupo de farmacos se encuentra la atropina, el bromuro de ipratropio o
tiotropio que es un anticolinérgico de accién mas prolongada ®’, sin embargo, la
broncodilatacion que producen estos farmacos es menos intensa que la generada
por los agonistas adrenérgicos y surge con mayor lentitud, es por ello que los
anticolinérgicos se utilizan como adyuvantes en el tratamiento del asma.®® En el
caso de ipratropio se recomienda administrarlo en combinacién con salbutamol
(farmaco Bz-adrenérgico), debido a los efectos sinérgicos que se producen con la
terapia combinada. Entre los efectos adversos relacionados con su uso se
encuentran la xerostomia o resequedad en la boca y tos, asi como la interaccion
con otros antimuscarinicos.®’
2.5.1.1.3.  Antihistaminicos

En el sistema periférico, la histamina se sintetiza y se almacena en las vesiculas de
mastocitos y basofilos. En las reacciones alérgicas inmediatas la histamina
desempeiia un papel importante, ya que, tras la estimulacion inmunolégica de los
mastocitos y basdfilos, la histamina se libera de las vesiculas de almacenamiento
en el espacio extracelular al activar a los receptores para histamina. En el sistema
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respiratorio la activacion de los receptores Hi que estdn acoplados a la proteina
Gqn1, provocan bronconstriccion, secrecion de moco, secrecidén bronquial, y edema
de la mucosa. Los farmacos antagonistas de los receptores Hi tienen eficacia clinica
significativa en algunos tipos de asma alérgica, 38 y actualmente se dispone de
antihistaminicos de segunda generacion denominados antihistaminicos no

sedantes como cetirizina, desloratadina, y ebastina. 3*

Los efectos adversos mas frecuentes de estos farmacos se relacionan con el
sistema nervioso central y son: mareos, vision borrosa, fatiga, nerviosismo,

insomnio y temblores. 34

2.5.1.1.4. Antileucotrienos
Los leucotrienos son potentes broncoconstrictores, que incrementan la
permeabilidad vascular y estimulan la secrecion de moco. Se sintetizan a partir del
acido araquidonico (AA) mediante la via 5-lipoxigenasa (5-LO). La sintesis de estos
mediadores resulta de la escision del AA en las membranas celulares, quienes

ejercen sus efectos bioldgicos al unirse y activar receptores especificos. 3°

Los leucotrienos (LT) se sintetizan en diversas células del organismo, como
neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, monocitos, mastocitos, macréfagos alveolares,

asi como en las células epiteliales y endoteliales de los vasos pulmonares. #°

Los farmacos antileucotrienos son utiles en el tratamiento del asma ya que inhiben
el proceso de remodelacion de la via aérea al disminuir la infiltracion eosinofilica al
pulmén, reducen la liberacién de citocinas relacionadas con la respuesta inmune

tipo Th2, impiden la hiperplasia de las glandulas mucosas y la hipersecrecion de
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moco, la hiperplasia de células musculares de la via aérea, asi como el depdsito de

colageno y fibrosis en la pared bronquial (denominado remodelado bronguial). 4°

Dichos farmacos se clasifican en dos grupos segun su mecanismo de accion: Los
gue bloquean el receptor de leucotrienos y asi la respuesta del 6rgano diana de LT
(zafirlukast, pranlukast, montelukast) y los que inhiben la sintesis de LT (zileuton,

ZD2138, Bay X 1005, MK-0591) que bloquean la biosintesis de cisteinil LT y LTB4.%°

Como efectos adversos de los farmacos montelukast y zarfilukast se reportan
nauseas, diarrea, fiebre, cefalea, y dolor abdominal, mientras que el farmaco
zileuton produce dolor toracico, cefalea, nerviosismo, dispepsia, constipacion,

flatulencia, mialgias, artralgias, etc. 4

2.5.1.2. Farmacos relajantes

25.1.21. B2 selectivos

Los farmacos agonistas de los adrenoreceptores 32 se consideran medicamentos
de primera linea en el tratamiento del estrechamiento de las vias respiratorias, lo
gue caracteriza al asma bronquial, por lo que son un pilar en el manejo del asma ya
que alivian los sintomas y controlan la enfermedad. 42 Se clasifican en productos de
accion breve (salbutamol, levalbuterol, terbutalina) y acciéon larga (salmeterol y
formoterol).®* Estos farmacos producen broncorelajaciéon directa cuando actian
sobre el adrenoreceptor B2 que activa la adenilil ciclasa a través de la proteina Gs,
lo que origina la produccién de AMPc y la activacion de la proteina cinasa A (PKA)
gue se ha descrito como el mecanismo principal que impulsa la relajacién del

MLVA.43
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No obstante, dentro de las desventajas de este tipo de farmacos es que la
exposicion prolongada puede desensibilizar a los receptores; provocar estimulacion

cardiovascular, temblor distal, hipokalemia, e hiperglicemia. 4344

También se ha informado que producen alteraciones en los tejidos y estructuras
celulares de las vias aéreas, asi como en varias células clave de la reaccion alérgica
(mastocitos, linfocitos). 42
2.5.1.2.2. Inhibidores de las fosfodiesterasas

