UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

“Evaluacion de la actividad relajante de Crataegus

mexicana en anillos de traquea aislada de cobayo”

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A
SILES BARRIOS DIANA MARIA GUADALUPE

Director: Dra. Maria FElena Sanchez
Mendoza

Asesor: Dr. Benito Reyes Trejo

MEXICO, D. F. 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo se realiz6 en la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico
Nacional, en el laboratorio de “Farmacologia Cardiovascular’ del Departamento de
Graduados.

Se agradece a la Secretaria de Investigacion y Posgrado del I.P.N., por el
financiamiento otorgado para la realizacion de este trabajo, bajo el numero de
proyecto SIP: 2009-0966.



A la Dra. Maria Elena Sanchez Mendoza ., por compartir tanto sus conocimientos,
amistad, tiempo y paciencia.

Al Dr. Jesus Arrieta Valencia ., por su valioso apoyo, comentarios y amistad.

Al Dr. Adelfo N. Reyes Ramirez., por sus comentarios y consejos en desarrollo
de este trabajo.

Al Dr. Benito Reyes Trejo ., por sus comentarios y amistad.

A mis sinodales por las observaciones y consejos para hacer de este un mejor
trabajo.



DEDICATORIAS

A MIS PADRES

Odilon Siles y Anita Barrios por todo el amor y apoyo que me han brindado a lo
largo de toda mi vida, por los consejos, ensefianzas y fe, que de ellos aprendi ya
gue gracias a eso he podido lograr muchos objetivos en mi vida.

A MIS HERMANOS

David, Rafael, José, Efrain y Anita, por que siempre me han apoyado en todos los
momentos de mi vida, por su ayuda incondicional y su amor.

A MI TIA Martha Siles por todo su apoyo Yy carifio.

A Julio C. Garcia, por todos los buenos momentos que he pasado a su lado y
principalmente por brindarme su carifio y haberme regalado al principal amor de
mi vida mi hijo Gabriel.

A MIS AMIGOS

Mireya, Lucy, Karen, Juanita y Daniel por sus consejos y apoyo que me han
brindado desde que los conozco.

Al Dr. Jesus A. y a la Dra. Elena Sanchez por haberme ensefiado que todo debe
realizarse de la mejor manera posible y por los buenos momentos que pase
aprendiendo de ellos.

“d¢ Yuz'ereef conocer @ unda persond, no Je  prequntes fo que Joz’en&a stno Jo que ama. ”

San %u&ﬁn de ?fszona.



INDICE

ABREVIATURAS . .. ettt sttt st be bt ettt e at et sbe et e naesaes I
LISTA DE CUADROS ... ettt ettt ettt te sttt ebe et et e seentensesneeneeneas v
LISTA DE ESQUEMAS . ...ttt ettt sttt st st e st eiee e A%
LISTA DE GRAFICAS. .. .ocooeeeeeeeeeeeeee e VI
L INTRODUCCION. .. c.cociiumiieneeoneieseeeseessesssse s ess st 1
II. FUNDAMENTO TEORICO.........coovoveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ses s senseens 2
2.1. APARATO RESPIRATORIO ...ooiiiiiieeee ettt 2
2.2. EL MUSCULO LISO DE LAS VIAS AEREAS ......coocumrieriinrrineriiesieessieeeesesseeseenns 3
2.2.1. Inervacion COIMEIZICA.........ccuiirierierieiteecteesteeette e eveeereeveesteesteesrbeerbeeabeeveesraensseens 4
2.2.2. Inervacion adren€rZiCa.........ccuereereereerieeieeieereesieesteesseessresssessseesseessessseesseesseesssennns 5
2.2.3. Inervacion no adrenérgica no colinérgica (NANC) ......cccevverieriieieenieeneeeeeere e 5

2.3. BRONCOCONSTRICCION .......cetruumrimmriimeessesesssesssssssessesssesssssssses s s ssssessssesees 5
2.3.1. Broncoconstriccion a través de los receptores acoplados a proteina Gq..................... 6
2.3.2. Broncoconstriccion a través de los receptores acoplados a proteina Gi...................... 7

2.4. BRONCORRELATACION .........coooiviiieeieeeeeeeeeeeeeeeee e easseesas s sansenes 8
2.4.1. Broncorrelajacion a través de los receptores acoplados a proteina Gs........................ 8
2.4.2. Broncorrelajacion a través de la enzima guanilil ciclasa ..........coccoceeveneneenen. 9

2.4.2.1. Guanilil ciclasa SOIUDIE.........cccieieiiiiieee e 9

2.4.2.2. Guanilil cilclasa particulada...........ccceevereierciieciieiieieereecee e 9

2.4.3. Inhibicién de la degradacion de los nucledtidos CIClICOS ......oovvevveeriveiieiieiiecieein, 10
2.4.4. Broncorrelajacion relacionada con influencia sobre canales i0nicos..............c..eu... 10
2.4.4.1. Canales de CalCIO ......coeeruiriirieriiiee e 10

2.4.4.2. Canales de POLASIO.....c..cceeiieiieeieereeie et et esteeseestreetaeerbeebeebeesteesseesssenssenens 11
2.4.4.2.1. Canales de K" activados por calCio ...........ccooevevevevceuererererereenenennan 11

2.4.4.2.2. Canales de K rectificador tardio..........c....cccoeveverueverererreererereeeneenaes 11

2.4.4.2.3. Canales de K" sensibles @ ATP ..........cccouevruervieuerreieeeeeeeeesesee s 12

2.5. FARMACOS BRONCODILATADORES ......c.ooiiiiieteieeeeee e 12
2.5.1. Farmacos que bloquean el efecto de mediadores contractiles..........ccccoeeeeeereneennene 12
2.5.1. 1. ANtICOINETZICOS ..eevreirieiiieerieiiecieecteesteeeteeeveeveebeeteesteeseaeeareesseesseesseesssesssenens 12

2.5.1.2. ANtINIStAMINICOS ... cveeuieeieiieie ettt ettt e st seeee s esesseeneeneas 13

2.5.1.3. FArmacos anti-leUCOLIIENOS. .......ceuerieruieiiniieiteienteeteie et 14

2.5.1.4. GIUCOCOTHICOTARS ....c.veeueeneieieeie ittt ettt ettt et b e neesneeneeneas 14

2.5.2. FAIMACOS TRIAJANLES ... veevreeieeiereieeieeieeieesteesieeseresereeeseesseesseesseesseessaesssesnsesnseesesnses 15



2.5.2.1. By AQTENEIZICOS ...eevvveeieiieieieeieeie et ettt e stestestesnbeenseesseesseesaesseesseesssesssennns
2.5.2.2. Inhibidores de fosfodieSterasas. ........ccurereririenienieieieinenenteseeeeeeeee e
2.5.2.3. Canales de K .....oooiiiieiieieiieie et
2.5.2.4. Canales de K' sensibles @ ATP..........ccccouoveiiveieeviieieeieeesseee e

2.6. PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS EN EL TRARAMIENTO

DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS ....c..cooiiiiiiiieeneeeenecee e

2.7. PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS EN EL TRATAMIENTO

DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS EN MEXICO.........cocooovvivnrieriererernenn.
2.8. GENERO C AIACGUS ...
2.8.1. US0S del ZENCTO CTAIACGUS ......oecveeeeesiiesieeeieeieeiieieeteesseesseesereseressseesseeseesseesseessnes
2.8.2. Informacion etnomédica de Crataegus sp. €N MEXICO......ccvvevverreecriecreecreenreenreenieens
2.8.3. EStUAIOS UIIMICOS ...eeuvievieiieieieiieeieeie et esieesieeseteseeesesesnseesseesseesseessaesssesnsesnsesnseensens

2.8.4. Estudios de actividad bioldgica del género Crataegus ...........cccovveevveervecvevrveneennnnn,

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .....c..ooiiiiiiiaiieeeeeeseee ettt
TV HIPOTESIS. ..ottt
V. OBJETIVO GENERAL .....ooutiitiie ettt sttt
5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ovvruuriimriireeiiesiisseiseeessesie s
VL METODOLOGIA ..ottt
6.1. Material VEZELal........cccveviierieiieeiieie ettt sttt ettt e et eeba e naesnnennes
6.2. Preparacion de 10S @XIIACTOS .....ccuieviieiieiiecieectieeee e ete et ve e teeseaesereeaveere e teesraesaneeeneeens
6.3. EStudio Diodiri@id0.....eeveeriierierieeieeieeie et e see s eveete et e st e seaesnreesteenbaeseenneennes
6.4. Material DIOIOZICO ....ccveiiieiiiiciieciie ettt et e be e te e taestaeeaaeeabeebeebeesaaessnenens
6.5. FAIMACOS ¥ EXETACLOS .. .viieutieeeiiieeiie ettt eeiee ettt esite e st e etteeeateesteesbeeesnbeesnseeenateesnseesnnseennnes

6.6. ENSAYO0S DIOIOZICOS ...ceuviieiiiieieiieeiie et esite ettt ettt et e eire e et e e ebaeeeveeesbeeessaeessseesnsesensseensnes

6.6.1. Diseccion de la traquea y montaje de la preparacion ...........eceeveervervencveesiennieenieens
6.6.2. Evaluacion del efecto relajante de los extractos y fracciones de Crataegus
THEXICANA .ot eeeee et et e st e sttt e e sttt e e et e e s eabeee e e abaee e emreeeesmneeeennnnees
6.6.3. Evaluacion del efecto relajante del extracto mas activo en tejidos
precontraidos con diferentes agoniStas.........ceeveereerieerieerieeereereeseeseeseeeeeereereens
6.6.4. Evaluacion de la participacion de receptores B-adrenérgicos, y de canales

de K* o1p, en el efecto relajante de la fraccion F3'.........ocoovovveeveveveeeceeeeeeeens

VIL ESTADISTICA ...
VIIL RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt ettt et bttt st e enbe et ae bt eanenaes

8.1. Evaluacion del efecto relajante de los extractos de hexano, cloruro de metileno

y metanol de Crataegus MEXICANA. ........c...cuevvervesieeeieeireecieecieeeteesieesseesseesseesesesesessseenns

33



8.2. Evaluacion del efecto relajante del extracto de hexano de Crataegus mexicana

sobre las precontracciones inducidas por carbacol, histamina y KCl.............ccccveneenen. 33
8.3. Evaluacion del efecto relajante de las fracciones del extracto hexanico de

hojas de Crataegus MEXICANA. ............c.vecveeveiveecieeire e eeieeeeesresresveereereesreesreestaesese e 38

8.4. Evaluacion de la participacion de receptores B,-adrenérgicos y de canales

de K+ATP ............................................................................................................................ 43
IX. DISCUSION ..ottt 47
9.1. Evaluacion del efecto relajante de los extractos de Crataegus mexicana. ....................... 47

9.2. Evaluacion del efecto relajante del extracto de hexano de Crataegus mexicana
sobre las precontracciones inducidas por carbacol, histamina y KCl.............cccccveneennen. 48

9.3. Evaluacion de la participacion de receptores B,-adrenérgicos y de canales

A0 K ATD v 49
X. CONCLUSIONES .....ooomiioiioeeeeseeeieeeeeee e ss oo ese e 50
XL PERSPECTIVAS ....ooooomoeeeeeieeeee oo ee s enen 51
XIL BIBLIOGRAFTA ... 52



