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1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de diferentes patologias ha sido
ampliamente difundido alrededor de todo el mundo, debido a que es una

alternativa econdmica, efectiva y de facil acceso.

Las plantas medicinales son un recurso terapéutico por excelencia de la medicina
tradicional, la cual abarca una amplia variedad de terapias y practicas que varian
entre paises y regiones (The WHO, 2002). En México existe una gran diversidad de
plantas medicinales con cerca de 7,000 especies utiles de un total de casi 22,000

especies de plantas con flores (Martinez-Moreno y cols, 2006).

En general se considera que los extractos de plantas medicinales son seguros (o
inofensivos) porque se obtienen de la naturaleza (Canales-Martinez y cols, 2006);
sin embargo esto no siempre es cierto, ya que sus efectos pueden ser muy
variables e incluso producir efectos tdxicos. Ademads, se sabe que el efecto
terapéutico de muchas plantas medicinales no ha sido comprobado
cientificamente, ya que en muchas ocasiones se les atribuye cierta actividad
terapéutica con base en sus usos tradicionales, cuando pueden no producir ningln
efecto terapéutico, incluso producir efectos tdéxicos que pueden poner en riesgo la
salud de los pacientes, lo que hace necesario un estudio cientifico que compruebe

la actividad farmacoldgica de los extractos (Carballo y cols, 2005).

El Agastache mexicana es una planta medicinal muy popular en México que ha
sido utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de diversos
padecimientos gastrointestinales, cardiovasculares y nerviosos (Santillan-Ramirez
y cols, 2008; Molina-Hernandez y cols, 2000). Se conocen dos subespecies de la
Agastache mexicana, la ssp. mexicana; y la ssp. xolocotziana, conocidos en la
medicina tradicional como “toronjil morado” y “toronjil blanco”, respectivamente,

por el color de sus flores.




A pesar del amplio uso en la medicina tradicional que se hace de esta especie
para padecimientos gastrointestinales, no existen estudios cientificos que
corroboren su actividad terapéutica. En el presente proyecto se propone evaluar la
actividad antiespasmddica y antidiarreica del extracto metandlico de A.mexicana

ssp. xolocotziana (toronjil blanco).




2. MARCO TEORICO

2.1 Plantas medicinales

Las plantas medicinales juegan un papel clave en el mantenimiento de la salud
de la poblacion de la mayor parte del mundo. Se estima que se utilizan unas
10,000 especies vegetales con este proposito (Dellacassa, 2005). De acuerdo a la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) mas del 80% de la poblacién mundial usa
preparaciones botanicas para el tratamiento de algunos padecimientos (Mukherjee
y cols, 2006).

El uso de plantas medicinales es una alternativa muy utilizada en poblaciones de
bajos recursos; se pueden utilizar como compuestos puros obtenidos de extractos,
infusiones, tinturas, partes de las plantas cortadas o pulverizadas, etc.; todos ellos
con poca informacion cientifica acerca de su efectividad clinica y efectos

farmacoldgicos (Dellacassa, 2005).

En México, la venta de plantas medicinales no esta regulada, ya que se realiza
libremente en los mercados, sin exigir que el producto se someta a algun tipo de
analisis que por lo menos asegure la autenticidad de la planta. De acuerdo con el
informe de la OMS de 2002, 60% de la poblacién mexicana utiliza plantas

medicinales (THE WHO, 2002) para el tratamiento de diversos padecimientos.

Entre las plantas medicinales utilizadas en México se encuentra el Agastache
mexicana (toronjil), el cual es utilizado en la medicina tradicional para tratar la
ansiedad, el insomnio, trastornos cardiovasculares, reumatismo, dolor de
estomago y afecciones gastrointestinales. (Linares y cols, 1988; Argueta y cols,
1994). También se utiliza en enfermedades culturales conocidas como “empacho”,

“susto” y "mal de o0jo” (Argueta y cols, 1994).

—
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2.1.1 Agastache mexicana ssp. xolocotziana
2.1.1.1 Botanica

El género Agastache, pertenece a la familia Lamiaceae, y estd conformado por
cerca de 22 especies, entre las cuales se encuentra la Agastache mexicana. De
ésta, se han identificado dos subespecies: Agastache mexicana ssp. mexicana; y
ssp. xolocotziana, también conocidas por el color de sus flores como “toronjil
morado” y * toronjil blanco”, respectivamente (Bye y cols, 1987; Cortes-Zamora y
cols, 2010).

El género Agastache es una hierba perenne de 40 a 60 cm (aunque algunos
casos la reportan hasta de 1.5 m de altura) muy aromatica al estrujarse (Santiago
y cols, 2005). Las hojas son de forma ovado-lanceolada, de 4.4 a 6.3 cm de largo
y 2.1 a 2.5 cm de ancho en la ssp. mexicana, mientras que la xolocotziana tiene
4.6 a6.2cmdelargoy 1.7 a 3 cm de ancho (Santillan-Ramirez, 2008). Las flores
nacen en la parte superior, junto con unas pequefias ramas que salen en la parte
alta del vastago, brotan en racimos o verticilos florales (Figura 1) (Santiago y cols,
2005).

2.1.1.2 Distribucion

La A. mexicana ssp. xolocotziana crece en climas templados sub-humedos,
templados humedos y semicalidos (Chavez, 1986). Se distribuye principalmente al
centro de la Republica Mexicana, localizandose en los siguientes estados: Hidalgo,
Estado de México, Morelos, Puebla, Veracruz y Distrito Federal (Cortes-Zamora y
cols, 2010).

—
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Figura 1. Agastache mexicana ssp. xolocotziana (toronjil blanco).

2.1.1.3Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos sintetizados por las
plantas para realizar determinadas funciones. Algunas especies de la familia
Lamiaceae tienen importancia econdmica por su contenido de aceites esenciales,
los cuales son utilizados en la elaboracidn de perfumes, licores, cosméticos,
detergentes, etc. Otros poseen propiedades medicinales y son recomendados en el
tratamiento de problemas digestivos, afecciones hepaticas, afecciones urinarias,
antiespasmaddicos, etc. (Simmonds, 2001). En general, los estudios de la
composicion de aceites esenciales de diversas plantas han revelado la presencia de
un gran numero de metabolitos secundarios, siendo los mas frecuentes los

monoterpenos.

—
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El andlisis quimico de A.mexicana ssp. xolocotziana ha mostrado que los
compuestos identificados como mas abundantes del extracto metandlico son
acacetina y (2-acetil)-7-O-glucosil-acacetina. Ademas, un analisis por
cromatografia de gases y espectrofotometria de masas mostraron que la pulegona,
limoneno, mentona e isopulegona son los principales componentes del aceite

esencial (Figura 2) (Estrada-Reyes y cols, 2004).

CH
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Figura 2.Algunos componentes quimicos de A. mexicana ssp. xolocotziana.

2.1.1.4 Usos medicinales

En la medicina tradicional mexicana, la infusidon de toda la planta de A.mexicana
ssp. xolocotziana se utiliza como eupéptico, antiespasmaddico, antidepresivo y para
controlar los nervios; las flores se emplean para tratar la tos; y las hojas, contra
picaduras de alacranes (Galindo, 1982). Puede ser hervido hasta que el agua
pinte, con o sin azlcar, sélo o mezclado con otras plantas como: el toronjil morado
(Agastache mexicana ssp. mexicana), hinojo/anojo (Foeniculum vulgare Mill.), tila
(Ternstroemia pringlei (Rose) Standl.), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) o

rosa de Castilla (Rosa centifolia L.) (Santillan-Ramirez y cols, 2008).




Existen diversos reportes del uso de esta planta medicinal que sefialan su posible
utilidad en el tratamiento de diversos padecimientos. Gregorio Lopez en el siglo
XVII relata que las hojas bebidas con vino y aplicadas como emplasto se usan
contra picaduras de alacran ya que mitigan el dolor y son utiles al estémago
(Hernandez, 1942); Alfonso Herrera describe el efecto antiespasmadico del toronjil
mexicano (A. mexicana), Luis Cabrera cita que es antirreumatico, diaforético,
digitalico, eupéptico; y la Sociedad Farmacéutica de México en el siglo XIX reporta
y acepta oficialmente su efectividad como antiespasméddico, diaforético,

estimulante y eupéptico (Herrera, 1921).