Los derivados de xantina (metilxantina, teofilina, teobromina) inhiben a las enzimas
fosfodiesterasas, lo que origina la acumulacion de cAMP / cGMP que activa aun
mas a las enzimas PKA / PKG, respectivamente, lo cual contribuye a la reduccion
de la contractilidad asociada a la entrada de Ca?* en el musculo liso de las vias

aéreas.*

El uso de estos farmacos se limita solo a los casos en los que se dispone de
métodos para cuantificar su nivel sanguineo, debido a que tienen un margen
terapéutico estrecho y sus efectos terapéuticos y toxicos tienen relacion con la
concentracion sanguinea.®® Los signos tempranos de intoxicaciéon son: nausea y
vomito por estimulacion del sistema nervioso central, deshidratacion, dolor
abdominal, agitacién, taquicardia, incremento en la secrecion gastrica, reflujo
gastroesofagico y poliuria. A altas concentraciones ocurren: arritmias cardiacas,
encefalopatia, hipertermia, convulsiones resistentes, dafio cerebral y muerte. #’

No obstante, en los ultimos afios se han desarrollado farmacos mas selectivos,

como el rolipram y roflumilast, que son inhibidores de la fosfodiesterasa 4 tienen
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acciones farmacologicas especificas y disminuyen la frecuencia de los efectos
adversos gastrointestinales.®

2.6. Tratamiento con plantas medicinales

A lo largo de la historia el uso de plantas medicinales ha representado un recurso
fundamental para la salud humana, principalmente en zonas rurales e indigenas,
donde pueden ser el Unico tratamiento del que se dispone a falta de instituciones
meédicas o recursos monetarios para la adquisicion de medicamentos, ademas de
que han servido como base para el desarrollo de la medicina moderna.*® En el caso
del tratamiento de las enfermedades respiratorias, la planta Ma Huang (Ephedra) se
utiliza en la medicina tradicional China desde hace mas de 5000 afos, y es
considerada la terapia broncodilatadora mas antigua. Su estudio permitio identificar
al principio activo que es la efedrina, dicho compuesto actia liberando
catecolaminas enddégenas que provocan una broncodilatacion. La efedrina se
convirtié en un tratamiento muy popular y eficaz para el asma, sobre todo porque, a
diferencia de la adrenalina (hasta entonces la terapia estandar), se podia
administrar por via oral, posteriormente surgieron los farmacos 2-adrenérgicos que
hoy en dia son utilizados ampliamente.*°

En México, se tiene el registro de mas de 4 000 especies de plantas medicinales
gue se han utilizado empiricamente por el 80% de la poblacién indigena para tratar
diversos problemas de salud, dentro de los cuales se encuentran las enfermedades
respiratorias °° como el asma bronquial, la gripe, resfriados y otros problemas
pulmonares. Sin embargo, un reducido niumero de plantas cuentan con estudios

farmacolégicos que dan sustento a su uso tradicional, algunas de las cuales se
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presentan en el cuadro 1, lo cual hace evidente la importancia de continuar con su
estudio, tal es el caso de la planta Hyptis suaveolens que se emplea en la medicina
tradicional del estado de Chiapas en el tratamiento del asma, pero no cuenta con
estudios cientificos.
2.6.1. Hyptis suaveolens
Hyptis suaveolens pertenece a la familia de las Lamiaceae y casi todas las partes
de la planta se utilizan en la medicina tradicional para tratar distintas enfermedades.
Alcanza aproximadamente 2 metros de altura, tiene ramas y tallos largos, blancos

y piliferos. Sus flores son moradas o blancas, sus hojas ovaladas, arrugadas y

puntiagudas. °*

La planta se ha utilizado como ténico, diaforético, antimicrobiano, antibacteriano,

antiespasmaodico, analgésico, antiinflamatorio, con efecto insecticida, para tratar

guemaduras, heridas, tos y asma. 5!

Planta Nombre Extracto o Actividad Referencias
comun compuesto |reportada/Mecanismo

activo propuesto

identificado
Agastache Toronjil Aceite Bloqueante de los 52
mexicana morado esencial canales Ca?*
Argemone Chicalote Berberina Antagonista receptores 53
ochroleuca palida muscarinicos
Sweet
Argemone Chicalote Fraccion Antagonistas receptores 54
platyceras acetato de LT D4

etilo
Crataegus Tejocote Extracto Actividad Bz-adrenérgico 55
mexicana hexanico
Croton Palo santo | Acido Antagonista receptores 56
reflexifolius polialtico muscarinicos
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Galphimia Arnica roja | Fraccion Antagonistas receptores 57
glauca acetato de LT D4
etilo

Gnaphalium | Gordolobo | Extracto Antagonista parcial de 58
conoideum metanolico los canales Ca?*