ABREVIATURAS

A

AA

AC
AMPc
ATP
B2
BKCa™
Ca™Vv
CE50
Cysilti
DAG
DMSO
EEM
EPOC
ET-A
Emax
Gi
GMPc
Gs

Gce

GTP

Adenosina

Acido araquidonico

Adenilil ciclasa

3', 5'- monofosfato ciclico de adenosina
Trifosfato de adenosina

Receptores de bradicinina

Canales de alta conductancia a potasio
Canales de calcio voltaje dependientes
Concentracion efectiva 50

Cysteinil leucotrienos

Diacilglicerol

Dimetilsulfoxido

Error estandar de la media
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas
Endotelina

Efecto maximo

Proteina G inhibidora

3', 5'- monofosfato ciclico de guanosina
Proteina G estimulante

Guanilil ciclasa

Trifosfato de guanosina



GCs
GCP
IP3
K'ca
K* atp
ML
MLA
MLCK
MAPK
NANC
NK
ON
PLA>
PLC
PLC,
PIP2
PGE
PKC
PKA
PKG
PNA
PDEs

ROC

Canales de calcio operados por voltaje
Guanilil ciclasa soluble

Guanilil ciclasa particulada

1, 4, 5 trifosfato de inositol

Canales de potasio activados por calcio
Canales de potasio sensibles a ATP
Musculo liso

Musculo liso de las vias aéreas
Cinasas de las cadenas ligeras de miosina
Proteina cinasa activada por mitdgeno
No adrenérgico no colinérgico
Neurocinina

Oxido nitrico

Fosfolipasa A;

Fosfolipasa C

Fosfolipasa Cg

Fosfoinositol 4, 5- difosfato
Prostaglandinas

Proteina cinasa C

Proteina cinasa A

Proteina cinasa G

Péptido natriurético auricular

Fosfodiesterasas



VOC Canales de calcio operados por receptor



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana en el tratamiento de enfermeda-
€S TESPITALOTIAS ...vvevveeereereeteetieeiteetteetreeteebeeteesteestaeetseseseesseesseesseesseessaesssessseesseens 20
Cuadro 2. Valores de % Emax, CEs, 6 CE5, del extracto hexanico en las contracciones inducidas
con carbacol, histamina y KCl ........ccccoociiiiiiiiiiiiiiiieseece e 36
Cuadro 3. Valores de %Emax y CE;, de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna
del eXtracto NEXANICO .....c.eeueeieriieieie ettt ettt et e s aeseeeneens 40
Cuadro 4.Valores de % Emax y de CEs, del fraccionamiento de F3.........ccooovvvveniinieniennennen. 42

Cuadro 5. Valores de % Emax y de CE5, de F3” en ausencia y presencia de propranolol.......... 45



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Obtencidn de extractos apartir de hojas de Crataegus mexicana ..............ccccueeeeuneen. 27

Esquema 2. Fraccionamiento del extracto hexanico obtenido apartir de hojas de Crataegus

[0 A1) ( (ol [ 1 Lo E SO PR 28

Esquema 3. Fraccionamiento cromatografico de F2 ........ccceeoeiiiiiiiiiec e 28

Esquema 4. Fraccionamiento cromatografico de F3........cociiiieiiiie ettt 29



LISTA

DE GRAFICAS

Grafica 1.

Grafica 2.

Grafica 3.

Grafica 4.

Grafica 5.

Grafica 6.

Grafica 7.

Efecto relajante de los extractos de hexano, metanol y diclorometano de Crataegus

LA L= (ol [ 1 Lo IR URPON 34

Efecto relajante del extracto de hexano de Crataegus mexicana en anillos de traquea de

cobayo precontraidos con carbacol, histamina y KCl. .........ccccooiiiiiiiiiiicee e, 35

Efecto relajante de salbutamol en anillos de traquea de cobayo precontraidos con

carbacol, histamina y KCl........ccuiiiiiiiiiiecee e et bae e e e 37

Efecto relajante de las fracciones obtenidas de la percolacion del extracto de hexano de

(@0 1o [0 TV E3 1 1=3 {0l | 4 To [N T T T TP 39

Efecto relajante de las fracciones obtenidas de la percolacién de la fraccién 9:1 obtenida

de la percolacidn del extracto hexanico de Crataegus mexicana...............cccccceuveeenne... 41

Evaluacién del efecto relajante de la fraccion activa mas propranolol y fraccién activa;

salbutamol y salbutamol mas propranolol ...........cccocceeiiiiiiii i 44

Evaluacién del efecto relajante de la fraccion activa de Crataegus mexicana en presencia

y ausencia de glibenclamida ... 46



Evaluacion de la actividad relajante de Crataegus mexicana en anillos de traquea aislada de
cobayo.

l. INTRODUCCION

Entre los padecimientos mas frecuentes que presenta la poblacibn mexicana, se
encuentran las enfermedades respiratorias agudas. En los ultimos seis afios han
ocupado el primer lugar dentro de las 20 principales causas de morbilidad en la
Republica Mexicana, mientras que el asma y estado asmatico ocupan el lugar
namero 15 (SUIVE/DGAE/SSA 2007, 2009).

En la actualidad, aunque existen diversos farmacos para el tratamiento de las
enfermedades respiratorias, un elevado porcentaje de la poblacion sigue
recurriendo a la medicina tradicional, ya sea en forma complementaria 0 como
alternativa para resolver sus problemas de salud (Taddei-Bringas et al., 1999).

En nuestro pais, se tiene el registro de al menos 36 plantas para el tratamiento de
padecimientos respiratorios, entre las cuales se encuentra Crataegus mexicana,
gue de manera popular se conoce como tejocote. No obstante, el uso que se le
da, no existen estudios que respalden dicha utilidad. Considerando lo anterior, el
presente proyecto estuvo encaminado a efectuar un estudio biodirigido de la
actividad relajante de Crataegus mexicana utilizando el modelo de anillos de
trAquea aislada de cobayo. Dicho estudio, permitid llegar a una fraccion de
maxima actividad, que fue analizada por cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas, la cual muestra la separacién de 14 picos que indica
gue al menos 14 compuestos se encuentran presentes en dicha fraccion, la
caracterizacion de los mismos esta en proceso de estudio.

Adicionalmente, se tratd de elucidar si el mecanismo de accion relajante, es a
través de la activacion de receptores (-adrenérgicos o modulando la actividad de

canales de potasio dependientes de ATP.
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. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. APARATO RESPIRATORIO

Gracias al aparato respiratorio, la sangre se oxigena y el diéxido de carbono se
elimina. El aparato respiratorio comprende: las vias respiratorias, que conducen
el aire a los pulmones, estas vias estan constituidas por las fosas nasales, la
parte superior de la faringe, la laringe, la traquea y los bronquios, en los cuales
se producen los intercambios gaseosos (Rouviere y Delmas, 1999).

En los seres humanos, la traquea se extiende entre la laringe y los bronquios y
se sitla por delante del eséfago. La traquea es un conducto semirrigido,
fiboromusculocartilaginoso por donde circula el aire inspirado y expirado. Es la
continuacion de la laringe y termina bifurcandose en los bronquios; tiene forma
de cilindro aplastado en su parte posterior, donde es plana, masculo-fibrosa y
ligeramente convexa. Sus cartilagos forman el esqueleto semirrigido del
conducto, son anillos cartilaginosos incompletos, se encuentran de 15 a 20, su
forma es muy variable, algunos son regulares con bordes paralelos vy
extremidades posteriores idénticas; otros son irregulares con desdoblamientos
(Latarjet y Ruiz, 1995). Su altura variade 2 a5 mmy cada uno de ellos varia
sensiblemente de un punto a otro (Rouviere y Delmas, 1999).

La longitud de la traquea varia con la edad y talla. En el adulto mide 13 cm y
termina al dividirse en dos bronquios derecho e izquierdo (Latarjet y Ruiz,
1995).

Las estructuras anatomicas mas importantes de la via aérea desde el punto de
vista farmacologico, son el musculo liso, el epitelio ciliado y las glandulas
bronquiales. ElI musculo liso involuntario frecuentemente sufre de modo
inapropiado constriccion grave en reaccién a diversos tipos de irritacion; con el
consiguiente broncoespasmo, el cual es un problema de primera importancia
en la mayor parte de las enfermedades respiratorias obstructivas cronicas del
pulmoén (Latarjet y Ruiz, 1995).

La submucosa es la capa de tejido conectivo vascular que se encuentra debajo
del epitelio, contiene glandulas bronquiales especializadas, compuestas por
dos tipos de células secretoras, serosas y mucosas. La funcion principal de las

glandulas tragueobronqueales es la produccion de mucina que ayuda a formar

[\
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una barrera protectora entre el epitelio de las vias aéreas y el medio ambiente.
El control de la secrecidén de las vias aéreas es principalmente a través del
sistema nervioso auténomo, el cual es colinérgico, adrenérgico, no adrenérgico
y no colinérgico (Finkbeiner, 1999). El calibre de las vias aéreas esta
determinado no solamente por el tono del musculo liso, sino también depende
de la profundidad de la submucosa asi como de las secreciones luminales.
Ademas, en las vias aéreas de los humanos existe una distribucion variable de
algunos receptores, tal es el caso de los receptores para el péptido intestinal
vaso activo (VIP) que se localizan con una alta densidad en las vias aéreas
proximales y poco en las distales, en tanto que los receptores para taquicininas
son mas importantes en las vias aéreas distales. Asimismo existe una
diferencia en la respuesta secretora y proliferativa a un estimulo tanto en las

vias aéreas pequefias como en las largas (Barnes, 1998).

2.2.  EL MUSCULO LISO DE LAS VIAS AEREAS

El musculo liso de las vias aéreas (MLA), es un importante tejido involucrado
en la regulacion del tono broncomotor que existe desde la traquea hasta los
bronquiolos (Amrani y Panttieri, 2003). Dicho tono, esta regulado por nervios
parasimpaticos, nervios simpaticos y nervios no adrenérgicos no colinérgicos,
asi como por la adrenalina circulante.

El MLA recibe inervacion parasimpatica a través del nervio vago (X par
craneal), que al ser estimulado libera acetilcolina hacia los ganglios, en los
cuales se inicia un proceso de despolarizacion, se libera acetilcolina y esta
actla sobre los receptores muscarinicos.

La inervacion simpdtica, la recibe mediante las fibras nerviosas simpaticas que
emergen de la médula espinal, activando a las fibras nerviosas
postganglionares. En el ser humano, las fibras simpéaticas inervan las glandulas
submucosas, vasos sanguineos y ganglios parasimpaticos, pero no inervan el
musculo liso de las vias aéreas, sin embargo a pesar de la ausencia de la
inervacion simpatica se tienen receptores adrenérgicos a través del pulmon
(Page, Curtis, Hoffman. 1998).



Evaluacion de la actividad relajante de Crataegus mexicana en anillos de traquea aislada de
cobayo.

La llamada «tercera via nerviosa»>, no adrenérgica no colinérgica, esta
constituida por los neurotransmisores: 6xido nitrico y polipéptido intestinal vaso
activo (VIP) que producen relajacion muscular y broncodilatacion (Page, Curtis,
Hoffman. 1998).

2.2.1. Inervacion colinérgica

Las vias aéreas del ser humano, reciben una importante inervacion colinérgica.
La liberacién de acetilcolina regula el tono de las vias aéreas, ocasionando
contraccion del muasculo liso y secreciéon de moco, a través de la interaccion
con receptores muscarinicos de acetilcolina localizados en musculo liso
bronquial, glandulas y vasculatura pulmonar (Belmonte, 2005). EI MLA contiene
dos tipos de receptores muscarinicos el M, y el M3 (Belmonte, 2005; Gosens et
al., 2006).