La dos subespecies de Agastache mexicana en combinacién con Dracocephalum

|II

moldavica, conocido popularmente como “toronjil azul” o “toronjil chino”, son
conocidos popularmente como los “tres toronjiles” y son utilizados en la medicina
tradicional para curar el “espanto” y “susto” (Linares, 1988). Entre mixes,
zapotecas y totonacas se le utiliza para “mal de 0jo”, dolor intestinal, empacho,

cOlicos menstruales, insomnio y contra la diarrea (Cano, 1997).

Estudios farmacoldgicos recientes han demostrado el efecto antinociceptivo del
extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana en un modelo de dolor
visceral en ratones (modelo de Writhing) (Gonzalez-Trujano y cols, 2012 ). Estos
estudios sustentan en parte su uso en la medicina tradicional para el alivio del
dolor visceral; sin embargo, no se ha determinado si este efecto antinociceptivo se
debe a un efecto inhibitorio sobre los espasmos intestinales, los cuales son

ocasionados por una alteracién sobre la motilidad intestinal.




2.2 Motilidad gastrointestinal y SNE

La motilidad gastrointestinal se produce por la contraccién y relajacién de las
paredes intestinales con el propdsito de favorecer el paso del contenido alimenticio
y la absorcién adecuada de nutrientes (Mazzone y cols, 2007). Esta se debe a la
interaccién especializada de varios elementos como el sistema nervioso entérico

(SNE) y las capas de musculo liso (Romero-Trujillo, 2012).
2.2.1 Sistema Nervioso Entérico

El SNE es un complejo sistema de neuronas y células de sostén capaces de
generar informacién, integrarla y producir una respuesta. Es una subdivisién del
sistema nervioso auténomo que se encarga de controlar directamente el aparato
digestivo. Esta constituido aproximadamente de 80 a 100 millones de neuronas,
que son una milésima parte de las que existen en el cerebro, pero mayor cantidad
gue las que hay en la médula espinal (Mazzone y cols, 2007). Ademas, es un
sistema complejo, que consiste en una red neuronal capaz de actuar
independientemente del sistema nervioso central, de recordar, aprender, etc.; por

lo que algunos autores lo llaman el "segundo cerebro" (Mayer, 2011).

El SNE proviene de las células de la cresta neural y da origen a dos plexos
nerviosos (mientérico y submucoso) que se encuentran distribuidos en ganglios a
lo largo de todo el tracto gastrointestinal (Figura 3). En el plexo mientérico,
también conocido como de Auerbach, se encuentra entre las capas del musculo
circular y longitudinal, y su principal funcién es coordinar la motilidad intestinal
(Navarro, 2002; Mazzone y cols, 2007; Mayer, 2011; Romero-Trujillo, 2012). El
plexo submucoso, también conocido como de Meissner, se encuentra entre la capa
interna del musculo circular y la submucosa; esta mas desarrollado en el intestino
delgado y colon, y su principal funcion es regular la secrecién de sustancias hacia

la mucosa (Romero-Trujillo, 2012) (Figura 4).




Esdfago

Estomago
\
Plexo
Plexo Mientérico
Submucoso

Intestino
delgado

Intestino
grueso

Figura 3. Distribucidon de los dos plexos nerviosos (mientérico y submucoso) a lo largo

del tracto gastrointestinal.

La motilidad intestinal depende de la integridad del SNE y consiste en una serie
de movimientos de contraccion y relajacion de los musculos longitudinal y circular
del intestino. Estas acciones son coordinadas por las neuronas intrinsecas del
plexo mientérico con el propdsito de producir la propulsion del fluido y/o contenido
alimenticio en direccion anal. Esta funcion se debe a la interaccién entre las
neuronas del sistema nervioso entérico (SNE), las células del musculo liso y la

mucosa intestinal (Romero-Trujillo, 2012).




\\ Capa muscular
muscular

Submucosa

8| Capa muscular
i longitudinal

Figura 4. Representacion esquematica de un corte transversal del intestino. Las

neuronas del Sistema Nervioso Entérico se encuentran organizadas en ganglios

nerviosos (verde) y agrupadas en dos plexos (Romero-Trujillo, 2012).

El sistema nervioso entérico contiene diversos tipos de neuronas que pueden ser

clasificadas de acuerdo a su funcionalidad.

e En primer lugar se encuentran las neuronas aferentes intrinsecas

primarias (NAIP), las cuales responden a estimulos mecanicos y quimicos,

regulan las funciones fisioldgicas del tubo digestivo, transmitiendo Ia

informacidon a otras neuronas. Las NAIP se encuentran en ambos plexos

nerviosos y son neuronas colinérgicas (Mazzone y cols, 2007; Mayer,

2011).

e Un segundo grupo de neuronas son las Neuronas motoras. Estas inervan

las capas musculares del tubo digestivo, vasos sanguineos y glandulas. Sus

cuerpos celulares se encuentran en los ganglios mientéricos, pero puede

haber algunos en los ganglios submucosos. De acuerdo a su funcién

—
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pueden dividirse en excitatorias e inhibitorias. Los principales
neurotransmisores contenidos en las neuronas excitatorias son: acetilcolina
y taquicininas (substancia P y neuroquininas); mientras que los
neurotransmisores de las neuronas inhibitorias son la noradrenalina, el
oxido nitrico, péptido intestinal vasoactivo (PIV), acido gamma-
aminobutirico (GABA), trifosfato de adenosina (ATP) y el mondxido de
carbono (Mazzone y cols, 2007; Romero-Trujillo, 2012; Mayer, 2011).

Por ultimo se encuentran las interneuronas las cuales se clasifican en
ascendentes o descendentes, de acuerdo a la direccidon de las sefales que
emiten (oral - caudal). Se han descrito diversos tipos, siendo las
ascendentes principalmente colinérgicas, se proyectan a otras neuronas
mientéricas. Las descendentes tienen mayor complejidad neuroquimica;
también inervan el plexo submucoso. Estas tienen la funcién de integrar las
sefales recibidas por las NAIP para después transmitirlas directamente a
las heuronas motoras y de esta manera regular la motilidad gastrointestinal
(Navarro, 2002; Mazzone y cols, 2007; Mayer, 2011; Romero-Trujillo,
2012).

2.2.2 Desordenes gastrointestinales

Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de consulta

médica y también una de las primeras causas de muerte en México y en el mundo.

Por ello, se les considera un problema de salud publica a nivel mundial que afecta

a personas de cualquier edad y condicidn social, aunque los grupos mas

vulnerables son los nifios y los ancianos (Ledn-Ramirez, 2002; Hernandez-Cortez y

cols, 2011). Las manifestaciones clinicas mas destacadas de los desordenes

gastrointestinales son los espasmos que ocasionan dolor abdominal.

Entre las enfermedades del tracto gastrointestinal que se caracterizan por

espasmos intestinales se encuentra la diarrea. La diarrea es una alteracién de las
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heces en cuanto a volumen, fluidez o frecuencia en comparacién con las
condiciones fisiolégicas, que se produce por la disfuncién en el transporte de agua
y electrélitos a nivel del intestino. Como resultado de esta alteracién se produce
un aumento de la frecuencia, cantidad y volumen de las heces, asi como un
cambio en su consistencia por el incremento de agua y electrélitos contenidos en
ellas. Todo esto condiciona un riesgo, que es la deshidratacion y los trastornos del
equilibrio hidromineral (Riverdn-Corteguera, 1999) que pueden poner en riesgo la
vida, especialmente en nifnos pequenos y personas desnutridas o
inmunocomprometidas (THE WHO, 2009).

Generalmente, la diarrea es un sintoma de infeccidn gastrointestinal que puede
ser causada por una variedad de bacterias, virus y parasitos; sin embargo,
también puede ser provocada por situaciones de tensién emocional o por estados

nerviosos alterados.