Gnaphalium | Gordolobo | Extracto Inhibicién de las 59
liebmannii hexanico fosfodiesterasas

Taxodium Ahuehuete | Extracto Antagonista de los 60
mucronatum hexanico canales de Ca?*

Cuadro 1. Plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de

enfermedades respiratorias

2.6.2. Informacién etnomédica de Hyptis suaveolens en
México
En la medicina tradicional mexicana, a mediados del siglo XVI la semilla de Hyptis

suaveolens se utilizaba para tratar la diarrea, y para las mujeres que no podian parir,

mientras que la raiz molida se administraba a quienes presentaban tos con sangre.:

Otros padecimientos gastrointestinales en los que se utiliza son: disenteria, dolores
estomacales y palpitaciones en el abdomen debidas a alteraciones gastricas.
Ademas, en el estado de Oaxaca a esta planta se le emplea como antiséptico. En
la actualidad el uso mas comun de esta especie corresponde al tratamiento contra
la diarrea. En el estado de Michoacan, para este fin se toma la decoccion de la raiz

en ayunas; mientras que en Yucatan y Veracruz se bebe la infusién de las hojas. !

Esta especie se utiliza de manera tradicional en enfermedades respiratorias en el

estado de Chiapas y se ha demostrado su actividad gastroprotectora. 4

2.6.3. Actividades farmacoldgicas y estudios fitoquimicos de Hyptis
suaveolens
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Algunos de los usos tradicionales de Hyptis suaveolens cuentan con estudios
cientificos que corroboran su actividad, tal es el caso de la actividad antibacteriana
que se probo contra varios tipos de bacterias y hongos que causan enfermedades
dermatolégicas.®? En un estudio de actividad antiinflamatoria se identificaron dos
compuestos activos: suaveolol y suaveolato de metilo 6. En cuanto a la actividad

gastroprotectora se identific6 el compuesto activo como: suaveolol.%*

En cuanto a sus estudios fitoquimicos, se ha reportado que contiene aceites

esenciales, alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas, terpenos y esteroles. 62
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3. Planteamiento del problema

El asma es una enfermedad cronica que presenta elevados indices de morbilidad y
mortalidad. Las terapias farmacolégicas estan dirigidas a contrarrestar los episodios
de broncoconstriccion y a controlar la inflamacion que la caracteriza, sin embargo,
dichos tratamientos no estdn exentos de provocar efectos colaterales indeseables,
asi como un alto nivel de tolerancia, como resultado de su uso prolongado. Lo cual

ha aumentado la necesidad y el interés por investigar nuevas alternativas.

En la medicina tradicional mexicana se utilizan plantas para el tratamiento de las
enfermedades respiratorias; una de ellas es Hyptis suaveolens, la cual carece de
estudios cientificos que corroboren su utilidad, por lo que este trabajo se centr6 en

estudiar la actividad relajante en el masculo liso de traquea aislada de cobayo.

30



4. Hipotesis
La planta Hyptis suaveolens se ha empleado para el tratamiento de las
enfermedades respiratorias, por lo que producira un efecto relajante sobre el

musculo liso en anillos de traquea aislada de cobayo.
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5. Objetivos

5.1.General

Determinar el efecto relajante de Hyptis suaveolens sobre anillos de traquea

aislada de cobayo.

5.2.Particulares

Obtener los extractos de hexano, diclorometano y metanol de Hyptis

suaveolens.
Identificar el extracto y la subfraccion de mayor actividad relajante.

Determinar si en el mecanismo de accién se encuentran implicados los

receptores 32 adrenérgicos y/o muscarinicos Ms.
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6. Metodologia

6.1. Farmacos y extractos
La acetilcolina, carbacol, propanolol y atropina fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
y fueron usados sin purificacion adicional. Los extractos y fracciones se prepararon
en forma de suspension utilizando agua destilada mas 2 gotas de Tween 80,
asimismo, se evalué un control.
El pentobarbital s6dico se compr6 en solucion comercial de uso veterinario marca
Pisa, y los demas reactivos de uso comun fueron grado analitico.

6.2. Animales
Para las evaluaciones se utilizaron cobayos macho (cepa Hartley) de ocho semanas
de edad, con un peso corporal entre 300 y 450 g mantenidos a temperatura
ambiente con libre acceso a alimento y agua. Los procedimientos involucrados en
el cuidado y manejo de los animales se realizaron en conformidad con la Norma
Oficial Mexicana para el Cuidado y Mantenimiento de los Animales NOM-062-ZOO-
1999 Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales
de Laboratorio. El estudio fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso
de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Escuela Superior de Medicina del

Instituto Politécnico Nacional, con nimero de registro CICUAL-08/4-12-2017.

6.3. Material vegetal
La planta Hyptis suaveolens se colectd en el municipio de Copainala en el estado
de Chiapas por el botanico Francisco Hernandez Najarro, durante el mes de agosto

del 2018. Una muestra de referencia se deposité en el Herbario CHIP que pertenece
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a la Secretaria de Medio Ambiente, Vivienda e Historia Natural, en Tuxtla Gutiérrez,

Chiapas, y se puede encontrar con el nimero de registro: 27939.