Se ha establecido que la estimulacién de los receptores muscarinicos Mj
provoca la contraccion del masculo liso, sin embargo la funcion de los del tipo
M,, no es totalmente clara. Algunos estudios plantean que la estimulacién de
los receptores M, en musculo liso de vias aéreas, lleva a una inhibicion de la
activacion de la adenilil ciclasa, lo que resulta en una disminucion de los niveles
de AMPc (Fryer y Jacoby, 1998), otros estudios proporcionan evidencia del
papel contractii de los receptores M, cuando los receptores Mjz estan
bloqueados (Ehlert, 2003; Walker et al., 2004) y otros reportes han sugerido
que desempefian dos papeles: a corto plazo efectian una inhibicion de la
enzima adenilil ciclasa y a largo plazo, regulan la alta expresion de esta enzima
contrarrestando con ello, la accion de los agonistas de los receptores M;
acoplados a la fosfolipasa C (Hall, 2000; Michal et al., 2001; Mistry et al., 2005).
En tanto que en los nervios parasimpaticos los receptores M, actian como auto
receptores, inhibiendo la liberacion de acetilcolina (Barnes, 1998; Thirstrup,
2000).



Evaluacion de la actividad relajante de Crataegus mexicana en anillos de traquea aislada de
cobayo.

2.2.2. Inervacion adrenérgica

La inervacion adrenérgica de las vias aéreas de los seres humanos tiene una
importancia funcional limitada con respecto a la broncodilatacion, sin embargo
la adrenalina liberada por la médula suprarrenal puede ejercer notable efecto
relajante en ciertas circunstancias (Thirstrup, 2000; McGraw et al., 2007). La
activacion de los receptores [B-adrenérgicos por norepinefrina se debe a los
niveles de catecolaminas circulantes y no a una liberacion directa de los

nervios (Page, Curtis, Hoffman. 1998).

2.2.3. Inervacién no adrenérgica no colinérgica (NANC)

Se ha identificado que el péptido intestinal vaso activo (VIP) y el 6xido nitrico
(NO) son los trasmisores que median la relajacion NANC, en tanto que los
probables candidatos del componente excitatorio del NANC son la capsaicina,

taquicininas, sustancia P y neurocinina A (Thirstrup, 2000; Fischer et al., 2002).

2.3. BRONCOCONSTRICCION

La contraccion del musculo liso puede ser iniciada por una despolarizacion
(acoplamiento electro-mecéanico) o por una estimulacion con agonistas
contractiles  (acoplamiento farmaco-mecénico) que estd intimamente
relacionado con un incremento en las concentraciones de calcio intracelular. El
incremento en las concentraciones de calcio intracelular origina la formacion de
un complejo calcio-calmodulina que activa a la enzima cinasa de las cadenas
ligeras de miosina (MLCK), la cual es responsable de la fosforilacion de las
cadenas ligeras de miosina en la serina 19, esta fosforilacion activa a la
miosina ATPasa, la cual genera la subsecuente formacion de puentes
cruzados entre actina y miosina desencadenando el proceso contractil
(Thirstrup, 2000; Jassen y Killian, 2006).

El MLA puede ser contraido por agentes que estimulen directamente a

receptores acoplados a proteinas G o a través de vias indirectas, que
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involucran la liberacion y/o sintesis de otros mediadores que actlan
directamente (Thirstrup, 2000; Jassen y Killian, 2006; McGraw et al., 2007).
Entre los principales agentes contractiles del musculo liso de las vias aéreas se
encuentran: acetilcolina, adenosina, bradicinina, endotelina, histamina,
leucotrienos, neuropéptidos, factor de activacion plaquetaria, prostaglandinas,

serotonina y tromboxano (Thirstrup, 2000).

2.3.1. Broncoconstriccion a través de los receptores acoplados a

proteina Gq

En el MLA existen receptores acoplados a proteinas Gq capaces de inducir
contraccion, entre los que se encuentran los receptores de acetilcolina (Ms),
histamina (H;), leucotrienos (CysLT3i), endotelina (ET-A) y bradicinina (B>).
Adicionalmente existen otros receptores tales como los de adenosina (As), y
neurocinina 1y 2 (NK-1, NK-2 respectivamente) (Barnes, 1998; Aharony, 1998;
Nicosia et al., 2001; Billington y Penn, 2003; Anderson y Kippelen, 2008). Sin
embargo, la importancia de estos ultimos en la mediacién de la contraccion
bajo condiciones fisiologicas o patoldgicas aun permanece incierta (Billington y
Penn, 2003).

La sefalizacion de estos receptores involucra la activacion secuencial del
receptor y del efector. Al unirse el agonista al receptor, este experimenta un
cambio conformacional, con la subsiguiente activacion de la subunidad a, y la
disociacion de las subunidades By, la subunidad G, activa a la fosfolipasa C
(PLC), que promueve la hidrélisis del 4,5-difosfato de fosfoinositol (PIP,) dando
lugar a los segundos mensajeros intracelulares 1,2-diacilglicerol (DAG) y 1,4,5-
trifosfato de inositol (IP3). EI DAG activa a la cinasa C (PKC), que es capaz de
fosforilar a numerosos sustratos incluyendo calponina, lo que resulta en la
disociacion de la actina, y con ello a la pérdida de la capacidad de inhibir a la
actinomiosina ATPasa, favoreciendo la contraccion. La PKC también fosforila
intermediarios de la via de sefalizacion de la MAPK (proteina cinasa activada
por mitégeno) lo cual activa varios factores de transcripcion involucrados en
promover el crecimiento de las vias aéreas. Los receptores acoplados a Gq

también son capaces de activar al receptor de tirosina cinasas induciendo el
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crecimiento del musculo liso de las vias aéreas. Por otra parte, tanto la PKC
como intermediarios de la MAPK3pas fosforilan y estimulan la actividad
catalitica de la fosfolipasa A, (PLA;), que libera acido araquidénico (AA). El otro
producto de la hidrolisis de PIP,, el IP3 se une a un receptor del reticulo
sarcoplasmico, la activacion de estos receptores resulta en la apertura de
canales de calcio y el flujo de este hacia el citosol. El incremento de calcio libre
intracelular, promueve la union de calcio a calmodulina formando un complejo
que activa a las cinasas de las cadenas ligeras de miosina (MLCK), la
fosforilacion de las cadenas de miosina, permite la union con actina y la
activacion de miosina ATPasa requerida para la contraccion (Hall, 2000;
Thirstrup, 2000; Billington y Penn, 2003; Batra et al., 2007).

2.3.2. Broncoconstriccibn a través de los receptores acoplados a

proteina Gi

El MLA de los humanos expresa receptores muscarinicos (M), de serotonina
(5-HT,) y de adenosina (A:;) los cuales estan acoplados a proteinas G
inhibitorias Gi (Barnes, 1998; Hall, 2000; Jacoby y Fryer, 2001; Billington y
Penn, 2003). Estos receptores tienen la capacidad de iniciar o modular la
sefalizacion a través de acciones derivadas de las subunidades a y By. Al
disociarse G del complejo heterotrimérico se une a la adenilil ciclasa (AC) V y
VI actuando como un modulador negativo de la sefializacion inducida por Ggs.
Las subunidades Gg, modulan la actividad de AC, inhibiendo la AC tipo I, pero
incrementa la activacion inducida de AC II, IV y VII. Las subunidades Ggy
también pueden activar la fosfolipasa Cg (PLCg) resultando la generacion de
fosfoinositidos, activacion de PKC via DAG y movilizacion de calcio. La
activacion del receptor acoplado a Gi también puede promover el crecimiento

del musculo liso de las vias aéreas (Hall, 2000; Billington y Penn, 2003).
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2.4, BRONCORRELAJACION

Varias sustancias enddgenas son relajantes del MLA y actlian ya sea activando
receptores o liberando broncodilatadores enddgenos (Barnes, 1998). Los
principales mediadores relajantes del MLA son: epinefrina, prostaglandina E,,
péptido intestinal vasoactivo, prostaciclina, péptido natriurético auricular, y
oxido nitrico (Barnes, 1998).

El proceso de relajacion a través de las diferentes vias de sefalizacion
finalmente tiende a reducir las concentraciones de calcio libre intracelular y/o
afectan la sensibilidad al calcio de las proteinas contractiles. Para ello existen
cuatro mecanismos celulares principales mediante los cuales actdan los
relajantes del muasculo liso de las vias aéreas; estos son a traves del: a)
incremento del 3’,5-monofosfato ciclico de adenosina AMPc; b) aumento del
3’,5’-monofosfato ciclico de guanosina GMPc; c) inhibicién del rompimiento de
los nucledtidos ciclicos y d) modulando la actividad de los canales iénicos de la

membrana celular (Thirstrup, 2000).

2.4.1. Broncorrelajacion a través de los receptores acoplados a

proteina Gs

Los receptores acoplados a Gs en el MLA son activados por agentes
endogenos como las catecolaminas (3z2-adrenérgicos), prostaglandinas (PGEy),
adenosina (Az,) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Barnes, 1998; Hall,
2000; Billington y Penn, 2003). La activacion de Gsa activa a la adenilil ciclasa
(AC) (Billington y Penn, 2003). La activacion de la AC cataliza la formacion de
AMPc a partir del ATP citoplasmatico, la funcion principal del AMPc es activar a
la proteina cinasa A (PKA). La PKA puede fosforilar varias proteinas
intracelulares en residuos especificos de serina y treonina (Barnes, 1998), lo
que lleva a la inactivacion de las MLCK (Batra et al., 2007). Asimismo la PKA
fosforila ciertos canales de K' los cuales se abren permitiendo un flujo de
potasio con la consiguiente hiperpolarizacion (Barnes, 1998). También fosforila
el factor de transcripcion CREB, activa la sefalizacion via tirosin cinasas y

regula la transcripcion de numerosos genes (Billington y Penn, 2003).
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2.4.2. Broncorrelajacion a traves de la enzima Guanilil cicl asa

Existen dos formas de la enzima guanilil ciclasa, (soluble y particulada) que al
activarse catalizan la conversibon de GTP a GMPc, con la subsecuente
activacion de la proteina cinasa G, la cual fosforila diversos sustratos

produciendo la relajacion (Hamad et al., 2003).

2.4.2.1. Guanilil ciclasa soluble

La guanilil ciclasa es una enzima heterodimérica que contiene una subunidad
larga a y una pequefia B. Es activada por el 6xido nitrico (NO) endbégeno y por
los nitrovasodilatadores. EI NO ejerce su efecto relajante por el incremento de
GMPc (Mullershausen et al., 2006) y, ademas se ha sugerido que en el
musculo liso de las vias aéreas activa directamente canales BKCa™ (alta
conductancia a potasio), oxida proteinas contractiles intracelulares (tales como
las cabezas de miosina o proteinas reguladoras involucradas en la contraccion)
y disminuye la sensibilidad al calcio intracelular (Hamad et al., 2003).
Dependiendo del sitio de generacién y de la cantidad, el NO presenta muchos
efectos sobre las funciones de las vias aéreas en condiciones fisiologicas o
patologicas (Fischer et al., 2002; Hamad et al., 2003) entre las que se
encuentran el ejercer un efecto vasodilatador bronquial, presentar un efecto
inmunoprotector, estimular la secrecion de moco y la formacion de radicales
libres (Mullershausen et al., 2006) Asimismo, el NO desempefia un papel
importante como via paracrina, mediando los efectos relajantes de bradicinina 'y
endotelina (Fischer et al., 2002).