El tratamiento de la diarrea va a depender de las causas que la generen. Por un
lado es necesario diagnosticar la causa que lo origind para iniciar el tratamiento
apropiado; por otro, parte importante de su tratamiento esta dirigido a aliviar los

sintomas que la acompafian y a corregir las complicaciones.

Como ya se menciond anteriormente, uno de los sintomas mas frecuentes que
acompana a la diarrea es el dolor abdominal tipo cdlico, esta manifestacién es
causada generalmente por espasmos intestinales. Los espasmos son una
alteracion sobre la motilidad intestinal que se caracterizan por la contraccidn
involuntaria y persistente del musculo liso intestinal. Estos se pueden originar por
una alteracion a nivel del sistema nervioso entérico (SNE) 6 en las células del

musculo liso (Galambos, 1954).

Los espasmos intestinales son provocados por dos mecanismos. El principal

mecanismo consiste en el desequilibrio del sistema parasimpatico y de las
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terminaciones colinérgicas en el intestino, lo cual provoca la secrecion elevada de
acetilcolina. Algunas causas que producen esto son la irritacion del tracto
intestinal; secrecién elevada de hormonas; algun padecimiento; la presencia de
agentes patdgenos o toxinas; por obstruccidon del tracto y; en varias ocasiones,

por la predisposicidon de las personas a sufrir estrés nervioso (Davis, 1988).

El segundo mecanismo consiste en la presencia de sustancias que actdan
directamente sobre el musculo liso, sin tener un efecto sobre terminaciones
colinérgicas. Esto puede ser ocasionado por algunas sustancias o toxinas que

actian a nivel de canales de calcio (Davis, 1988).
2.2.2.1 Tratamiento farmacoldgico de los espasmos intestinales

Para el tratamiento de los espasmos, existe un grupo de medicamentos Ilamados
antiespasmodicos. Estos medicamentos producen la relajacion del musculo liso
de la pared de las visceras huecas, como el intestino, la vesicula biliar, uretra y el
Utero. Existen dos tipos de antiespasmaddicos, los anticolinérgicos y los

musculotrépicos (Davis, 1988).

Los anticolinérgicos son farmacos capaces de bloquear la accion de la
acetilcolina sobre sus efectores auténomos y pueden dividirse en antagonistas
nicotinicos 'y muscarinicos. Los antagonistas nicotinicos bloquean Ia
neurotransmisién ganglionar tanto simpatica como parasimpatica, por lo que se
acompafan de importantes efectos secundarios que los incapacita para la practica
médica. La atropina y sus derivados, al bloquear de forma competitiva los
receptores muscarinicos colinérgicos, impiden la accién de la acetilcolina sobre el
musculo liso y las glandulas exocrinas, por lo que inhiben la secrecién salival y
gastrica (Florez, 2008).

Sobre la motilidad gastrointestinal, los anticolinérgicos producen una reduccién

significativa del tono muscular y de la frecuencia y amplitud de las contracciones,
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lo que se traduce en un enlentecimiento del transito intestinal. El efecto
espasmolitico ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de procesos que
supuestamente cursan con aumento de la contractilidad muscular, como el
intestino irritable. Los anticolinérgicos mas utilizados son: atropina,
butilescopolamina, metilescopolamina vy dicicloverina (Florez, 2008; Romero-
Trujillo, 2012)

El segundo tipo de antiespasmddicos es conocido como musculotrépicos, estos
son farmacos que relajan la musculatura lisa de la pared gastrointestinal por un
mecanismo directo, es decir, no mediado por receptores de transmisores
actualmente conocidos. Es posible que actlen intracelularmente, interfiriendo
alguno de los procesos moleculares necesarios para producir la contraccién
muscular. Por ello, su actividad inhibidora es amplia, sea cual fuere el estimulo
desencadenante de la contraccién o espasmo, y por consiguiente mas intensa que
la de los farmacos estrictamente anticolinérgicos. Entre estos farmacos se
encuentran la papaverina, la mebeverina, la pramiverina y la trimebutina (Lange,
2007; Florez, 2008)

Por otro lado, para el tratamiento de los espasmos intestinales inducidos
especificamente por diarrea, pueden utilizarse farmacos antidiarréicos como:
Loperamida, codeina y difenoxilato. Estos son farmacos opidceos que inhiben la
motilidad intestinal por acciéon central y periférica al interactuar sobre receptores
M, producen un aumento del tono del esfinter anal, disminucién de la motilidad y

aumento de la absorcién hidroelectrolitica. (Riverén, 1999; Florez, 2008)

Otras opciones terapéuticas para el tratamiento de los espasmos intestinales es el
uso de extractos de plantas. Basados en su empleo en la medicina tradicional,
existen estudios cientificos de plantas medicinales que desenlazan en el
descubrimiento de principios activos para la produccion de nuevos farmacos. Este

es el caso de Agastache mexicana ssp. xolocotziana, que dentro de la medicina
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tradicional se utiliza para el tratamiento de algunos desordenes gastrointestinales.
(Canales-Martinez y cols, 2006)

A falta de evidencia cientifica que corrobore el uso de Agastache mexicana ssp.
xolocotziana como antiespasmadico y antidiarreico en la medicina tradicional, se
realizd esta investigacion la cual pretende avalar el uso popular del Toronjil Blanco

para el tratamiento de los espasmos intestinales y para la disminucion de la
motilidad intestinal.

—
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3. JUSTIFICACION

Agastache mexicana ssp. xolocotziana como se menciond anteriormente, es
conocida comunmente como “toronjil blanco” y es una planta utilizada en la
medicina tradicional mexicana sola o en combinacién con otras especies para
tratar distintos padecimientos. Entre sus usos mas comunes reportan su efecto
como antidepresivo, eupéptico, antiespasmaodico, diaforético, antidiarreico y para
tratar el “espanto”, entre otros (Linares y cols, 1995; Santillan-Ramirez y cols,
2008; Gonzalez-Trujano y cols, 2012). Sin embargo, no existen suficientes
estudios cientificos que justifiquen sus diferentes efectos terapéuticos; o bien, que

expliquen su mecanismo de accion ante algun padecimiento.

Estudios farmacoldgicos recientes han demostrado el efecto antinociceptivo del
extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana en ratones sometidos a
dolor visceral (modelo de writhing 6 estiramiento abdominal) (Gonzalez-Trujano y
cols, 2012), lo que sustenta su uso en la medicina tradicional para el alivio del
dolor producido por espasmos intestinales. Sin embargo, hasta el momento no
existen reportes que muestren la actividad del extracto sobre el tejido intestinal ni

su posible efecto antidiarreico.

Por lo anterior, con este trabajo se pretende demostrar el efecto antiespasmaodico
y antidiarreico del extracto metandlico de Agastache mexicana ssp. xolocotziana.
Se dispone de diversos ensayos in vitro e in vivo para evaluar la actividad
bioldgica de extractos vegetales. Para el caso particular de la actividad
espasmolitica o antiespasmoddica, uno de los modelos mas utilizados es el ileon
aislado de cobayo in vitro; mientras que, para la evaluacién de la actividad
antidiarreica, se puede emplear el modelo de transito intestinal en ratones in vivo
(Ruiz-Salvador, 2004).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar y evaluar la actividad antiespasmoddica y antidiarreica del extracto
metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana (toronjil blanco) en modelos

experimentales.

4.2 Objetivos particulares

e Evaluar el efecto espasmolitico del extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana en el modelo de ileon aislado de cobayo pre-contraido con
cloruro de potasio.

e Evaluar el efecto espasmolitico del extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana en el modelo de ileon aislado de cobayo en la contraccion
inducida con acetilcolina.

e Evaluar el efecto espasmolitico del extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana en el modelo de ileon aislado de cobayo en la contraccién
inducida con estimulacién eléctrica.

e Analizar el posible mecanismo de accién que presenta el extracto metandlico
de A. mexicana ssp. xolocotziana en el modelo de ileon aislado de cobayo
utilizando diversos bloqueadores y antagonistas especificos.

e Evaluar el efecto antidiarreico del extracto metandlico de Agastache
mexicana ssp. xolocotziana en el modelo de motilidad intestinal en ratdn,

utilizando loperamida y atropina como farmacos de referencia.
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5. HIPOTESIS

Si en la medicina tradicional la A. mexicana ssp. xolocotziana es utilizada por su
efecto espasmolitico y antidiarreico, entonces su extracto metandlico producira un
efecto relajante sobre el ileon de cobayo y una disminucion de la motilidad

intestinal en ratones.