6.4. Preparacion de extractos, obtencién de fracciones y subfracciones de Hyptis
suaveolens

Se utilizaron las partes aéreas (hojas y tallos) secas y pulverizadas. Los extractos
se prepararon por el método de maceracion utilizando tres disolventes distintos;
para ello se pesaron 4100 g del material vegetal que fueron colocados en un
garrafén de vidrio pyrex, al que se le adicion6 en primer lugar el disolvente de
hexano (15 L) y se dej6 reposar durante 3 dias a temperatura ambiente; a
continuacion, el disolvente se filtrd y se concentrd a presion reducida por medio de
destilacion utilizando un rotavaporador. Este procedimiento se repitié dos veces
mas y con ello se obtuvo el extracto hexanico.
Posteriormente, siguiendo la metodologia anterior al residuo vegetal se le adicion6
el disolvente de diclorometano (15 L) y después metanol (15 L) para tener los
extractos correspondientes. Los extractos crudos fueron evaluados a diferentes
concentraciones en el modelo de anillos de traguea de cobayo (ver numeral 6.5
preparacion biolégica) y los resultados permitieron identificar al extracto de
diclorometano como el de mayor actividad relajante. Posteriormente, este extracto
se sometid a una separacion por cromatografia en columna, utilizando como
eluyentes disolventes y mezclas de ellos en orden creciente de polaridad: F1
(Hexano/AcOEt 9:1), F2 (Hexano/AcOEt 7:3), F3 (Hexano/AcOEt 5:5), F4 (Acetato

de etilo) y F5 (Metanol). Obteniendo 99, 94.5, 75, 90.5y 79 g, de dichas fracciones
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respectivamente. Las fracciones fueron evaluadas a diferentes concentraciones y
los resultados indicaron que la F4 fue la mas activa.

Posteriormente, dicha fraccion fue separada por cromatografia en columna (80.5 g
de la fraccion en 130 g de silica gel) utilizando como eluyentes mezclas de
disolventes en orden creciente de polaridad: F1° (Hexano/AcOEt 9:1), F2’
(Hexano/AcOEt 8:2), F3" (Hexano/AcOEt 7:3), y F4" (Hexano/AcOEt 5:5). La
evaluacion de ellas, indico que la subfraccion F4™ (1.2 g) fue la més activa.

6.5. Preparacion biologica

Los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sodico (95 mg/kg),
administrada por via intraperitoneal. Posteriormente, de forma inmediata se realizé
la diseccion de la traquea y se limpi6 del tejido circundante. La traguea se mantuvo
a una temperatura de 37°C aireada de manera constante con una mezcla de 95%
02y 5% COg, en una solucién de Krebs la cual contenia NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM,
KH2PO4 1.2 mM, MgSOa4-7H20 1.2 mM, NaHCO3 25.0 mM, CaCl2-2H20 2.2 mM y
glucosa 11 mM, se ajustdé el pH a 7.4. El tejido se corté en anillos de
aproximadamente 2 mm, los cuales se colocaron en camaras de 6rgano aislado con
un volumen de 10 mL. Cada anillo se sujet6 entre dos ganchos de metal, uno estuvo
fijado a la camara y el otro a un transductor de fuerza Biopac TSD 125C que registro
la tension isométrica en un poligrafo Biopac MP150. Cada anillo se ajusté a una
tension de 2 g y se permitid reposar por 30 min, posteriormente se determiné la
viabilidad del tejido aplicando una solucién de 30 uM de acetilcolina (si el tejido era
viable se observaba una contraccion). A continuacién, se realizaron lavados con

solucion de Krebs cada 15 minutos durante una hora, para después proceder a
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realizar los experimentos correspondientes.®® Los valores fueron digitalizados y
analizados por medio de un software de adquisicién de datos (Acknowledge 4.0).

6.6. Evaluacion de la actividad relajante de Hyptis suaveolens
Para determinar la actividad relajante, el tejido se pre-contrajo con una solucion de
carbacol (3 uM) hasta alcanzar una meseta (aproximadamente 15 minutos, en la
cual se observé un registro constante de tension del tejido), en la cual la contraccion
inducida con carbacol se consider6 como el 100%. Una vez formada la meseta, se
aplicaron diferentes concentraciones de los extractos (17, 31.6, 56.2, 100, 177y 316
pg/mL), fracciones (76, 100, 133, 177, 237 y 316 pug/mL) o vehiculo (aplicacién cada
7 minutos) de acuerdo con el experimento correspondiente y se determiné si se
genera o no actividad relajante con base en una disminucion de la tension del
organo registrado en la sefial.