2.4.2.2. Guanilil ciclasa particulada

Esta enzima esta compuesta por un solo dominio transmembrana, con una
region variable extracelular y una region intracelular mas conservada con un
dominio catalitico (Hamad et al., 2003). Es activada por el péptido natriurético
auricular (PNA) y péptidos relacionados (Barnes, 1998; Hamad et al., 2003). El
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PNA es producido principalmente en el corazén, pero es liberado en otros
tejidos incluyendo a los pulmones. En las vias aéreas sus sitios de union se
han detectado tanto en muasculo liso como en el epitelio. El PNA actla a través
de tres tipos de receptores PNAA, PNAB y PNAC, los primeros dos incorporan
una parte de la enzima catalitica de la guanilil ciclasa particulada y el ultimo

esta acoplado a la inhibicion de adenilil ciclasa (Devillier et al., 2001).

2.4.3. Inhibicion de la degradacion de los nucledtidos ciclicos

Las fosfodiesterasas (PDEs) comprenden una superfamilia de proteinas cuyos
miembros son responsables de la hidrdlisis de AMPc y GMPc a sus
correspondientes nucledsidos inactivos 5’-monofosfatos AMP y GMP,
respectivamente. Consecuentemente, la inhibicion de las fosfodiesterasas
resulta en una broncodilatacion. En el MLA de animales y del humano por lo
menos existen 5 subtipos (I, 11, lll, IV y V) (Santing et al., 2001), siendo los mas
importantes las fosfodiesterasas Ill, IV y V. Ya que los inhibidores de ellas, son
potentes broncodilatadores del MLA. Las fosfodiesterasas Ill y IV, degradan
AMPc, en tanto que la fosfodiesterasa V degrada GMPc (Kian, 2006).
Actualmente, la principal atencion recae sobre los inhibidores de la
fosfodiesterasa IV, debido a que tienen una importancia especial como agentes
antiasmaticos, ya que regulan la funcion de casi todas las células pro-
inflamatorias e inmunes (Kian, 2006; Spina, 2008). Ademas, se tiene la
evidencia de que actian como antiinflamatorios y broncodilatadores en

diferentes especies de animales (Burnouf y Pruniaux, 2002).

2.4.4. Broncorrelajacion relacionada con influencia sobre canales

idnicos

2.4.4.1. Canales de calcio

En el MLA existen canales de calcio operados por voltaje (VOC) y canales de

calcio operados por receptor (ROC), cuya apertura permite el incremento
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intracelular de calcio que es necesario para la contraccion. En la actualidad, los
farmacos que bloguean dichos canales, no forman parte de la terapia para
tratar el asma, sin embargo, no se descarta su utilidad ya que en estudios
clinicos, se ha demostrado que los bloqueadores de los canales de calcio
ofrecen una pequefia pero significativa proteccion contra estimulos
broncoconstrictores inducidos por histamina, metacolina, ejercicio y aire frio
(Thirstrup, 2000; Mustafa et al., 2008).

2.4.4.2. Canales de potasio

Los canales de K* desemperfian un papel importante en el control del potencial
de membrana del MLA, su apertura induce una hiperpolarizacion vy
broncodilatacion. Se han identificado diferentes canales y por lo menos, tres de
ellos desempefian un papel fisiolégico y farmacolégico en la modulacién de la
respuesta contractii en MLA siendo estos: 1) los activados por calcio; 2)
rectificador retardado y 3) los sensibles a ATP (Hall, 2000; Pelaia et al., 2002).

2.4.4.2.1. Canales de K " activados por calcio

Existen varios canales de K activados por calcio los cuéles se clasifican de
acuerdo a la conductancia del canal. De este modo se tienen canales de alta
conductancia (maxi-KCa), de conductancia intermedia (IKCa) y de baja
conductancia (SKCa), pero los mas importantes son los maxi-K, que son
abiertos tanto por una despolarizacién de la membrana como por el incremento

de las concentraciones de calcio del citosol (Pelaia et al., 2002).

2.4.4.2.2. Canales de K " rectificador tardio

Los canales de K' rectificador tardio, son dependientes de voltaje e

independientes de calcio, por lo cual responden a una despolarizacién de la
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membrana y contribuyen significativamente al potencial de reposo de la misma
(Pelaia et al., 2002).

2.4.4.2.3. Canales de K " sensibles a ATP

La apertura de los canales de K* sensibles a ATP es inhibida por un incremento
en los niveles citosélicos de trifosfato de adenosina (ATP). El canal es un
complejo octamérico cuyo poro incluye 4 subunidades proteicas, cada una
asociada con un receptor para sulfonilurea, la activacion de este receptor
induce un cambio conformacional que incrementa la probabilidad de apertura

del poro del canal (Pelaia et al., 2002).

2.5. FARMACOS BRONCODILATADORES

Los farmacos broncodilatadores pueden dividirse en dos grupos dependiendo
del mecanismo farmacoldgico responsable de la actividad relajante. El primer
grupo comprende a los farmacos que bloquean el efecto de agonistas
contractiles (tales como anti-colinérgicos, anti-leucotrienos e inhibidores de 5-
lipooxigenasas) y el segundo grupo comprende farmacos que actian
directamente como relajantes del musculo liso de las vias aéreas a través de la
liberacion de AMPc, GMPc, inhibicion de la degradacién de los nucle6tidos
ciclicos y/o modulando la actividad de los canales i6nicos de la membrana
celular (Thirstrup, 2000).

2.5.1. Farmacos que bloquean el efecto de mediadores contractiles

2.5.1.1. Anticolinérgicos

En las Ultimas dos décadas, los medicamentos anticolinérgicos han llegado a
ser muy utilizados en el tratamiento de rutina de enfermedades pulmonares
obstructivas cronicas (EPOC) y también para el asma en ciertas circunstancias
(Gross, 2006).

12
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Los anticolinérgicos producen broncodilatacion al fijarse a receptores
muscarinicos del musculo liso de las vias respiratorias, mecanismo por el cual
antagonizan a la acetilcolina liberada por las terminaciones parasimpaticas del
nervio vago. Por tanto, los anticolinérgicos no impiden todos los tipos de
broncoespasmo, si no que son particularmente eficaces frente a las
alteraciones de la funcion respiratoria inducidas por irritantes. Los antagonistas
muscarinicos también disminuyen la secrecion de moco (Page, Curtis,
Hoffman. 1998).

Actualmente existen antagonistas no selectivos como: ipratropio, oxitropio y
tiquizium, que se unen con igual afinidad a los subtipos M, y Mgz, sin embargo,
pueden incrementar la broncoconstriccion al inhibir a los autoreceptores My,
cuyo bloqueo ocasiona incremento en la liberacion de acetilcolina. También
existen antagonistas selectivos, como el tiotropio, cuya selectividad es cinética,
puesto que se une con igual afinidad a los subtipos M1, M, y M3, pero con una
rapida disociacion del M, (3.6 h) comparandola con la unién a los tipos M; (14.6
h) y M3 (34.7 h)), flutropio (con selectividad Ms; ademas de accion anti-
histaminica), revatropato (selectivo para M; y M), zamifenacin y darifenacin
(selectivos para M3). Sin embargo, de todos los anteriores el que mayor éxito
sigue teniendo en clinica es el tiotropio (Lee et al., 2001).

Los anticolinérgicos inhalados tienen un amplio margen de seguridad
terapéutico y son bien tolerados, en el uso clinico el efecto adverso mas

frecuente es sequedad de boca y tos ocasional (Gross, 2006).

2.5.1.2. Antihistaminicos

La histamina liberada de las células mastocito y de los basbfilos, puede
provocar broncoconstriccion, secrecion de moco y aumento en la
broncoconstriccion colinérgica a través de la interaccion con receptores Hj, los
cuales estan acoplados a proteinas G (g/11), ademas han mostrado activacion
de fosfolipasa D, A, y NF-kB, cuyas consecuencias funcionales se desconocen.
Los receptores H, y Hi, también han sido identificados en vias aéreas, pero de
igual forma se desconoce su importancia (Belvisi et al., 2004). Recientemente,

se han desarrollado antihistaminicos nuevos con elevada selectividad y poca
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capacidad de cruzar barrera hematoencefalica, disminuyendo de tal forma sus
efectos depresores del sistema nervioso central. Algunos de estos
antihistaminicos nuevos, son aplicados al tratamiento del asma bronquial y
entre ellos se incluyen la loratadina, la fexofenadina, la ebastina y la cetirizina
(Barnes, 2001; Inagaki, 2001; Gelfand, 2002).

2.5.1.3. Farmacos anti-leucotrienos

Los leucotrienos son potentes broncoconstrictores, que se forman a partir del
metabolismo del acido araquiddnico via 5-lipoxigenasa. Para inhibir su accion,
se han desarrollado diferentes farmacos, como el ziuleton, que actua inhibiendo
su sintesis, al inhibir a la enzima 5-lipoxigenasa, asi como también farmacos
antagonistas competitivos selectivos de los cysteinil leucotrienos LTCy, LTD,4, y
LTE, tales como pranlukast, montelukast y zafirlukast, que han mostrado
utilidad en el tratamiento del asma pero poco beneficio en pacientes con EPOC
(Belvisi et al., 2004; Donohue, 2004; Bosse et al., 2009).

2.5.1.4. Glucocorticoides

Los glucocorticoides producen potentes acciones antiinflamatorias,
antialérgicas e inmunosupresoras y son los medicamentos mas eficaces en el
tratamiento de enfermedades alérgicas, aunque pueden causar severos efectos
adversos que incluyen supresion adrenal y desarrollo de osteoporosis, cuando
son utilizados a elevadas dosis por un periodo prolongado (Inagaki, 2001). Son
efectivos en la terapia del asma y la mayoria se administran por via oral, sin
embargo, son mucho mas seguros por via inhalatoria. Ejemplo de ellos son la
beclometasona, la budesonida y la fluticasona (Inagaki, 2001), y recientemente
furoato de mometasona, etabonato y ciclesonida que reducen el perfil de

efectos adversos (Gunen et al., 2009).
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2.5.2. Farmacos relajantes

2.5.2.1. 3, — Adrenérgicos

Los agonistas de los receptores B, adrenérgicos son los farmacos que se
prescriben con mayor frecuencia para tratar el broncoespasmo del asma y
estdn disponibles para su uso por via inhalatoria (mediante distintos
dispositivos dosificadores y nebulizadores) y también para uso por via oral. Los
agonistas B,-adrenérgicos de accion corta, que se emplean para el alivio rapido
del broncoespasmo, son el salbutamol (albuterol), la terbutalina y fenoterol. Son
excelentes antagonistas funcionales de la broncoconstriccion causada por una
amplia gama de estimulos. Por otra parte, uno de sus inconvenientes es su
corta semivida biolégica (2-3 horas). Sin embargo, ya se han comercializado
distintos agonistas de los receptores B, adrenérgicos de accion larga que
producen una broncodilatacion efectiva que llega a durar 15 horas. Los
agonistas B, adrenérgicos de accién larga son el salmeterol, el formoterol y el
bambuterol. Se cree que la accion prolongada del salmeterol es debida a la
presencia de una cola lipofilica larga, que se fija aun exoreceptor en la
vecindad del receptor 3, adrenérgico del masculo liso de las vias respiratorias.
Estos farmacos de accion larga se emplean con el objetivo de prevenir a largo
plazo los ataques de asma, y son especialmente Utiles para tratar el asma
nocturna, pero no son recomendables para el alivio rapido de los sintomas,
especialmente el salmeterol, por tener un inicio de accién retardado.