—

18

'



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana

El extracto utilizado para esta investigacion, fue proporcionado por la Dra. Maria
Eva Gonzélez Trujano del laboratorio de Microdialisis del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz. Para la preparacion del extracto se siguio el

siguiente procedimiento.

El material vegetal de A. mexicana ssp. xolocotziana se obtuvo de huertas
localizadas en San José Tlacotitlan, Ozumba, Edo. de México. Se prepararon
ejemplares de herbario que se identificaron por el Dr. Robert Bye y la M.C.
Edelmira Linares y una muestra se deposité el Herbario Nacional del Instituto de

Biologia (MEXU), con el numero de registro 1121.

Las flores de material colectado se separaron del resto de la planta y se secaron
a temperatura ambiente. Después del secado, las flores secas se molieron en un
molino de mano y se colocaron en un matraz para someterlas a maceracion con
metanol. El disolvente se elimino mediante evaporacién a presion reducida y el
extracto crudo libre de metanol se pesd para obtener el rendimiento final con

respecto al peso seco del material vegetal.

6.2 Animales de experimentacion

Para la evaluacién del efecto espasmolitico del extracto de la planta se utilizaron
cobayos macho de cepa Hartley, de 400 a 600 gramos, obtenidos del bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México. Los
animales se mantuvieron a una temperatura controlada de 21+2°C con una
humedad relativa de 30-80% y un ciclo de 12 horas luz/oscuridad. 24 horas antes

del experimento, se les retird el alimento manteniendo el agua ad libitum.

—
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Para la evaluacion del efecto antidiarreico del extracto de la planta se utilizaron
ratones macho cepa Taconic, de 25-30gramos, obtenidos del bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autdnoma de Meéxico. Los
animales se mantuvieron a una temperatura controlada de 21+2°C con una
humedad relativa de 30-80% y un ciclo de 12 horas luz/oscuridad. 24 horas antes

de los experimentos, se les retird el alimento manteniendo el agua ad libitum.

6.3Métodos

6.3.1 Evaluacion del efecto antiespasmoddico. Modelo de ileon aislado de

cobayo
6.3.1.1 Equipo

e Poligrafo Grass Modelo RPS7C8B
e Recirculador PolyScience Modelo 73A0AA1B
e Estimulador eléctrico S88 stimulator de GRASS

6.3.1.2 Preparacion del tejido

Los cobayos se sacrificaron por dislocacion cervical, se realizé una incision
abdominal y se extrajeron 15 cm de ileon. El segmento extraido se coloco
inmediatamente en una solucion Krebs a 37°C y con burbujeo de carbdgeno (95%
02 y 5% COz) para mantener las condiciones fisioldgicas. La solucién Krebs se
compone de NaCl [118.0 mM], NaHCO3 [25 mM], KCI [4.7 mM], MgCl> [1.2 mM],
NaH2PO4 [1.2 mM], Dextrosa [11.0 mM], CaCl, [2.5 mM] y colina [0.3 mM]. El
tejido se limpid del tejido conectivo y del bolo alimenticio que se encontraba en el
interior del mismo. Se cortaron seis anillos de 2cm cada uno y se colocaron en
camaras de organo aislado con solucién Krebs a 37°C y con burbujeo de
carbégeno (95% 0Oz y 5% CO3). Los tejidos se fijaron a un transductor de presion,

el cual se encarga de detectar la respuesta contractil y enviarla al poligrafo. Los

—
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tejidos se dejaron estabilizar durante 60 minutos con una tensién de 1 gramo y
perfusién continua. Una vez transcurrido el tiempo de estabilizacion del tejido, se
administré a cada segmento 0.2 mL de una solucién de acetilcolina (ACh) la cual
permitié tener dentro de cada camara una concentracién de [1x10> M], de esta
manera se determind la viabilidad del tejido. Los tejidos que mostraron una
contraccién cercana a los 4.5 g son los que se utilizaron en los experimentos
posteriores. Los tejidos que no cumplian con este criterio de inclusidon fueron
eliminados del estudio. Al terminar esta prueba se realizé el lavado del tejido el

cual consiste en el cambio total de solucidon Krebs.
6.3.1.3 Efecto del extracto sobre el tejido pre-contraido con KCI.

En un grupo de experimentos y tras la preparacién del tejido descrita
anteriormente, cada segmento de tejido fue contraido con 0.2 mL de una solucién
de KCI [32 mM]. Se espero a que el tejido alcanzara una meseta maxima estable
gue perdurara como minimo 5 min. Una vez alcanzada la contraccién estable del
tejido, se adiciond a cada camara una concentracién del extracto metandlico de A.
mexicana ssp. xolocotzianapara determinar su efecto sobre el tejido pre contraido.
Las concentraciones del extracto que se evaluaron fueron 10, 31.6, 100, 178 y
316 pg/mL. El tejido se lavd dos veces después de la adicion de cada
concentracion del extracto. Después de lavar el tejido y antes de contraer
nuevamente el tejido con KClI, el tejido se dejé reposar entre 15 y 20 minutos, con
perfusién constante hasta que recuperd su actividad basal y se repitido el
procedimiento para cada concentracidon (Moazedi y cols, 2007; Fatehi y cols, 2004;

Ventura-Martinez y cols, 2011).

El porcentaje del efecto relajante de cada concentracion del extracto sobre el

tejido pre-contraido con KCI se calculd con la siguiente formula:

g de tensién tras la administracion del extracto x 100

% de Relajacion =
% de Relajacion g de tension del tejido pre — contraido con KCl [32mM ]

21

—
| —



6.3.1.4 Efecto del extracto en el tejido estimulado quimicamente con
acetilcolina

En otro grupo de experimentos, y tras la preparacién del tejido descrita
inicialmente, se realizd una curva concentracion respuesta acumulativa de
acetilcolina [1x1072-1x10>M]. Al terminar la curva se lavo el tejido y se dejo
estabilizar durante 20 min. Posteriormente, se administrd6 en cada camara una
concentracion del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana y se dejo
incubar el tejido por 10 minutos. Después, se corrieron las curvas acumulativas de
ACh en presencia del extracto para evaluar su efecto sobre la contraccién inducida
por ACh. Las concentraciones del extracto que se evaluaron fueron 10, 31.6, 100y
316 pg/mL. El tejido se lavd dos veces después de la adicibn de cada
concentracion del extracto. Después de lavar el tejido y antes de incubar
nuevamente el tejido con la siguiente concentracidon del extracto, el tejido se dejo
reposar entre 15 y 20 minutos, con perfusidon constante hasta que recuperd su

actividad basal y se repitié el procedimiento.

La respuesta maxima obtenida con la concentracion de ACh de 1x10°M en la
curva control, se consideré como el 100% del efecto contractil, y en base a este
valor, se obtuvieron los porcentajes del efecto contractil producido en las curvas
en presencia del extracto [10, 31.6, 100, 316 pg/ml] (Ventura-Martinez y cols,
2011; Cechinel-Filho, 2007; Sanchez-Mendoza, 2007). Dicho efecto se calculd de

la siguiente manera:

g de tension tras la administracion del extracto x 100

% de Contraccién = — - —
g de tensién obtenidos por ACh 1x10™> M en la curva control
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6.3.1.5 Efecto del extracto sobre la contraccion inducida por
estimulacion eléctrica

En un tercer grupo de experimentos, tras la preparacion del tejido, descrita
inicialmente, cada segmento se estimuld eléctricamente a una intensidad de 14
volts, una frecuencia de 0.3 Hz y una duracién de 3 ms, utilizando un estimulador
(S88 stimulator de GRASS). Al obtener la contraccion maxima de cada tejido bajo
estimulacién eléctrica, se administrd la concentracion correspondiente del extracto
metandlico y se dejo incubar por 10 minutos. Las concentraciones del extracto que
se evaluaron fueron 10, 31.6, 100 y 316 pg/mL. El tejido se lavé después de la
adicion de cada concentracidon del extracto. Después de lavar el tejido y antes de
estimularlo eléctricamente, el tejido se dejo en reposar entre 15 y 20 minutos, con
perfusion constante hasta que recuperé su actividad basal y se repitio el

procedimiento con la siguiente concentracion del extracto (Abalo y cols, 2000).