6.7.Determinacioén de la participacion de los receptores B2 adrenérgicos
Para determinar si la subfraccibn activa F4" actuaba como agonista de los
receptores (B2 adrenérgicos se realizaron curvas de: concentracion-respuesta
relajante de la misma, en ausencia y presencia de propranolol. Para ello, el tejido
se incub6 con una solucion de propanolol (0.3 pM) durante 15 minutos,
posteriormente se contrajo con una solucién de carbacol (3 uM) hasta alcanzar una
meseta (15 minutos), y después se adicionaron concentraciones crecientes de la
subfraccion activa F4” (56, 76, 100,133y 177 pg/mL) o de isoproterenol (3 uM-170
HMM) que fue utilizado como farmaco de referencia (control). La contraccion inducida
con carbacol se consideré como el 100%. °

6.8. Determinacion de la participacion de los receptores muscarinicos
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Para evaluar la implicacion de los receptores muscarinicos se construyeron curvas
concentracion-respuesta contractil de carbacol (0.02-20 pM) en ausencia y en
presencia de la subfraccién activa F4" (100 y 177 pg/mL) o del antagonista atropina
(1 uM). El farmaco antagonista atropina (control) y la subfraccion activa se incubaron
por 15 minutos, antes de aplicar la primera concentracion de carbacol. La

contraccioén inducida con carbacol se consider6 como el 100%.

7. Estadistica

Los valores de CEso (concentracion efectiva 50) se calcularon a través de una
regresion lineal . La diferencia entre dos determinaciones se analiz6 con una
prueba de t de Student y las diferencias entre varias determinaciones se realizaron
utilizando un andlisis de varianza de una via seguida de la prueba de Dunnett. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas utilizando un valor de
p<0.05. El potencial antagonista se calcul6 con la ecuacion de Schild: Log ((A"/A)-
1) = Log B- Log Kb, donde A es la CEso del farmaco contractil en ausencia del
antagonista, A" es la CEso del farmaco contractil en presencia del antagonista, Kb
es la constante de afinidad para el antagonista y B es la concentraciéon (M) del

antagonista. El valor de pA2 es la abscisa al origen cuando A"/A=2 66
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8. Resultados
8.1. Evaluacion del efecto relajante de los extractos de Hyptis suaveolens.

Al evaluar los extractos de Hyptis suaveolens en el modelo in vitro de anillos
aislados de traquea de cobayo previamente contraidos con carbacol (3 uM), se
encontré6 que Unicamente el extracto de diclorometano presentd una relajaciéon
dependiente de la concentracion (Figura 1), con un valor de maxima relajacion de
47.16 £1.93% y un valor de CEso de 138.07 pg/mL. Respecto a los extractos de
hexano y de metanol, aunque presentaron una tendencia relajante, esta no fue
significativa respecto al control, ya que unicamente alcanzaron valores de méaxima
relajacion de 28.7 £ 7.82% y 25.15 + 4.17% respectivamente. En todos los casos se

consideré como 100% la contraccion maxima inducida por carbacol.
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Figura 1. Efecto relajante de los extractos de Hyptis suaveolens. Cada punto representa el
promedio = EEM de al menos seis observaciones. La diferencia significativa fue obtenida

por una ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett. *p<0.05 respecto al control.
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8.2. Evaluacion del efecto relajante de las fracciones del extracto de

diclorometano de las hojas de Hyptis suaveolens.

El extracto de diclorometano que fue el de mayor actividad relajante, se someti6 a
una separacion mediante cromatografia en columna del cual se obtuvieron 5
fracciones. Los resultados de las evaluaciones se presentan en la figura 2, en la que
se puede observar que la fraccion F1 fue inactiva, mientras que las fracciones
restantes relajaron en forma dependiente de la concentracion. Entre ellas sobresale
la fraccion de acetato de etilo (F4) ya que fue la mas eficaz y potente, como se
puede observar por los datos de Emax y CEszo que se presentan en el cuadro 2.
Asimismo, con esta fraccion fue posible calcular su CEso, debido a que alcanzé un

96.37% de relajacion (cuadro 2).

8.3.Obtencioén de la subfraccion mas activa.

Posteriormente, la fraccion F4 (acetato de etilo) se separ6 en un segundo
fraccionamiento en el cual se utilizaron mezclas de disolventes en orden creciente
de polaridad (F1’ Hexano/AcOEt 9:1, F2' Hexano/AcOEt 8:2, F3’ Hexano/AcOEt 7:3
y F4 Hexano/AcOEt). Se obtuvieron 4 subfracciones, donde la subfraccién
denominada F4" fue la que presenté mayor actividad relajante y al compararla con
la F4 de la cual provenia, se evidencia claramente que con el fraccionamiento
cromatografico se obtuvo una subfraccion con igual eficacia, pero con mayor
potencia ya que el efecto de maxima relajacion es del 96.37% para la fraccion F4,
mientras que la subfraccion F4’ tiene un efecto del 99.33% como se observa en la
figura 3. Respecto a la eficacia, ambas relajaron casi al 100% (cuadro 3), sin
embargo, lo hicieron a diferentes concentraciones, la subfraccion F4" alcanzé el
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maximo efecto con la concentracion de 177 pg/mL, y la fraccion F4 con 316 pyg/mL.