Los efectos adversos de los agonistas [, adrenérgicos son temblor e
hipopotasemia y cuando se administran en cantidades excesivas, taquicardia
(Page, Curtis, Hoffman. 1998).

2.5.2.2. Inhibidores de fosfodiesterasas

El interés en estos compuestos nace del hecho de que durante muchos afios
se ha utilizado la teofilina en cuadros broncoconstrictivos, no obstante, en los
paises industrializados ocupa el tercer lugar como agente terapéutico ya que

presenta alta frecuencia de efectos adversos en comparacion con su baja
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eficacia. Su mecanismo de accion broncodilatador es parcialmente explicado
por la inhibicion de las fosfodiesterasas (PDE), lo que resulta en un incremento
de los niveles de AMPc (al inhibir a las PDE Ill y PDE 1V), y GMPc (al inhibir a
la PDE V). La teofilina ademas actiua antagonizando a los receptores de
adenosina (Kian, 2006; Spina, 2008).

Actualmente se tiene gran interés por inhibidores de las PDE IV como posible
blanco terapéutico para el tratamiento del asma y otras enfermedades
pulmonares obstructivas cronicas, ya que presentan propiedades bronco-
dilatadoras y anti-inflamatorias. Entre los inhibidores de las PDE IV de segunda
generacion se encuentra: roflumilast que ha mostrado utilidad en el asma y en
EPOC (Belvisi et al., 2004; Kian, 2006; Spina, 2008).

2.5.2.3. Canales de K *

El analisis de los canales de K' representa el punto de partida para el
desarrollo de nuevas alternativas farmacéuticas en el tratamiento del asma y de
las enfermedades pulmonares obstructivas cronicas. Seria muy importante el
desarrollo de farmacos de uso inhalatorio, mas selectivos para actuar en las
vias aéreas que en el musculo liso vascular, sin embargo, son limitados los
estudios clinicos con farmacos que abran canales de K™ De los estudios
clinicos realizados, cabe mencionar los efectuados con cromakalim con el que
se observé que protegia contra la broncoconstriccion inducida con histamina
pero provoca dolor de cabeza. En tanto que bimakalim, no producia efectos
cardiovasculares significativos, pero era incapaz de facilitar una

broncodilatacion en pacientes asmaticos (Pelaia et al., 2002).

2.5.2.4. Canales de K " sensibles a ATP

La actividad de los canales de K* sensibles a ATP, es blogueada
selectivamente por derivados de la sulfonilurea, como la glibenclamida y son
abiertos por farmacos como levcromakalim y HOE234, los cuales son efectivos

relajantes de las vias aéreas humanas in vitro. Sin embargo, tales farmacos se
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han desaprobado en estudios clinicos, ya que son mas potentes como
vasodilatadores que como broncodilatadores pudiendo inducir efectos
cardiovasculares (Barnes, 1998).

2.6. PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS EN EL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

En el tratamiento de enfermedades respiratorias es frecuente el uso de la
medicina alternativa o complementaria (Ziment, 2000), sobre todo en las de tipo
cronico como lo es el asma, en cuyo tratamiento destaca el empleo de
preparaciones herbales (Huntley y Ernst, 2000).

Los remedios herbolarios han tenido una importancia trascendental en el
tratamiento del asma. Ejemplo de ello son los farmacos B, adrenérgicos,
anticolinérgicos, metilxantinas y cromonas que han tenido sus origenes en el
uso de plantas medicinales (Huntley y Ernst, 2000; Chu y Drazen, 2005).
Razon por la que en la actualidad, se siguen las practicas medicas
tradicionales como fuente para el descubrimiento de nuevos compuestos
bioactivos (Fabricant y Farnsworth, 2001). Dentro de las investigaciones
realizadas con esta finalidad, se consideran las siguientes:

En un estudio realizado en América Latina, se evaluaron 460 plantas por sus
propiedades antiasmaticas y de ellas solamente el ajo, la cebolla, el orégano, el
timol y la ipecacuana resultaron ser efectivos expectorantes (Zimet, 2000).

En Alemania se comercializa un producto herbolario llamado Sinupret®, del
cual existe evidencia cientifica de que es broncolitico y curativo de la bronquitis
y la sinusitis.

En la medicina tradicional China se utilizan abundantes combinaciones de
hierbas, una de las mas utilizadas es el Ma huang (que contiene efedrina y
pseudoefedrina), sin embargo, su uso no controlado ha resultado en cientos de
arritmias, infarto al miocardio y psicosis. Otros remedios herbales utilizados en
ese pais son los gingendsidos (extracto de Panax ginseng) bupléurum vy
picorriza de los cudales se ha reportado que inducen relajacion en musculo liso
bronquial humano a través de la estimulacion de NO en células epiteliales y de

la sintesis de GMPc (Zimet, 2000). Ginkgo biloba (contiene compuestos
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activos conocidos como ginkgolidos) relaja el musculo liso ademas de actuar
como antagonista del factor de activacion plaquetario (Li et al.,, 1997).
Glycyrriza uvale (contiene los activos: glicirrizina, acido glicerritinico, acidos
tannicos, licorice, etc.) inhibe el factor de activacion plaguetario, ademas de
bloguear la conversion de cortisol a cortisona (Bielory y Lupoli, 1999.). Ephedra
sinica (contiene efedrina, pseudoefedrina y alcaloides) activa receptores
adrenérgicos (Graham y Blaiss, 2000).

Con respecto a la medicina herbolaria Japonesa, se tienen en el mercado
diversos remedios antiasmaticos como “saibuko-to”, “shoseiryu-to”, y “sho-
saiko-to”, ademas de plantas como la efedra, la magnolia y el licorice, que
cuentan con varios estudios clinicos que corroboran su uso como antiasmaticos
y les atribuyen un efecto broncodilatador y acciones antiinflamatorias
incluyendo propiedades como antileucotrienos (Zimet, 2000).

En el sistema tradicional de la India destaca el uso de Datura, Tylophora
asthmatica, Adhatoda vasika y Coleus forskolii, esta ultima provee la forskolina,
compuesto que entra a la célula y estimula directamente la formacion de AMPc
(Zimet, 2000). Otras plantas utilizadas son: Tylophora indica (compuesto activo:
tiloforina) cuyo mecanismo de accion es mediante la inhibicion de la anafilaxis
(Huntley y Ernst, 2000) y Solanum xanthocarpum la cual cuenta con estudios
clinicos que muestran que un efecto broncodilatador, reduccion de edema

bronquial y de secreciones (Govindan et al., 1999).

2.7. PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS EN EL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES RESPIRATORIAS EN MEXICO

En nuestro pais, la medicina tradicional tiene un amplio uso para el tratamiento
de los padecimientos respiratorios ya que es una practica comun preparar
infusiones o decocciones herbales, entre las cuales destaca el uso de
Crataegus sp. (Tejocote), Allium sativum (ajo), Argemone (chicalote),
Bouganvillea glabra (bugambilia), Crescentia alata (cirian), Cunila lythrifolia
(poleo de campo), Eucalyptus globulus (eucalipto), Gnaphalium sp.
(gordolobo), Gossypium hirsutum (algodén), Mentha pulegium (poleo),

Origanum vulgare (orégano), Rosmarinus officinalis (romero), Sambucus nigra
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(sauco) y Thymus vulgaris (tomillo) entre otras (Lozoya et al., 1987; Argueta y
Cano, 1994).

Sin embargo, a pesar de la gran variedad de plantas utilizadas para tratar estos
padecimientos, las investigaciones cientificas encaminadas a demostrar el
valor terapéutico de ellas es limitado (Rojas et al., 2001). Algunos de los
estudios efectuados a plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana

para el tratamiento de enfermedades respiratorias se muestran en el cuadro 1.

2.8 GENERO Crataegus

El género Crataegus pertenece a la familia Rosaceae y esta constituido por
aproximadamente 280 especies. El nombre comun para las especies de
Crataegus es: majuelos o espinos, y en México también se les conoce como
tejocote. Son arboles pequefios y arbustos, que generalmente miden de 2 a 5
m de altura, presentan hojas verdes y brillantes, racimos de flores blancas (o
rosas), frutos que pueden ser amarillos, rojos o escarlatas y espinas que en
ocasiones miden hasta 3 cm de largo (Zucker, 1992).

Las especies de Crataegus, estan distribuidas en bosques cercanos a regiones
de temperatura fria. A nivel mundial se utilizan cerca de 20 especies, como

farmacos o materias para farmacos herbolarios (Mehlika et al., 2008).

2.8.1 Usos del género Crataegus

En algunos paises se utilizan diversas especies de Crataegus ya sea como
alimento o en la medicina tradicional. En alimentacion se consume el fruto tanto
fresco o procesado en mermeladas, jaleas, vinos y postres. Respecto a su uso
en la medicina tradicional, existen numerosas preparaciones del fruto, hojas y
flores, solas o en combinacién con otros extractos herbales en Europa y en
China. Dichas preparaciones son utilizadas en el tratamiento del asma, en la
prevencion de enfermedades del corazdn (angina de pecho e hipertension con

insuficiencia cardiaca), en la ateroesclerosis, como diurético, contra la diarrea,
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Cuadro 1. Plantas utilizadas en

la medicina tradicional

tratamiento de enfermedades respiratorias.

mexicana en el

Planta Nombre Extracto o Actividad Referencia
comuan compuestos reportada/Mecanismo
activos propuesto
identificados
Argemone Chicalote, Berberina Actividad relajante en la trAquea | Sanchez-
Ochroleuca | amapola de cobayo. Antagonista de los Mendoza et
amarilla, receptores muscarinicos de al., 2007.
cardo, etc., acetilcolina.
Argemone Chicalote Isoquercitrina | Actividad relajante en traquea Fernandez et
platyceras de cobayo. Inhibe las al., 2005.
contracciones provocadas por
carbacol y leucotrieno D,.
Croton Huilocuahuilt | Acido Actividad relajante en traquea Sanchez-
reflexifolius polialtico de cobayo. Present6 actividad Mendoza et
anti-muscarinica. al., 2008.
Eucalyptus Eucalipto Aceite Actividad anti-inflamatoria en Lu et al., 2004.
globulus esencial ratas. Inhibe la hipersecrecion
de mucinas en vias aéreas.
Galphimia Ojo de Fracciones Actividad relajante en traquea Campos et al.,
glauca gallina de acetato de cobayo. Inhibe la 2001.
de etilo broncoconstriccion inducida por
leucotrieno D,.
Gnaphalium | Gordolobo, Extracto Actividad relajante en traquea Campos-
conoideum popu metandlico de cobayo. Bloqueador parcial Bedolla et al.,
de canales de Ca™". 2005.
Gnaphalium | Gordolobo Extracto Actividad relajante en traquea Sanchez-
liebmannii hexanico de cobayo. Probable inhibicion Mendoza et
de fosfodiesterasas. al., 2007.
Thymus Tomillo Extracto Actividad relajante en traquea Boskabady et
vulgaris acuoso de cobayo. Inhibe la expresion al., 2006.

del mRNA de la iNOS.
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en el tratamiento de enfermedades nerviosas, asi como para combatir el estrés,
el nerviosismo, la depresion y el insomnio (World Health Organization Geneva
2002; Botanical pag web 2008; Niembro 1990; Biblioteca Digital 2009; Daniele.
et al., 2006; Tabach et al., 2009).