La respuesta maxima obtenida a la estimulacion eléctrica con 14 V, 0.3Hz y 3ms
sin tratamiento se consideré como el 100% del efecto contractil, y en base a este
valor, se calculd el porcentaje de contraccién inducida con estimulacién eléctrica
(EE) en presencia de las diferentes concentraciones del extracto (Ventura-Martinez
y cols, 2011; Cechinel-Filho, 2007; Sanchez-Mendoza, 2007). Dicho efecto se

calculé de la siguiente manera:

g de tension tras la administracion del extracto x 100

% de Contracciéon = — -
g de tension obtenidos por EE a 14V en la curva control

6.3.1.6 Determinacion del posible mecanismo de accion del efecto
espasmolitico de A .mexicana ssp. xolocotziana

Para tratar de averiguar el mecanismo involucrado en el efecto espasmolitico del

extracto se utilizé el procedimiento del tejido pre-contraido con KCI, utilizando
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diferentes bloqueadores y antagonistas de las principales vias encargadas de la
contracciéon y relajacion del musculo liso. Para esto, en otro grupo de
experimentos se procedid a pre contraer el tejido con KCl y, antes de administrar
la concentracion del extracto a evaluar, se incubd el tejido con el bloqueador o
antagonista a evaluar, con las concentraciones y tiempos que se mencionan a

continuacion:

a) Hexametonio [0.5 mM] por 10 min.
b) Indometacina [1 pM] por 15 min.
c) L-NAME [100 uM] por 20 min.

Trascurrido el tiempo correspondiente, se adiciond la concentracion de 100 ug/ml
del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana y se evalud su efecto
sobre el tejido pre contraido en la presencia de diversos compuestos (Ventura-

Martinez y cols, 2011).

6.3.2 Evaluacion del efecto antidiarreico. Modelo de motilidad

intestinal en ratén

Se formaron 3 grupos de 6 ratones cada uno. Al grupo uno se le administro
vehiculo; al grupo 2 Loperamida (5mg/kg) (Vitali y cols, 2006) y a los grupos 3, 4,
5y 6 las dosis de 31.6, 100, 316 y 560 mg/kg del extracto metandlico de A.
mexicana ssp. xolocotziana, un grupo por dosis. Todos los tratamientos se
administraron por via intraperitoneal excepto en Loperamida, la cual se administré

via oral.

Quince minutos después de la administracidon del tratamiento correspondiente, a
todos los grupos experimentales se les administré 0.2ml/10g de una suspension
de 5% de carbdn activado en una suspension acuosa de goma arabiga al 10%.
(Mujumdar y cols, 2000). Veinte minutos después, los animales se sacrificaron por

dislocacion cervical y se extrajo cuidadosamente el tracto gastrointestinal de cada
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animal desde el piloro hasta el ciego. Se determind el recorrido que realizé el
carbon activado en cada grupo experimental midiendo la distancia desde el piloro
hasta la parte delantera del carbén (A), y la longitud total del intestino delgado
(B). Se calculé la motilidad intestinal de cada raton, la cual se expresara como un

porcentaje: (Mujumdar y cols, 2000; Kimura y cols, 2011; Gagnon y cols, 2011).

A
% de Motilidad intestinal = B x 100

6.4 Analisis de datos

En todos los casos los datos se expresaron como la media = error estandar
(E.E.).

Tanto en los datos de tejido pre-contraido con KCI como en los obtenidos con
estimulacién eléctrica, se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) seguido por una
prueba de Dunnett para determinar la diferencia entre los tratamientos vy
comparar el efecto de las concentraciones del extracto con respecto al control;
mientras que en el caso del tejido estimulado quimicamente con ACh, se aplico un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido por una prueba Bonferroni. En

ambos casos un valor de p< 0.05 fue considerado significativo.

En la prueba de motilidad intestinal, a los datos se les aplicé un andlisis de
varianza (ANOVA) seguido por una prueba de Dunnett. Un valor de p< 0.05 fue

considerado como una diferencia estadisticamente significativa.

El analisis estadistico en todos los casos se realizd6 mediante el programa

GraphPad InStat version 5.0 para Windows.
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7. RESULTADOS

7.1 MODELO DE ILEON AISLADO DE COBAYO.

Determinacion del efecto antiespasmaddico del extracto metandlico

de A. mexicana ssp. xolocotziana.

7.1.1 Efecto del extracto sobre la contraccion inducida por ACh

%de contraccion ACh [1x10°M]

100 -

75 -

50 -

25 -

*® > o « O

Control

10 pg/mL
31.6 pg/m.. A
100 pg/mL

316 pg/mL
Papaverina 30mM

Figura 5. Curvas concentracion respuesta de ACh en ausencia y presencia de varias

concentraciones del extracto MeOH de A. mexicana ssp. xolocotziana en ileon de cobayo.

Se utilizé como control positivo la papaverina (30 mM). Los resultados se muestran en %

de contraccion. Cada punto representa la media + E.E. (n=6). *p<0.05, ANOVA de dos

vias, Bonferroni.
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En la Figura 5 se muestran las curvas concentracién respuesta acumulativas de
ACh [1x10° - 1x10> M] en ausencia y presencia de distintas concentraciones de
extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana [10, 31.6, 100 y 316 pg/mL]
y papaverina [30 mM]. El eje de las abscisas representa la concentracién de la
ACh en escala logaritmica; mientras que, el eje de las ordenadas representa el
porcentaje de contraccion inducido por ACh, calculado a partir de la respuesta

maxima de ACh en la curva control.

Los resultados muestran que el extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana reduce de manera concentracién dependiente la contraccidon inducida
por ACh en el ileon de cobayo. También la papaverina, que es un relajante del
musculo liso utilizada cominmente como control positivo, disminuyo la contraccion
inducida por la ACh hasta un 77.15 %, comprobando la capacidad del tejido para

inhibir el efecto contractil de la ACh.

Sélo las concentraciones a partir de 31.6 ug/ml del extracto disminuyen de
manera significativa la contraccién inducida por ACh a partir de la concentracion
de 1x107 M. Por otro lado, a concentraciones menores del extracto (10 pg/mL)
este efecto inhibitorio sobre la contraccion con ACh fue evidente a partir de la
concentracion de 1x10® M. Estos datos fueron obtenidos por un analisis de

varianza (ANOVA) de dos vias seguido por una prueba Bonferroni.

Para determinar el comportamiento del efecto contractili de la ACh y su
modificacion en presencia del extracto se obtuvieron las areas bajo la curva (ABC)
de las curvas dosis respuesta a ACh con los diferentes tratamientos. Este analisis
mostrd que todas las concentraciones del extracto disminuyeron significativamente
la contraccién inducida por ACh (Cuadro 1). Por otro lado, la papaverina, utilizada
como control positivo, fue capaz de inhibir casi completamente la contraccién
inducida por la ACh (Figura 5 y Cuadro 1) mostrando la capacidad de relajacién del

tejido bajo estas condiciones experimentales. El efecto inhibitorio maximo del
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extracto sobre la contraccién inducida por la ACh se alcanzd a la dosis de 100
ug/mL; sin embargo, esta concentracién del extracto no alcanzé el efecto

producido por la papaverina bajo estas condiciones experimentales.

Cuadro 1. Area bajo la curva (ABC) del efecto contractil de la ACh [1x10-9 - 1x10-5 M]

en presencia de extracto MeOH de A. mexicana ssp. xolocotziana y Papaverina en el ileon
de cobayo.