En cuanto a potencia se encontré una diferencia estadistica en los valores de CEso

(cuadro 3).
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Figura 2. Efecto relajante de las fracciones del extracto de diclorometano. o F1
(Hexano/AcOEt 9:1), m F2 (Hexano/AcOEt 7:3), A F3 (Hexano/AcOEt 5:5), ¢ F4 (Acetato de
etilo), ¥ F5 (Metanol), e Grupo control. Cada punto representa el promedio + EEM de al
menos seis observaciones. La diferencia significativa fue obtenida por una ANADEVA

seguida de la prueba de Dunnett. *p<0.05 respecto al control.

Tratamiento Eméax% + EEM CEso (ug/mL) £ EEM | CEso (ug/mL) £ EEM
Control 3.07 £3.98 - -
F1 14.41 £5.13 - -
F2 *64.17 + 4.92 **191.66 + 10.53 -
F3 *61.9+4.44 **156.78 + 4.93 -
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F4 *96.37 + 5.66 114.08 + 3.44 151.47 £ 3.91
F5 *50.49 + 4.73 **225.01 + 16.73 -
Cuadro 2. Valores de efecto maximo (Eméx%), CEso y CEso de las fracciones del extracto

de diclorometano. La diferencia significativa fue obtenida por una ANADEVA seguida de la
prueba de Dunnett. *p<0.05 respecto al control y **p<0.05 respecto a la CEso de la fraccion
F4.
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Figura 3. Efecto relajante de la fraccién F4 y la subfraccién F4". Cada punto representa el
promedio + EEM de seis observaciones. La diferencia significativa se calcul6 con la prueba

t de student, con una *p<0.05.
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Fracciones Emax%+ EEM CEso (ug/mL) £ EEM
F4 (Acetato de etilo) 96.37 £ 5.66 151.47 + 3.91
F4" (Hexano/AcOEt 5:5) 99.33+2.90 *91.19 +1.83

Cuadro 3. Valores de efecto maximo (Emax%) y CEso de la fraccion F4 y subfraccion F4”.

La diferencia significativa fue obtenida con la prueba t de student con un valor de *p <

0.001.

Al realizar una cromatografia en capa fina de la subfraccion F4" se observaron 3

manchas lo cual sugiere la presencia de mas de un compuesto responsable de la

actividad relajante de esta subfraccion (figura 4).

Figura 4. Cromatografia en capa fina de la subfraccién F4".

8.4. Evaluacion de la participacion de los receptores (2 adrenérgicos.

Para aportar informacion sobre el mecanismo de accion por el cual actia la

subfraccion F4" de Hyptis suaveolens se exploro si el efecto relajante se debe a la

activacion de receptores (B2 adrenérgicos, para ello se aplicaron concentraciones
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crecientes de la subfraccibn F4" en ausencia y presencia de propranolol. Los
resultados correspondientes se muestran en la figura 5A donde se observa que el
efecto relajante de la subfraccion F4" no se inhibié por propranolol, lo cual indica
que la subfraccion F4"~ no actua mediante la activaciéon de los receptores f3
adrenérgicos. De igual forma no se encontr6 diferencia estadistica entre los valores

de CEso (cuadro 4).

Como farmaco de referencia se utilizo isoproterenol, que es un farmaco agonista de
los receptores 3 adrenérgicos, y para él, la presencia de propanolol si inhibié en su
totalidad su efecto relajante (figura 5B), tal como se esperaba, encontrando

diferencia estadistica en el efecto maximo y en la CEso (cuadro 5).
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Figura 5 A). Efecto relajante de la subfraccién F4" en ausencia y presencia de propranolol
(0.3 uM). Figura B). Evaluacion de isoproterenol en ausencia y presencia de propanolol (0.3

uM). Cada punto representa el promedio + EEM de seis observaciones. La diferencia

significativa se calcul6 con la prueba t de student, con una *p<0.05.

Tratamiento

Eméx%+ EEM

CEso (ug/mL) £ EEM

F4" (Hexano/AcOEt 5:5)

99.33% + 2.90

91.19+1.83

F4" (Hexano/AcOEt 5:5) +
propanolol

95.68%- + 3.89

96.61 + 2.23

Cuadro 4. Valores de efecto maximo (Eméax%) y CEso de la subfraccion F4" en ausencia y

en presencia de propanolol.
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Tratamiento Eméx%:+ EEM CEso (M) £ EEM

Isoproterenol 94.99% + 3.65 1.05x1070° + 4.09x10°%7

Isoproterenol + propanolol *19.19% + 2.23 -

Cuadro 5. Valores de Emax% y CEso de isoproterenol en ausencia y en presencia de
propanolol. La diferencia significativa fue obtenida con la prueba t de student con una *p <
0.001.