2.8.2. Informacién etnomédica de Crataegus sp. en México

En Meéxico, se recomienda comer el fruto hervido de tejocote para el
tratamiento de enfermedades respiratorias como la tos, pulmonia, bronquitis,
resfrio y dolor del pulmén. Adicionalmente en Jalisco, se dice que es util en el
caso de diarrea, contra las amibas y en casos de disenteria. En el Estado de
Guerrero, para el dolor de estbmago y en corajes. En Michoacan, se ocupa en
casos de kuenesi o chipilez. También se le prescribe en padecimientos de los
rifones, para adelgazar, mejorar la circulacion coronaria, moderar las
contracciones en caso de taquicardia, como diurético y antiespasmaodico. En la
medicina maya de los Altos de Chiapas, se emplea cuando hay dolor de
abdomen o lombrices (oxiuros). Ademas, la raiz se usa como antidiabética
(Biblioteca Digital, pag web 2009).

2.8.3. Estudios quimicos

En estudios quimicos del género Crataegus realizados en hojas, flores, y frutos,
se han identificado diversos compuestos como: flavonoides, proantocianidinas
oligoméricas, triterpenos, acidos organicos, esteroles, y trazas de aminas
cardioactivas, ademas de compuestos antioxidantes, tales como: epicatequina
y acidos clorogénicos (Mehlika et al., 2008).

2.8.4. Estudios de actividad biolégica del género Crataegus

Algunas especies del género Crataegus, han sido estudiadas y se han
reportado las siguientes actividades bioldgicas: antimicrobiana (Mehlika et al.,
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2008), antioxidante, hiperlipidémica (Manickam y Halagowder,. 2008), diurética,
ansiolitica, sedativa y actividad cardiotonica (Daniele et al., 2006; Tabach et al.,
2009). Referente a esta ultima aplicacién, ya se han efectuado numerosos
estudios clinicos al respecto que corroboran su utilidad (Long et al., 2006;
Daniele et al., 2006; Tabach et al., 2009).
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[l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais, es recurrente el empleo de la medicina herbolaria en el
tratamiento de padecimientos respiratorios, siendo una practica comudn
preparar infusiones o decocciones herbales. Entre las plantas mas utilizadas,
para estas enfermedades, se encuentra Crataegus mexicana, que de manera
popular se conoce como tejocote, sin embargo, no existe ningun reporte
cientifico que avale su uso, por lo que el presente trabajo esta encaminado a la
generacion del conocimiento que respalde su utilidad, empleando el modelo de
anillos de trdquea aislada de cobayo, y de presentarse dicho efecto, se

aportara informacion acerca de su mecanismo de accion.
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IV. HIPOTESIS

Considerando el uso empirico de Crataegus mexicana en la medicina
tradicional mexicana, en el tratamiento de enfermedades respiratorias, se
espera que presente actividad relajante en el musculo liso de anillos de traquea

aislada de cobayo.
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V. OBJETIVO GENERAL

* Determinar la actividad relajante de los extractos de hexano,
diclorometano y metanol obtenidos de Crataegus mexicana en
mausculo liso de traquea aislada de cobayo y analizar su posible

mecanismo de accion.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar a través de un estudio biodirigido la fraccion de mayor
actividad relajante de Crataegus mexicana.

» Determinar si el efecto relajante de la fraccibn mas activa se debe a
la activacion de receptores B-adrenérgicos, y de canales de K*

sensibles a ATP.
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VI. METODOLOGIA

6.1. Material vegetal

La especie Crataegus mexicana se colectdé en Chapingo, municipio de
Texcoco, en el Estado de México. Una muestra de referencia se deposité en el
Herbario de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad Autbnoma de

Chapingo. Y se le asigno el numero de registro: 62654.

6.2. Preparacion de los extractos

Los extractos se prepararon utilizando 3,275 g de hojas secas y molidas de
Crataegus mexicana a través del proceso de maceracion, empleando de forma
sucesiva, hexano (12 Litros), diclorometano (12 Litros) y metanol (12 Litros). El
material vegetal se mantuvo a temperatura ambiente por periodos de tres dias
con cada disolvente, posteriormente se filtré y se concentrd6 en un rota
evaporador a presion reducida, este procedimiento fue repetido 2 veces mas, y
permitié la obtencién de los tres extractos correspondientes (Esquema 1). Los
extractos crudos fueron evaluados a diferentes concentraciones (56.23, 100,
133.35, 177.82, 237.15, 316.22, 421.00, y 562.34 pg/mL), suspendidas en agua
destilada con trazas de tween 80, en el modelo de anillos de trdquea de cobayo
(inciso 6.6.2).

6.3. Estudio biodirigido

Los resultados obtenidos al evaluar los extractos crudos, permitieron identificar
al extracto de hexano como el de mayor actividad relajante. Posteriormente,
77g de ese extracto se sometieron a una separacion por cromatografia en
columna empacada con silica gel (770 g), utilizando como eluyentes diferentes
disolventes o0 mezclas de estos en gradientes crecientes de polaridad
(Esquema 2). Las fracciones fueron evaluadas a diferentes concentraciones

(56.23 - 562.34 pg/mL) y los resultados correspondientes, permitieron
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identificar dos fracciones activas: la F2 y la F3, las cuales se obtuvieron al
utilizar como eluyentes hexano-AcOEt en proporcion 9:1 y 7:3,

respectivamente.

I Crataegus mexicana 3,275 g (hojas) I

4 12 L. Hexano, 3 dias, 3 veces

[ |
| Extracto hexanico | I Residuo I

919
l 12 L CH,Cl,, 3 dias, 3 veces E—

] ]
| Residuo | Extracto de CH,CI,

49.5¢
4' 12 L MeOH, 3 dias, 3 veces

Extracto de MeOH I Residuo
592.8¢g

Esquema 1. Obtencidon de extractos a partir de hojas de Crataegus mexicana.

A continuacion, 16 g de la fraccion F2 fueron separados por cromatografia en
columna. Dicho fraccionamiento permitié obtener solamente tres fracciones, en
cantidad suficiente para poder realizar las evaluaciones biolégicas (Esquema
3). Sin embargo, los resultados indicaron una disminuciéon en la actividad
relajante de las mismas.

El siguiente paso, fue separar 11 g de la fraccion F3. Se obtuvieron 8
fracciones (Esquema 4) y de ellas la F3' fue la mas activa. Posteriormente
dicha fraccion fue analizada por cromatografia de liquidos (HPLC) acoplado a

masas.
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Extracto hexanico 77 g/ Silicagel 770 g

Cromatografia
en columna j
F1 Hexano I F4 Hexan70-6 AcOEt (5:5) ‘
22 g I 0 g
F2 Hexano- ACOEt (9:1) _ \ F5 AcOEt ‘
18,49 3540
F3 Hexano- AcOEt (7:3) T oon
= —I 45 ‘

Esquema 2. Fraccionamiento del extracto hexanico, obtenido a partir de hojas

de Crataegus mexicana.

F2
‘ Hexano- AcOEt(9:1) 16 g / Silica gel 320 g
Cromatografia | ————~__
en columna
F1 F2' F3
Hexano Hexano/AcOEt (95:5) Hexano/AcOEt (9:1)
759 3.29 3.8¢

Esquema 3. Fraccionamiento cromatografico de F2.
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| F3 Hexano- AcOEt (7:3)11g / Silica gel 220 g |
Cromatografia | —
en columna
|  F5 Hexano/AcOEt (7:3)
I 1.3¢g
‘ F1' Hexano |_
0.79 F6' Hexano/AcOEt (5:5)
0.7¢
F2' Hexano/AcOEt (95:5)
0.3g F7' AcOEt
11g
| F3' Hexano/AcOEt (9:1) |_
2.7
- | F8' MeOH
| 069
F4" Hexano/AcOEt (8:2)
28¢

Esquema 4. Fraccionamiento cromatografico de F3.

6.4. Material biolégico

En el presente estudio se utilizaron cobayos macho, de un peso corporal de
300 a 400 g que fueron proporcionados por la Universidad Autdnoma Chapingo
(UACh). Los procedimientos involucrados en el cuidado y manejo de los
animales fueron efectuados de acuerdo a los requerimientos que en la materia
determinan la NOM-062-Z0O0-1999 “Especificaciones Técnicas para la
Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio”.

6.5. Farmacos y extractos

La acetilcolina, histamina, carbacol, KCI, propranolol, salbutamol vy
glibenclamida, fueron adquiridos en la Compaifia Sigma Aldrich. La

glibenclamida, se disolvié primero en dimetilsulfoxido (DMSO) y posteriormente
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en agua destilada. Los farmacos restantes, fueron disueltos en agua destilada.
Los extractos, y fracciones de Crataegus mexicana, fueron suspendidos en
agua destilada con Tween 80 al 0.5%. El pentobarbital sédico se compré en
solucion comercial de uso veterinario. Los demas compuestos de uso comun

en el laboratorio fueron grado reactivo analitico.

6.6. Ensayos biologicos

6.6.1. Diseccién de la traguea y montaje de la preparacion

Los animales se sacrificaron por una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
soédico (95 mg/kg). Inmediatamente se realiz0 la diseccion de la traquea
limpidndola del tejido circundante. El érgano se mantuvo en una solucion Krebs
cuya composicion fue (mM): NaCl 118, KCI 4.7, KH,PO, 1.2, MgSO, 07 H,O
1.2, NaHCO3; 25.0, CaCl, [PH,0 2.2 y glucosa 11.0, a 37 °C, con un pH de 7.4
y con aeracidbn constante con una mezcla de 95% O, y 5% CO..
Posteriormente se obtuvieron 12 anillos de aproximadamente 2 mm de
espesor, cada uno se colocoé en una camara para 6rgano aislado con 10 mL de
solucion Krebs. La preparacion se suspendio entre dos ganchos de alambre de
acero inoxidable, uno de los extremos se fij6 a la cAmara y el otro al
transductor de fuerza (Biopack) conectado a un poligrafo Biopack System. El
procesamiento de datos se realiz6 mediante el programa Acknowledge
MP100 version 3.5.3.

Los dérganos se sometieron a una tension inicial de 1.5 g y se dejaron
estabilizar por una hora, realizando lavados con solucion Krebs cada 15
minutos durante este periodo. A continuacion, el 6rgano se estimuld con
clorhidrato de acetilcolina 30 pM dos veces a intervalos de treinta minutos.
Después de cada estimulacién los 6rganos se lavaron tres veces con solucion
Krebs. Posteriormente se permitié que la preparacion se equilibrara media hora

antes de la realizacion de los experimentos.
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6.6.2. Evaluacion del efecto relajante de los extractos, y fracciones de

Crataegus mexicana

Para evaluar el efecto relajante, el tejido se pre-contrajo con carbacol 3 uM
dejando en contacto al farmaco con el tejido hasta alcanzar una meseta de
contraccion (aproximadamente 6 minutos). Una vez en la meseta se aplicaron
los extractos y fracciones de Crataegus mexicana, a diferentes concentraciones
en forma acumulativa, (56.23, 100, 133.35, 177.82, 237.15, 316.22, 421.00 y
562.34 pg/mL) de acuerdo con el experimento correspondiente. El control,
consistid en la aplicacion de agua destilada con Tween 80 al 0.5%. El efecto
relajante de los extractos crudos y fracciones fueron expresados como CEsp 0

CE3o segun fuera el caso.