Tratamiento ABC del efecto contractil
Control 190.08 = 9.15
Extracto MeOH 10 pg/mL 153.52 £ 12.72*
Extracto MeOH 31.6 ug/mL 107.54 + 3.83*
Extracto MeOH 100 pg/mL 71.78 £ 11.86%*
Extracto MeOH 316 ug/mL 71.34 £ 9.17%*
Papaverina 30mM 22.48 £ 3.32*

*ANOVA seguida de una prueba de Dunett (p<0.05)

Cuadro 2. Concentracidon Efectiva 50 (CE50) del efecto contractil inducido por

ACh en presencia del extracto MeOH de A. mexicana ssp. xolocotziana en el ileon
de cobayo.

Tratamiento CE50 de ACh (M)
Control 3.5+ 1.7 x 10-7
Extracto MeOH 10 pg/mL 4.3 +1.1x10-7
Extracto MeOH 31.6 pg/mL 10.7 £ 1.5 x 10-7 *
Extracto MeOH 100 pg/mL 36.4 £ 10.5 x 10-7 *
Extracto MeOH 316 ug/mL 55.0 £ 1.8 x 10-7 *

*ANOVA seguida de una prueba de Dunett (p<0.05)
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Como se puede observar en la Figura 5, las curvas concentracidon respuesta a la
ACh se desplazan a la derecha en presencia de las diferentes concentraciones del
extracto, por lo que se realizd el analisis de los valores de la concentracidn
Efectiva 50 (CEso) de las CCR. Este analisis sefiala que existe una diferencia
significativa en las CEso de la ACh en presencia de 31.6, 100 y 316 ug/mL del
extracto en comparacion con el control (ANOVA, seguida de una prueba de Dunett,
p<0.05).

7.1.2 Efecto del extracto sobre el tejido precontraido con KCI.
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Figura 6. Curva concentracion respuesta del efecto relajante del extracto
metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana en el ileon de cobayo precontraido con
KCI [32 mM]. Cada punto representa la media *EE. (n=6). *p<0.05, ANOVA,
Dunnett.
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Como se menciond en el protocolo experimental, también se evalud el efecto del
extracto sobre el tejido precontraido con KCl (32 mM). Los resultados de estos
experimentos se muestran en la figura 6, en donde en el eje de las abscisas
tenemos la concentracion del extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana en escala logaritmica; y, en el eje de las ordenadas, el porcentaje de
relajacién producido por las diferentes concentraciones del extracto en el ileon de

cobayo precontraido con KCI [32 mM].

Como se muestra en la figura 6, el extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana produce una relajacidn concentracion dependiente del tejido
precontraido con KCI. Las concentraciones del extracto [31.6, 100 y 178 pg/mL]
muestran una diferencia significativa en el efecto relajante en comparacién con el
vehiculo (Cuadro 3). Asi mismo, la papaverina (30 mM) mostré el maximo efecto
relajante sobre el tejido bajo estas condiciones experimentales (Fig. 6 y Cuadro
3).

Cuadro 3. Efecto relajante del extracto MeOH de A. mexicana ssp. xolocotziana
y de Papaverina en el ileon de cobayo pre-contraido con KCI [32 mM].

Tratamiento % Relajacion
Control 1+1.66
Extracto MeOH 10 pg/mL 1.41 £ 0.90
Extracto MeOH 31.6 pyg/mL 21.63 £ 7.31 *
Extracto MeOH 100 pg/mL 73.63 £ 0.5 *
Extracto MeOH 178 ug/mL 83.55 £ 6.38 *
Papaverina 30mM 119.64 + 3.48 *

*ANOVA seguida de una prueba de Dunett (p<0.05)

La papaverina, como ya se menciond anteriormente, se utiliza como control

positivo para comprobar la maxima capacidad de relajacion que tiene el tejido bajo
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estas condiciones experimentales. Como se puede observar en la figura 6, el
efecto relajante de la papaverina es significativamente mayor en comparacién con
el efecto maximo del extracto; sin embargo, el efecto relajante del extracto es de

casi el 85%.

7.1.3 Efecto del extracto sobre la contraccion inducida por estimulacion
eléctrica
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Figura 7. Contraccion inducida por estimulacidon eléctrica (EE) (14 volts con una
frecuencia de 0.3 Hz y pulsaciones de 3 ms) en el ileon de cobayo en ausencia y en
presencia del extracto MeOH de A. mexicana ssp. xolocotziana. También se muestra el
efecto de la Papaverina [30 mM], la cual se utilizd6 como control positivo. La linea
punteada representa el 100” de la contraccion inducida por el estimulo eléctrico en
ausencia del extracto. Cada barra representa la media £ E.E. (n=6). *p<0.05, ANOVA,

Dunnett.
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En la figura 7 se muestra el efecto del extracto sobre el tejido precontraido con
estimulacién eléctrica. En el eje de las abscisas se muestra el tratamiento
evaluado y, en el eje de las ordenadas, el porcentaje de contraccidon inducido por
estimulacién eléctrica (14 volts, 0.3 Hz y 3 ms de duracién) en el ileon de cobayo.
La maxima contraccién inducida por el estimulo eléctrico se representa como
100%.

Los resultados muestran que el extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana disminuye de manera concentracidn-dependiente la maxima
contraccion inducida por el estimulo eléctrico, alcanzando significancia estadistica,
en comparacion con el control, con las concentraciones de 100, 178 y 316 pug/mL
(67.79 £ 4.26, 44.48 £ 5.48, 15.59 £ 2.33 % vs 100%, respectivamente, ANOVA,
Dunnett, p<0.05).

Cuadro 4. Porcentaje de relajacion del ileon de cobayo estimulado
eléctricamente en ausencia y presencia del extracto MeOH de A. mexicana ssp.
xolocotziana y papaverina.

Tratamiento % Relajacion
Control 0
Extracto MeOH 10 pg/mL -2.20 £ 2.17
Extracto MeOH 31.6 ug/mL 4.86 + 4.44
Extracto MeOH 100 pg/mL 32.21 £ 4.26%*
Extracto MeOH 316 ug/mL 84.41 + 2.33%*
Papaverina 30mM 91.21 + 1.67%*

*ANOVA seguida de una prueba de Dunett (p<0.05)

Para determinar la capacidad de relajar al tejido estimulado eléctricamente, se
utilizo nuevamente como control positivo a la papaverina [30 mM], la cual

disminuyo la contraccion del tejido a 15.59 + 2.33 %.
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En el cuadro 4 se muestran los porcentajes de relajacion sobre la contraccion
inducida eléctricamente en el ileon de cobayo. Los resultados muestran que no hay
diferencia significativa entre el efecto relajante de la concentracién mas alta del
extracto [316 pg/mL] y la papaverina (84.41 £ 2.33 vs 91.21 £ 1.67, t de

student, p<0.05) bajo estas condiciones experimentales.

7.1.4 Determinacion del posible mecanismo de accion del efecto

antiespasmodico del extracto

Para determinar el posible mecanismo de acciéon involucrado en el efecto
antiespasmadico del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana se
utilizé el protocolo del tejido precontraido con KCI, y la concentracién del extracto

que indujo el maximo efecto relajante en ese protocolo experimental (100 pg/mL).

En la figura 8 se muestra en el eje de las abscisas el tratamiento evaluado y en
el eje de las ordenadas el porcentaje de relajacién inducido por el tratamiento
respectivo sobre el ileon de cobayo pre-contraido con KCl [32 mM]. En esta figura
se muestra el efecto del pre tratamiento con hexametonio, un bloqueador
ganglionar; indometacina, un inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa; y L-
NAME, un inhibidor de la oxido nitrico sintetasa, sobre la relajacién inducida por

100 pg/mL del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana.

Los resultados muestran que el pre tratamiento con Hexametonio (0.5 mM) e
indometacina (1 pM) disminuyeron de manera significativa la relajacién inducida
por el extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana (65.21 + 3.23 y 63.04
+ 7.14 vs 42.56 £ 5.15, respectivamente, ANOVA, Dunnett, p<0.05). Sin
embargo, el pre tratamiento con el L-NAME [100 pM] no alterd la respuesta
relajante inducida por el extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana

sobre el tejido precontraido con KCI.