8.5. Evaluacion de la participacion de los receptores muscarinicos.

Por otro lado, para determinar la participacion de los receptores muscarinicos se
construyeron curvas concentracion-respuesta contractil de carbacol en ausencia y
en presencia de la subfraccion activa F4" (100 y 177 pg/mL) en experimentos
independientes. Los resultados se muestran en la figura 6A donde se puede
observar que la subfraccion F4” produce un desplazamiento hacia la derecha de las
curvas concentracion-respuesta de carbacol, comportdndose como un antagonista
de tipo competitivo de los receptores muscarinicos y presentando un valor de pA2

de 4.53 + 0.017 (figura 6B). Los valores de CEso se presentan en el cuadro 6.

Como farmaco de referencia se utilizé atropina que es un antagonista competitivo
de los receptores muscarinicos, el cual de igual forma provocé un desplazamiento
hacia la derecha en las curvas concentracion-respuesta contractil de carbacol
(figura 7A), obteniendo un valor de pA2 de 8.64 + 3.93 (figura 6B). Los valores de

CEso se muestran en el cuadro 7.
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Figura6 A) Curvas concentracion-respuesta contractil de carbacol en ausencia y en
presencia de la fracciéon activa F4~ (100 y 177 pg/mL). La diferencia significativa fue
obtenida por una ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett. *p<0.05 respecto a la curva

contraccion de carbacol. figura 6 B) Gréfica de Schild para la obtencion del pA2.

Tratamiento CEso (M) £ EEM
Carbacol 2.27x101° £ 2.86x101°
Carbacol + F4’ (100 pg/mL) *2.29x101% + 3.53x1013
Carbacol + F4’ (177 pg/mL) *1.92x1012+ 2.61x1071?

Cuadro 6. Valores CEso de carbacol en presencia de la subfraccion F4°. La diferencia

significativa se calcul6 con la prueba de t con una *p < 0.001.
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Figura7 A) Curvas concentracion-respuesta contractil de carbacol en ausencia y presencia
de atropina (0.3 uM y 3 uM). La diferencia significativa fue obtenida por una ANADEVA
seguida de la prueba de Dunnett. *p<0.05. Figura 7 B) Gréfica de Schild para la obtencién

del pA2.

Tratamiento CEso (M) £ EEM
Carbacol 2.79x1013 + 1.56x1013
Carbacol + Atropina 0.3 uM *1.050x108 + 1.1x10708

Carbacol + Atropina 3 uM *0.0078 £ 0.0136

Cuadro 7. Valores de CEso de carbacol a diferentes concentraciones de atropina. La

diferencia significativa fue obtenida por una prueba de t con una *p < 0.001.
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9. Discusion

El estudio biodirigido de las hojas de Hyptis suaveolens se inicioé con la preparacion
de los extractos, se eligieron 3 disolventes en orden creciente de polaridad: no polar
(hexano), medianamente polar (diclorometano) y polar (metanol), con la finalidad de
separar los constituyentes de las hojas en un espectro amplio de polaridades. La
evaluacion de dichos extractos se realizo utilizando el modelo in vitro de anillos

aislados de traquea de cobayo.

La trAquea es un organo ideal para estudiar la regulacion de las vias respiratorias
debido a que recibe su inervacibn mediante la via simpatica, parasimpatica,
neuronas no adrenérgicas no colinérgicas (NANC) y factores locales.” ¢ Las vias
respiratorias del cobayo muestran muchos atributos anatémicos, fisiologicos y
receptores farmacolégicos de las vias respiratorias humanas, lo que hace que esta
especie sea ideal para ejemplificar la condicion asmética que se caracteriza por la

broncoconstriccion del muisculo liso de las vias respiratorias.®®

Los extractos de hexano y metanol fueron inactivos, mientras que el extracto de
diclorometano fue el Unico que presentd actividad relajante, lo que sugiere que
compuestos de polaridad media son los responsables de la actividad.
Posteriormente, se selecciond al extracto de diclorometano para realizar un
fraccionamiento cromatografico. De las cinco fracciones obtenidas, cuatro de ellas
produjeron un efecto relajante (F2-F5), lo cual sugiere que el extracto de
diclorometano contiene mas de un compuesto activo. Las fracciones F2, F3y F4
presentaron los valores mas altos de maxima relajacion con respecto al extracto de
diclorometano del cual provienen, lo cual, evidencia que en dicho extracto estan
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presentes diversos compuestos que interfieren en la accion de los compuestos
activos. Al ser un estudio biodirigido se continu6 con la fraccién méas activa (F4) para
un segundo fraccionamiento. En este segundo fraccionamiento se obtuvieron 4
subfracciones de las cuales, la subfraccion F4" fue la que presentd actividad
relajante, y al compararla con la fraccion F4, se encontré que ambas presentan la

misma eficacia, pues relajan casi al 100%, pero la subfraccion F4" fue mas potente.

Los resultados anteriores nos indican que la planta Hyptis suaveolens produce un
efecto relajante en el musculo liso traqueal de cobayo, lo que sirve como un sustento
farmacoldgico al uso tradicional de esta planta en el estado de Chiapas para el

tratamiento de enfermedades respiratorias.