6.6.3. Evaluacion del efecto relajante del extracto hexanico en tejidos

pre-contraidos con diferentes agonistas

Para determinar si el extracto hexanico de Crataegus mexicana, relajaba los
tejidos precontraidos con diferentes agonistas, se aplicO carbacol (3 uM),
histamina (30 uM) y KCI (40 mM) en experimentos independientes. Una vez
alcanzada la meseta se construyeron las curvas acumulativas concentracion-
respuesta, utilizando las concentraciones utilizadas en los experimentos de
relajacién. Como farmaco de referencia se utilizé salbutamol (1 x 10™ - 10 M).
Los controles consistieron en la aplicacion de agua destilada con Tween 80 al
0.5%.

6.6.4. Evaluacion de la participacién de receptores B-adrenérgicos, y
de canales de K “a7p, en el efecto relajante de la fraccion F3’

Las preparaciones se pre-contrajeron con carbacol (3 uM), una vez alcanzada
la meseta se incubaron con propranolol (3 uM), glibenclamida (10 pM), o
vehiculo (en experimentos independientes) durante 5 minutos, posteriormente

se aplico la fraccion F3’ (que presento la mayor actividad relajante en el estudio
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biodirigido) en forma acumulativa a las mismas concentraciones empleadas en
la evaluacion del efecto relajante.

En la determinacion de la participacion de los receptores (-adrenérgicos, el
vehiculo consistio en la aplicacion de agua destilada y para el experimento de
glibenclamida se utilizd6 como vehiculo: DMSO (1.2 mL) disuelto en agua
destilada (23.8 mL). Adicionalmente se obtuvieron datos de la actividad de
controles, a los cuales se les adiciond una mezcla de Tween 80 al 0.5% en
agua destilada, similar a la que fue utlizada en la preparacion de las

concentraciones de la fraccion F3'.



Evaluacion de la actividad relajante de Crataegus mexicana en anillos de traquea aislada de
cobayo.

VIl. ESTADISTICA

Los valores de CEsp y CE3p se calcularon a través del método de regresion
lineal descrito por Talladira, 2000. Las diferencias entre varias determinaciones
se realizaron utilizando un analisis de varianza de una via (ANADEVA) seguida
de la prueba de Dunnett. Se consideraron diferencias estadisticamente
significativas para un valor de p< 0.05. (Montgomery, 1991).
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VIIl.  RESULTADOS

8.1. Evaluacion del efecto relajante de los extractos de hexano,

dicloromentano y metanol de Crataegus mexicana

En la grafica 1, se muestran los resultados obtenidos al administrar
concentraciones crecientes de los extractos de Crataegus mexicana en anillos
de traquea de cobayo, previamente contraidos con carbacol (3 x 10° M), se
observa que los tres extractos produjeron una relajacion dependiente de la
concentracion, siendo el extracto hexanico el que presentdé mayor actividad,
seguido por el de metanol y finalmente por el de diclorometano. Sus valores de
méaxima relajacion fueron: 52.9433 + 2.3222, 36.9739 + 4.0085, y 36.4180 *
3.2031 % respectivamente, considerando como 100% la contraccidn maxima

obtenida con carbacol.

8.2. Evaluacion del efecto relajante del extracto de hexa no de
Crataegus mexicana sobre las precontracciones inducidas por

carbacol, histamina y KCI

Ya que el extracto mas activo fue el hexanico, posteriormente se evaluo su
capacidad de relajar las precontracciones inducidas con carbacol, histamina y
KCI, en dichos experimentos se encontré un mayor efecto relajante sobre las
precontracciones inducidas con histamina (30 uM, grafica 2B), en comparacion
a las inducidas con KCI (40 mM, grafica 2C), y con carbacol. (3 uM, grafica
2A). Cabe mencionar, que ademas de presentar un mayor efecto relajante a la
precontraccion inducida con histamina, también resultd ser mas potente con
este agonista, como se puede apreciar en los valores de Emax, de CEsp y CE3p
que se presentan en el cuadro 2.

Como farmaco de referencia se utiliz6 Salbutamol, el cual, relajo la
precontraccion inducida por los tres agentes contractiles: carbacol (Gréafica 3A),
histamina (Grafica 3B) y KCI,(Grafica 3C).
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Grafica 1. Efecto relajante de los extractos de <>hexano, Mmetanol y Adiclorometano de
Crataegus mexicana ¢ @ vehiculo. 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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Gréfica 2. Efecto relajante del extracto de hexano de Crataegus mexicana (56.23-562.34

pg/mL) o vehiculos (@) en anillos de traquea aislada de cobayo precontraidos con carbacol
O(A, 3 uM), histamina A(B, 30 uM) y KCI [J(C, 40 mM). Cada punto representa el promedio +

EEM de seis observaciones. La diferencia fue obtenida por una prueba t con una *p<0.05

respecto al control.
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Cuadro 2. Valores de %Emax, CEso, y/o CEz del extracto hexanico en las
contracciones inducidas con carbacol, histamina y KCIl. Presentados como la
media + EEM (ug/mL).

coANGTERI\IATcETlL % Emax CEso (ng/mL) | CEao (ng/mL)
Carbacol *52.94 +2.32 N.E. 224.94 +8.85
Histamina #118.22 +6.73 | 144.01 +9.33 i
KCl +88.56 +4.72 | 303.51+8.17 i

La diferencia significativa fue obtenida por una prueba t con una *p < 0.001 respecto al control

de vehiculos correspondiente a cada evaluacion. N.E. (no especificado).
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Gréfica 3. Efecto relajante de salbutamol (10™° a 10° M) o vehiculos (®) en anillos de
traguea aislada de cobayo precontraidos con carbacol (A, 3 uM), histamina (AB, 30 uM) o
KCI (JC, 30 mM). Cada punto representa el promedio + EEM de seis observaciones la

diferencia fue obtenida por una pruebat con una *p<0.05 respecto al control en cada caso.
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8.3. Evaluacion del efecto relajante de las fracciones del extracto

hexanico de hojas de Crataegus mexicana

A continuacion se prosiguio con el estudio biodirigido del extracto de hexano de
Crataegus mexicana. Para ello, fue separado mediante un fraccionamiento por
cromatografia en columna, que permitid obtener 6 fracciones. Los resultados
de las evaluaciones se presentan en la gréafica 4, como se puede apreciar las
seis fracciones produjeron una relajacion dependiente de la concentracion,
pero de ellas, destacan las fracciones F2 y la F3 por ser las mas activas. Estas
fracciones fueron obtenidas al eluir la columna con Hexano/AcOEt en
proporcién 9:1 y 7:3 respectivamente. Ambas presentaron una eficacia y
potencia similar. Sus valores de Emax y de CE3, se muestran en el cuadro 3.
Posteriormente, F2 y F3 fueron separadas en un segundo fraccionamiento. En
primer lugar, se trabaj6 con la F2, logrando obtener Unicamente 3 fracciones en
cantidad suficiente para las evaluaciones biolégicas. Desafortunadamente, la
actividad relajante de dichas fracciones fue menor al 20%, lo que indica que
disminuye la actividad de F2 al ser fraccionada (Gréfica 5).

En segundo lugar, se trabajé con la fraccion F3, de ella se obtuvieron 8
fracciones que presentaron un efecto relajante dependiente de la
concentracion. Sus valores de Emax se presentan en el cuadro 4, en el cual se
puede apreciar que la fraccion F3’, (eluida con una mezcla de Hexano/ AcOEt
9:1) mostré la mayor actividad relajante, alcanzando un 100% de relajacion,
ademas un valor de CEsp= 285.9279 + 6.2047 pg/mL.

Posteriormente, la fraccion activa F3’' se analizd a través de un estudio de
cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas (HPLC-MS),
gue muestra la separaciéon de 14 picos, que indican la presencia de al menos
14 compuestos (ver anexo ).

La caracterizacion (mediante estudios espectroscopicos y espectrométricos) de
cada uno de los compuestos se encuentra en proceso de estudio, actividad que
esta siendo realizada bajo la direccion del Dr. Benito Reyes Trejo de la

Universidad Auténoma Chapingo.
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Grafica 4. Efecto relajante de las fracciones obtenidas de la percolacién del extracto de
hexano de Crataegus mexicana (56.23-562.34 pug/mL): ¥ Fraccion Hexano, BFraccién Hexano/
AcOEt, (9:1), AFraccién Hexano/ AcOEt, (7:3), ®Fraccion Hexano/ AcOEt, (5:5), OFraccion
AcOEt, Fraccién-metanol o @ vehiculo en anillos de traquea aislada de cobayo precontraidos
con carbacol (3 uM). Cada punto representa el promedio + EEM de 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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Cuadro 3. Valores de % Emax y CEjzp de las fracciones obtenidas de la

cromatografia en columna del extracto hexanico. Presentados como la media *

EEM (ug/mL).

FRACCIONES

% Emax

CEso (ng/mL)

Control

7.72+2.45

Hexano (F1)

*21.30 £2.44

Hexano/AcOEt (9:1); (F2)

*54.37 +2.68

246.23 +6.70

Hexano/AcOEt (7:3); (F3)

*53.30 £5.25

253.00 +£5.65

Hexano/AcOEt (5:5); (F4)

*32.19 £2.24

Acetato de etilo (F5)

*24.16 £4.12

Metanol (F6)

19.11 +4.83

La diferencia significativa fue obtenida por una ANADEVA seguida de una prueba de Dunnett

con una *p < 0.050. Esto con respecto al control.
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Grafica 5. Efecto relajante de las fracciones obtenidas del fraccionamiento de F2 (100.00-
562.34 pg/mL): EFraccion-Hexano, AFraccion Hexano/ AcOEt, (9:1), ¢CFraccion Hexano/
AcOEt, (8:2) o @ vehiculo en anillos de traquea aislada de cobayo precontraidos con carbacol
(3 pM). Cada punto representa el promedio + EEM de 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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cobayo.

Cuadro 4. Valores de % Eméx y de CEso del fraccionamiento de F3.

Presentados como la media + EEM ( pg/mL).

FRACCIONES DERIVADAS

DE F3

CEso (ng/mL)

Control

26.22 +4.36

N.E.

Hexano (F1")

*50.42 £4.71

N.E.

Hexano/AcOEt (95:5); (F2 ')

*69.39 + 3.43

380.36 +12.72

Hexano/AcOEt (9:1); (F3 ')

*97.57 £ 3.82

**285.93 £6.20

Hexano/AcOEt (8:2); (F4 ")

*53.10 £ 4.02

N.E.

Hexano/AcOEt (7:3); (F5 )

*45.55 +3.22

N.E.

Hexano/AcOEt (5:5); (F6 ')

*56.51 + 3.68

N.E.

Acetato de étilo (F7 ')

29.80 +2.70

N.E.

Metanol (F8')

36.09 +3.97

N.E.

La diferencia significativa fue obtenida por una ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett con

*p<0.05 respecto al control, o mediante una prueba de t con una **p < 0.001. N.E. (no

especificado).
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8.4. Evaluacion de la participacion de receptores B.-adrenérgicos y

de canales de K “a7p

Con la finalidad de aportar informacion acerca del mecanismo de accion relajante
de la fraccion F3’ de Crataegus mexicana y determinar si su efecto relajante se
debe a que actia a través de la activacion de receptores B-adrenérgicos, se
aplicaron concentraciones crecientes de la fraccion F3’ (56.23 - 562.34 ug/mL) o
salbutamol (3.16 x 10™*° — 10°M) antes y después de exponer las preparaciones
al bloqueador B-adrenérgico: propranolol (3 uM). Los resultados correspondientes
se muestran en las graficas 6A y 6B respectivamente. En el caso de la F3' la
curva de relajacion en presencia de propranolol se desplazé significativamente
hacia la derecha, asimismo se encontr0 una diferencia en su valor de CEs
(Cuadro 5). Una situacién similar se present6 para salbutamol, ya que su efecto
relajante se inhibe por la presencia del antagonista.