—

33

'



100~

804

604

404

20+

% de relajacion (pre-contraido con KCI 32 mM)

T T T T
Control Hexametonio Indometacina L-NAME
0.5mM 1uM 100uM

[ Extracto MeOH 100 pg/mL ]

Figura 8. Efecto relajante del extracto MeOH de A. mexicana ssp. xolocotziana en el
ileon de cobayo en presencia de hexametonio, indometacina y L-NAME.Los resultados
se expresan en % de relajacion del tejido pre-contraido con KCl [32 mM]. Cada barra
representa la media £ E.E. (n=6). *p<0.05, ANOVA, Dunnett.

7.2 MODELO DE MOTILIDAD INTESTINAL EN RATON.

7.2.1 Efecto antidiarreico del extracto en raton

Con el propodsito de determinar el efecto del extracto metandlico de A. mexicana
ssp. xolocotziana sobre la motilidad intestinal en un animal integro se utilizo el
modelo del desplazamiento del carbdon activado, el cual ya se detalld6 en la
metodologia. En la Figura 9 se muestra el porcentaje de la motilidad intestinal en

ratones con diferentes tratamientos.
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Figura 9. Porciento de la motilidad intestinal en ratones en ausencia y en presencia
del extracto MeOH de A. mexicana ssp. xolocotziana. También se muestra el efecto de
la loperamida [5 mg/kg], la cual se utilizé como control positivo. Cada barra representa la
media £ E.E. (n=6). *p<0.05, ANOVA, Dunnett.

Los resultados muestran que el extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana disminuyé de manera dosis dependiente la motilidad intestinal en
ratones en comparacion con el grupo control (vehiculo). Esta disminucion se
produjo a partir de la dosis mas baja del extracto (31.6 mg/kg) y se mantuvo con
las dosis subsecuentes (100, 316 y 562 mg/kg); (36.48 = 6.05, 31.61 + 5.46,
18.79 £ 3.13, 16.19 £ 2.19 vs 78.52 = 5.6, respectivamente, p<0.05; ANOVA,
Dunnett). También la loperamida, utilizada como control positivo en este modelo,
disminuyd de manera significativa la motilidad intestinal en comparacion con el
vehiculo (16.98 + 2.27 vs 78.52 + 5.6 %, t de student, p<0.05). El efecto
maximo del extracto sobre la disminucidn en la motilidad intestinal se obtuvo con
la dosis de 316 mg/kg y este efecto no mostré diferencia significativa al obtenido
con el control positivo, loperamida (5 mg/kg) (18.79 £ 3.13 vs 16.98 + 2.27).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Agastache mexicana ssp. xolocotziana es conocida comunmente como “toronjil
blanco” y es una planta utilizada en la medicina tradicional mexicana sola o en
combinacion con otras especies para tratar distintos padecimientos. Entre sus usos
mas comunes reportan su efecto como antidepresivo, eupéptico, antiespasmadico,

| A\Y

diaforético, antidiarreico y para tratar el “espanto”, entre otros (Linares y cols,

1995; Santillan-Ramirez y cols, 2008; Gonzalez-Trujano y cols, 2012).

En el presente estudio se desarrollé un bioensayo que muestra el efecto relajante
inducido por el extracto metandlico de las inflorescencias de A. mexicana ssp.
xolocotziana sobre la musculatura lisa del tracto gastrointestinal. Este efecto se
determin6é mediante el uso de dos modelos experimentales, uno in vitro en el ileon
aislado de cobayo y otro in vivo en un modelo de motilidad intestinal en ratones,
los cuales nos ayudaran a corroborar el efecto antiespasmddico que se le ha

atribuido a esta planta en la medicina tradicional.

8.1 Modelo de ileon aislado de cobayo

En el modelo de ileon aislado de cobayo, un modelo in vitro, se determind la
actividad antiespasmédica del extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana bajo tres protocolos experimentales y, en cada caso, el efecto del
extracto se compard con papaverina, un antiespasmoddico musculotropico bien

caracterizado (Martin y cols, 1993; Paula y cols, 2003).

En el primer protocolo se utilizd6 como espasmodgeno la acetilcolina, que es el
principal neurotransmisor excitatorio responsable del aumento de la tonicidad del
intestino delgado. Este neurotransmisor actla sobre los receptores muscarinicos
Ms en las células del musculo liso. (Ehlert y cols, 1997) Los receptores M3 estan
acoplados a una proteina Go y estdn asociados directamente a la respuesta

contractil del musculo liso (Sawyer y Ehlert, 1998). El mecanismo de accion de la
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acetilcolina a través de los receptores Ms se lleva a cabo de la siguiente manera: la
acetilcolina al activar el receptor M3z activa a la proteina Go acoplada a este
receptor, produciendo la hidrolisis del fosfatidilinositol difosfato por la fosfolipasa
C. Como producto de esta hidrolisis, se genera el segundo mensajero trifosfato de
inositol (IP3) que actla en sus receptores que se encuentran en la membrana del
reticulo sarcoplasmico. Esta accion permite el incremento de la concentracion
citosélica de Ca?* debido a su salida del reticulo sarcopldasmico. Tras la salida del
Ca?*, éste se une a la calmodulina, una proteina con 4 sitios de unién a Ca?*, la
cual actua como intermediario para la activacién de la cinasa de miosina de
cadena corta (MLCK). La MLCK lleva acabo la fosforilacion de miosina de cadena
corta generando que esta se desplace entre los filamentos de actina, produciendo,
finalmente, la contraccion de las fibras musculares del musculo liso (Rang y Dale,
2008). Los resultados de este estudio muestran una inhibicion concentracion
dependiente del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana sobre la

contraccion de acetilcolina, lo cual se interpreta como efecto antiespasmaddico.

El segundo protocolo utilizado en este estudio para demostrar la actividad
antiespasmaddica del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana
consistio en probar el efecto del extracto sobre el tejido precontraido con una
soluciéon de KCI [32 mM]. Este protocolo ha sido utilizado en diversos estudios en
donde se evalua el efecto relajante o antiespasméddico de diversos compuestos y/o
extractos naturales (Fatehi y cols, 2004; Moazedi y cols, 2007; Cechinel-Filho y
cols, 2007; Ventura-Martinez y cols, 2011). Este se basa en la contraccion del
musculo liso como consecuencia de la despolarizacion membranal producida por
una alta concentracion de potasio (K*). El incremento de K* extracelular activa un
mecanismo electromecanico que induce la despolarizacion de la membrana,
ocasionando la apertura de canales de Ca?* tipo L dependientes de voltaje,
generando de esta manera un incremento en la concentracidn de este ion en el

interior de la célula, y por consiguiente, la contraccién de las fibras musculares
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(Mita y cols, 2002). El efecto final se observa como una contraccion sostenida, que
en el caso del ileon de cobayo, se alcanza en aproximadamente 5 min y se
mantiene por mas de 30 min. Bajo este protocolo experimental, la administracion
del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana produjo un efecto

relajante concentracién dependiente de casi el 85%.

Finalmente, el tercer protocolo experimental utilizado en este estudio para
demostrar la actividad antiespasmaddica del extracto metandlico de A. mexicana
ssp. xolocotziana consistio en probar el efecto del extracto sobre el tejido
precontraido con un estimulo eléctrico. Se sabe que la estimulacién eléctrica de
este tejido induce la liberacidn de varios neurotransmisores desde las neuronas
mientéricas, principalmente ACh (Bornstein y cols, 2004). Como ya se menciond
anteriormente, este neurotransmisor actla sobre los receptores muscarinicos Ms
en las células del musculo liso, los cuales estan acoplados a una proteina Go y
estan asociados directamente a la respuesta contractil del musculo liso (Ehlert y
cols, 1997; Sawyer y Ehlert, 1998; Gerthoffer, 2005). También se sabe, que la
ACh actla sobre receptores nicotinicos en las neuronas del SNE induciendo una
mayor liberacién de ACh. Sin embargo, ademas de la liberacién de acetilcolina
desde las neuronas mientéricas, también se liberan otros neurotransmisores de
tipo inhibitorio como el éxido nitrico 6 la noradrenalina. Esto explica que en
general, en un tejido sano, la contraccién inducida por el estimulo eléctrico es
menor a la inducida por la administraciéon exdégena de ACh. Los resultados de este
estudio muestran que, al igual que en el protocolo anterior, la administracion del
extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana produjo un efecto relajante

concentracion dependiente de casi el 85% en el tejido estimulado eléctricamente.