Posteriormente, se realiz6 una cromatografia en capa fina de la subfraccion F4" en
la cual se observaron 3 manchas a lo largo de la placa, lo cual sugiere que esta
subfraccion estaria conformada por una mezcla de al menos 3 compuestos, por lo
gue es necesario realizar estudios posteriores con la finalidad de separar dichos
compuestos y evaluarlos de manera individual para determinar su actividad
relajante y asi saber si la relajacion de la subfracion F4" se debe a uno o mas

compuestos, o a la interaccion entre ellos.

Considerando que existen estudios fitoquimicos®”:%8 que reportan que la planta
Hyptis suaveolens contiene un alto porcentaje de alcaloides y flavonoides, ademas
de taninos, terpenos, fenoles y saponinas, ¢’ y que algunos compuestos que se
encuentran presentes en Hyptis suaveolens poseen actividades relajantes y
antiespasmadicas en diferentes modelos in vitro, como es el caso de los terpenos
cariofileno 7', 1,8 Cineol 7, Espatulenol ® , Terpinen-4-ol 7*y Borneol 7, los
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resultados obtenidos en el presente trabajo sirven como base para continuar con el
estudio de los constituyentes responsables de la accion relajante en musculo liso

de trdquea de cobayo.

Con la finalidad de explorar el posible mecanismo de accion de la subfraccion activa
en primer lugar se evalu6 su actividad sobre los receptores B-adrenérgicos, ya que
este tipo de medicamentos son de primera eleccion para aliviar el broncoespasmo
y el tratamiento de las exacerbaciones que se presentan en el asma. Dichos
medicamentos provocan la relajacion del musculo liso de las vias aéreas mediante
la activacion de la adenilil ciclasa a través de la proteina Gs dando como resultado
la produccion de AMPc y la activacion de la proteina cinasa A (PKA) que lleva a la
relajacion.*>43 Las curvas concentracion-respuesta de la subfraccion F4" en
ausencia y presencia de propranolol que es un bloqueador de los receptores -
adrenérgicos (figura 4A) no se modificaron ni presentaron una diferencia
estadisticamente significativa en eficacia y potencia, lo cual nos indica que el
mecanismo por el cual la subfraccion F4” relaja el musculo liso no es a través de la
participacion de los receptores [ adrenérgicos, caso contrario con el farmaco de
referencia, ya que el propranolol inhibié el efecto relajante de isoproterenol (figura

4B).

El segundo mecanismo a explorar fue la implicacién de los receptores muscarinicos,
ya que los farmacos antimuscarinicos (anticolinérgicos) evitan la broncoconstriccion
actuando como antagonistas competitivos de los receptores Ms.” Para ello se
realizaron en primer lugar curvas contractiles de carbacol, se sabe que el carbacol

activa a los receptores M3 que estan acoplados a una proteina Gq que activa a la
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PLC, que genera IP3 y DAG, los cuales contribuyen a la contraccion del masculo
liso.”® Posteriormente, se construyeron curvas carbacol en presencia de dos
concentraciones de la subfraccion F4’ (100 y 177 pg/mL) en experimentos
independientes. En la figura 5 A se observa que las curvas de carbacol en presencia
de la subfraccion F4’ se desplazan hacia la derecha y la respuesta inhibitoria es
superable, pues el efecto maximo de contraccién se alcanza al incrementar las
concentraciones de carbacol. Por lo tanto, dicho comportamiento sugiere que la
subfraccion F4’ actia como un antagonista competitivo de los receptores
muscarinicos, al presentar un valor de pA2= 4.53. Como farmaco de referencia se
utilizé atropina que es un antagonista competitivo de los receptores muscarinicos y

con él se obtuvo un valor de pA2=8.64.

La potencia relativa antagonista (pA2) es un valor que se utiliza para comparar
antagonistas, el cual permite calcular el grado de antagonismo de una molécula en
sus receptores, dandonos una idea de su selectividad, por lo tanto, el pA2 es una
medida de la afinidad del antagonista por los receptores, en donde un valor de pA2
alto, indica un mayor antagonismo.%% 77 En el presente trabajo con la subfraccién
F4" se obtuvo un valor de pA2 (figura 5 B) menor al obtenido con atropina (figura 6
B), lo cual indica que el efecto antagonico de tipo competitivo de la fraccidén activa

es menor que el efecto antagénico de atropina.
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10.Conclusiones

Se demostro que el extracto de diclorometano de la planta Hyptis suaveolens
presenta actividad relajante en el modelo de anillos de traquea aislada de
cobayo.

Se obtuvo una subfraccion activa F4’, la cual esta constituida por més de un
compuesto.

Se descart6 la participacion de los receptores 3 adrenérgicos en el efecto
relajante de la subfraccion activa F4".

La subfraccion activa F4~ actia como antagonista de los receptores

muscarinicos.
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11.Perspectivas

e Aislar e identificar a los compuestos responsables de la actividad relajante

de la subfraccion activa F4 de Hyptis suaveolens.

e Evaluar otros posibles mecanismos de accion relajante del o de los

compuestos activos.
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