Por otro lado, para determinar la participacion de los canales de K™ sensibles a
ATP, se realizaron curvas de relajacion concentracion-respuesta de F3’, en
ausencia y en presencia de un blogueador de dichos canales: glibenclamida (10
UM). En la gréfica 7, se muestran los resultados, en ellos se puede apreciar que

la glibenclamida no modifico el efecto relajante de la fraccion F3'.
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Gréfica 6. A) Evaluacion del efecto relajante de la @fraccion activa de Crataegus mexicana

en presencia de propranolol, y CIfraccion activa en ausencia de propranolol. B) Efecto relajante

de @salbutamol en ausencia de propranolol y, Asalbutamol en presencia de propranolol.Cada

punto representa el promedio *

EEM de seis observaciones. La diferencia significativa fue

obtenida por una prueba t de student, con una *p<0.05 respecto al control en cada caso.
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cobayo.

Cuadro 5. Valores de % Emax y de CEsp de F3' en ausencia y presencia de

propranolol. Presentados como la media + EEM ( pg/mL).

CEso (ng/mL)

En ausencia de
102.69 +3.75

propranolol

278.23 +8.70

En presencia de
*121.03 £3.99
Propranolol

*229.88 +9.06

La diferencia significativa fue obtenida por una prueba det con una p < 0.001.
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Grafica 7. Evaluacion del efecto relajante del la fracciéon activa de Crataegus mexicana en
Clpresencia y Aausencia de glibenclamida (10 pM). Cada punto representa el promedio *

EEM de seis observaciones.

46



Evaluacion de la actividad relajante de Crataegus mexicana en anillos de traquea aislada de
cobayo.

IX. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que las hojas de Crataegus mexicana
producen un efecto relajante en el musculo liso traqueal de cobayo, lo que
sustenta farmacoldgicamente su amplio uso en la medicina tradicional

mexicana en el tratamiento de padecimientos respiratorios.

9.1. Evaluacion del efecto relajante de los extractos y fracciones de

Crataegus mexicana

Como se puede apreciar en la grafica 1, los tres extractos preparados con las
hojas de la planta relajaron las preparaciones traqueales. El extracto obtenido
con hexano presentd mayor actividad respecto a los obtenidos con metanol y
diclorometano. Por lo tanto, se seleccioné al extracto de hexano para ser
sometido a un fraccionamiento con la finalidad de obtener al o los compuestos
activos, lo que permitio identificar dos fracciones activas, una obtenida con
hexano/AcOEt (9:1) y otra con hexano/AcOEt (7:3), ambas presentaron una
eficacia y potencia similar (Grafica 4) lo cual sugiere que el efecto relajante del
extracto de hexano se debe a la participacion de mas de un compuesto.
Posteriormente, ambas fracciones se sometieron a un segundo
fraccionamiento. Las fracciones derivadas de F2 (hexano/AcOEt, 9:1),
presentaron una relajacion menor al 20%, lo que significa que al separar los
compuestos presentes en la F2 (Grafica 5), se disminuye su actividad. Lo
anterior, permite suponer que los compuestos de F2, actian de manera
sinergista, hecho que les permite relajar de manera conjunta hasta un 54.37 +
2.69 % (Gréfica 4)

En el caso de la fraccion F3 (hexano/AcOEt, 7:3), las ocho fracciones que se
obtuvieron relajaron de manera dependiente de la concentracion, y de ellas, la
F3’ resulté la de mayor actividad alcanzando un 97.57 = 3.82% de maxima
relajacion con una CEso= 285.9279 + 6.2047 ug/mL, (Cuadro 4). Dichos valores
indican que F3’' es mas potente y eficaz, que la fraccion F3 (53.30% de
relajacion con CEgzp= 253.00 £ 5.65) y el extracto hexanico (52.94 + 2.32% de

relajacion con CEgzp = 224.94 + 8.85) de la cudl deriva.
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A través de un estudio de cromatografia de liquidos acoplado a masas (HPLC-
MS), se observa una mezcla compleja, en la cual se observa la separacién de
14 picos que sugieren la presencia de al menos 14 compuestos, es importante
sefalar que dada la complejidad de F3’, se requiere de mayor trabajo de
separacion que permita la identificacion inequivoca y correcta de los
constituyentes bioactivos, que contribuyen al efecto relajante del musculo liso
de traquea de cobayo. Los resultados descritos en el presente trabajo,
proporcionan un punto de partida para investigaciones adicionales de
sustancias naturales relajantes que estan presentes en el extracto de hojas de

Crataegus mexicana.

9.2. Evaluacion del efecto relajante del extracto de hexano de
Crataegus mexicana sobre las precontracciones inducidas por
carbacol, histamina y KCI

El extracto hexanico de hojas de Crataegus mexicana, relajo las contracciones
inducidas con tres diferentes agonistas: carbacol, histamina y KCI (Grafica 2).
Sin embargo, presenté mayor eficacia y potencia en las precontracciones
inducidas con histamina (Emax= 118.22 + 6.73, CEso= 144.0123 + 9.3252
pg/mL), en comparacion con las inducidas con KCIl (Emax= 88.56 + 4.72, CEso=
303.5053 + 8.1715 ug/mL) y carbacol (Emax= 52.94 + 2.32, CE3= 224.94 +
8.85ug/mL) , lo cudl sugiere que el efecto relajante del extracto hexanico,
puede deberse a una accion antagonista sobre los receptores colinérgicos,
histaminérgicos, y/o un bloqueo de los canales de Ca'". Esto ultimo,
considerando que la pre-contraccion inducida con histamina y KCI, se debe
principalmente al incremento en el flujo de calcio extracelular, a través de la
apertura de los canales de calcio voltaje dependientes (Ca*'y) (Campos-
Bedolla et al., 2005; Mustafa et al., 2008).

El Ca™ es importante para la regulaciéon del tono del MLA, ya que el incremento
en su concentraciéon intracelular, facilita la formacion de complejos calcio-
calmodulina, que a la vez activan a las enzimas MLCK, encargadas de
fosforilar a las cadenas de miosina, las cuales interactian con actina y

finalmente desencadenan el proceso contractil (Janssen y Killian, 2006).
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9.3. Evaluacion de la participacion de receptores B-adrenérgicos y

de canales de K “a7p

Se ha establecido que la activacion de los receptores [-adrenérgicos,
incrementa los niveles de AMPc, segundo mensajero que inicia mecanismos
intracelulares relacionados en los procesos de relajacion del MLA (Hall, 2000),
por lo que resultaba interesante determinar, si la fraccion F3' de Crataegus
mexicana, actuaba a través de la activacion de dichos receptores adrenérgicos,
para ello se realizaron evaluaciones de F3', en ausencia y en presencia de
propranolol (antagonista de los receptores B adrenérgicos, 3 x 10° M), en las
cudles encontrd una diferencia significativa en los valores de CEsg entre ambas
curvas, como se puede ver en el cuadro 5. Dichos resultados, sugieren una
ligera participacion de los receptores [(-adrenérgicos, en el mecanismo de
accion relajante de la fraccion F3'.

Como farmaco de referencia se utilizO salbutamol, y en presencia de
propranolol se inhibié practicamente y en su totalidad el efecto relajante del

salbutamol (Gréfica 6B).

El paso siguiente fue explorar otras posibilidades de accién relajante. Se sabe
que en el masculo liso de vias aéreas, el mecanismo de relajacion involucra la
apertura de canales de K*atp (Thirstrup et al., 1997). Por lo que para determinar
su participacion en el mecanismo de relajacion de F3’, se realizaron curvas
concentracion-respuesta relajante de F3' en ausencia y en presencia de
glibenclamida (10 uM) (Bloqueador de los canales de potasio), en las cuales no
se observd modificacion alguna (Grafica 7), con ello, se descartdo la

participacion de estos canales en su mecanismo de accion.
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X.

CONCLUSIONES

Las conclusiones que se desprenden del presente trabajo son:

Se demostré que las hojas de Crataegus mexicana (tejocote), presentan
actividad relajante, en el modelo de anillos de trdquea aislada de

cobayo.

A través de un estudio biodirigido se obtuvo una fraccion activa F3’, que
al ser analizada por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria
de masas, muestra la separaciéon de 14 picos, lo que indica la presencia

de al menos 14 compuestos.

El extracto hexanico relaja las precontracciones inducidas con histamina
y KCI, lo que sugiere un posible efecto antagonista de los receptores a
histamina, asi como un bloqueo de los canales Ca*, en el mecanismo

de relajacion de dicho extracto.

Se observd una ligera participacion de los receptores B, adrenérgicos en

el mecanismo de accioén de la fraccion F3'.

Se descarto la activacion de canales de K'atp en el efecto relajante de la

fraccion activa de Crataegus mexicana.
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XI.

PERSPECTIVAS

Realizar estudios de toxicidad.

Separar y caracterizar el o los compuestos responsables de la
actividad relajante de la fraccion activa F3' de Crataegus

mexicana.

Evaluar otros posibles mecanismos de accion relajante del o de

los compuestos activos.

Evaluar el o los compuestos activos en un modelo de asma.
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Estudio de cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas

(HPLC-MS) de la fraccion F3'de hojas de Crataegus mexicana.

Con respecto a la fraccién activa F3' obtenida de las hojas de tejocote
(Crataegus mexicana) y cuyo efecto relajante en musculo liso de traquea de
cobayo fue demostrado, en un estudio de cromatografia de liquidos acoplado a
espectrometria de masas (HPLC-MS), se observo la separacién de 14 picos, lo
gue indica que al menos 14 compuestos se encuentran presentes en dicha

fraccion (Figura 1).

Compound Mass Spectrum List Report
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Figura 1. Gréfica de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS) de la fraccién con actividad relajante F3' en musculo liso de traquea de cobayo obtenida

de Crataegus mexicana.

El registro de los espectros de masas de los compuestos contenidos en la
fraccion obtenida de Crataegus mexicana con actividad relajante F3' en
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musculo liso de trdquea de cobayo, se detectd en algunas de ellas el ion
molecular (M) y los datos de M+1 y 2M+1. Por ejemplo, para los compuestos 3,
4 y 5 del cromatograma (Figura 2) se observa el ion molecular M en m/z 472
que se asocia a la formula molecular C3yH4304, asimismo se observa el dato
del fragmento m/z 945 (2M+1). En las figuras 3 y 4 se observan los espectros

de masas de los demas compuestos en los cuales no se puede identificar el ion

molecular M.
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Figura 2. Espectros de masas donde se observan el i6n molecular M*, M+1 y 2M+1,
correspondientes a m/z 472, 473 y 945 (Compuestos 3, 4 y 5); ademas de los fragmentos m/z
488, 489 y 977 (compuesto 12) de la fraccidon con actividad relajante F3' en musculo liso de
traquea de cobayo, obtenida de Crataegus mexicana.
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Figura 3. Espectros de masas de los compuestos 1, 2,6y 7.
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Figura 4 . Espectros de masas de los compuestos 8,9, 10y 11.
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