En los tres protocolos utilizados en este estudio se determind que el extracto
metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana muestra un efecto espasmolitico del

extracto en el ileon aislado de cobayo. En todos los casos se utilizd como control
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positivo a la papaverina, un agente antiespasmaéddico bien caracterizado (Matin vy
cols, 1993; Paula y cols, 2003) que nos permitié determinar la capacidad maxima
de relajacion del tejido en nuestras condiciones experimentales, ademas de
comparar su efecto con el producido por el extracto. De esta manera, se
determind que la papaverina induce una relajacion de mas del 100% en el tejido
precontraido con KCI, y de cerca del 95% en la contraccion inducida por
estimulacién eléctrica y por ACh; mientras que, el extracto metandlico de A.
mexicana ssp. xolocotziana produce un efecto relajante menor al de la papaverina
en todos los casos, de cerca del 85%. Esto sugiere que, con las concentraciones
utilizadas del extracto, alcanzamos el maximo efecto relajante inducido por el

extracto, independientemente de la capacidad de relajacion del propio tejido.

La papaverina es un alcaloide extraido del opio que induce relajacion del musculo
liso por la inhibiciéon de la enzima fosfodiesterasa, causando significativa elevacion
de los niveles AMP ciclico. La elevacion intracelular de este segundo mensajero
estimula la acumulacién de calcio hacia almacenes intracelulares disminuyendo sus
concentraciones citosélicas ocasionando la relajaciéon del musculo liso (Sunagane
y cols, 1982). También altera la respiracion mitocondrial de las células por

inhibicidon de la fosforilacidn oxidativa (Takeharu y cols, 1998)

8.2 Modelo de motilidad intestinal en raton

Ademas de determinar el efecto espasmolitico del extracto, en este estudio
también se determind su efecto sobre el transito gastrointestinal en ratones. Este
modelo in vivo, utilizado por varios autores (Yamazaki y cols, 2000), consiste en
administrar carbdn activado a ratones por via intragastrica y medir la longitud del
desplazamiento del carbdon con y sin tratamiento. Este modelo es utilizado para
determinar el efecto antidiarreico de diversas sustancias, ya que parte del
tratamiento de la diarrea consiste en administrar farmacos que disminuyan la

motilidad gastrointestinal. Por lo que, midiendo el transito gastrointestinal,
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también se puede determinar el efecto de los farmacos sobre la motilidad

gastrointestinal (Toso y cols, 2002).

Los resultados de este estudio muestran que el extracto metandlico de las
inflorescencias de A. mexicana ssp. xolocotziana disminuye la motilidad intestinal
en el ratéon. El efecto maximo obtenido con el extracto fue similar al de la
loperamida, un antidiarreico usado clinicamente por su efecto inhibitorio sobre la
motilidad intestinal. La loperamida es un opioide que reduce los movimientos
peristalticos e incrementan el tiempo de transito intestinal a través de la
estimulacién de los receptores mu del intestino. Esto inhibe la liberacion de
acetilcolina y prostaglandinas de las neuronas mientéricas disminuyendo asi la

contraccién del musculo liso intestinal (Castafeda-Pomeda y cols, 2008)

Por otro lado, estudios farmacoldgicos recientes han demostrado el efecto
antinociceptivo del extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana en un
modelo de dolor visceral en ratones (modelo de writhing) (Gonzéalez-Trujano vy
cols, 2012 ). Este modelo consiste en la administracién intraperitoneal de un
agente irritante que induce contracciones abdominales que simulan los espasmos
inducidos en situaciones de dolor visceral (Galati y cols, 1994; Yamasaki y cols,
2000)

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que el efecto
antinociceptivo en el modelo de dolor visceral del A. mexicana puede deberse a un
efecto inhibitorio sobre los espasmos intestinales, los cuales son ocasionados por

una alteracién sobre los mecanismos que regulan la motilidad intestinal.

8.3 Analisis del posible mecanismo de accion del extracto

Una vez determinado el efecto antiespasmaédico del extracto de metandlico de A.
mexicana ssp. xolocotziana, se desarrolld un protocolo para tratar de elucidar el

mecanismo responsable de este efecto. Para determinar la participacién de

[ 0]



algunos mediadores enddgenos importantes involucrados en la relajacion del
musculo liso producida por el extracto se utilizaron bloqueadores e inhibidores
exodgenos de algunas de las principales vias del mecanismo de contraccion-

relajacion.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el efecto relajante del
extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana parece involucrar en parte la
liberacidon de neurotransmisores desde las terminales nerviosas del sistema
nervioso entérico, ya que el hexametonio, un bloqueador ganglionar, disminuyd
parcialmente su efecto relajante. El hexametonio ha sido frecuentemente utilizado
para inhibir la liberacion de neurotransmisores de las neuronas entéricas de las
terminales colinérgicas, entre ellos la ACh, inhibiendo asi el efecto contractil
producido por la accidn de este neurotransmisor sobre los receptores M3 del

musculo liso (Barlow y cols, 1972; Eglen y cols, 1989).

Uno de los neurotransmisores importantes en el sistema gastrointestinal que
induce relajaciéon de la musculatura lisa es el 6xido nitrico (NO). El NO es un
importante mensajero intra e inter celular que se encuentra en todo el organismo
y se sintetiza a partir de L-arginina por la accién de la enzima oxido nitrico
sintetasa (NOS) (Furfine y cols, 1993). El NO activa a la guanilato ciclasa, la
enzima encargada de la sintesis del guanosin monofosfato ciclico (GMPc),
induciendo un aumento en la concentracién intracelular de GMPc. Este segundo
mensajero, altera la actividad de diversas fosfodiesterasas y canales idnicos. Como
resultado de esto, se inhiben las contracciones del musculo liso inducidas por el
incremento de Ca?* intracelular (Rang y Dale, 2008). El metil ester L-nitro arginina
(L-NAME) es un inhibidor de la NOS que actla como sustrato competitivo de la L-
arginina, el sustrato natural de la NOS. De esta manera, con la administracién del
L-NAME se inhibe la sintesis de NO (Das y cols, 1999). Los resultados de este

estudio sugieren que el efecto espasmolitico del extracto metandlico de A.
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mexicana ssp. xolocotziana no se debe a la induccidén de la sintesis de NO, debido
a que el pre tratamiento del tejido con L-NAME no alteré el efecto espasmolitico

del extracto.

Por otro lado, en varios estudios se ha demostrado que las prostaglandinas PGEy,
PGD; y PGI; estimulan las terminales colinérgicas de las neuronas del sistema
nervioso entérico generando la liberacidn de acetilcolina y produciendo un
aumento en la tonicidad del ileon de cobayo (Bennett y cols, 1975; Nakahaya y
cols, 1984). En este estudio se utilizd un pretratamiento con indometacina, un
inhibidor no selectivo de la ciclo-oxigenesa que bloquea la sintesis del
prostaglandinas a partir del acido araquidonico (Caldas-Magalhaes y cols, 2004).
Los resultados del presente estudio sugieren que las prostaglandinas participan,
por lo menos de manera parcial, en el efecto antiespasmodico del Toronjil Blanco
aunque los resultados no permiten discernir el mecanismo exacto de esta

interaccion.

En base a lo antes mencionado, se sugiere continuar con la evaluacién del
posible mecanismo de acciéon del extracto metandlico de A. mexicana ssp.
xolocotziana utilizando bloqueadores e inhibidores de algunas otras vias

involucradas en la relajacién del musculo liso.
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9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran la capacidad del
extracto metandlico de A. mexicana ssp. xolocotziana para relajar el musculo liso
del intestino delgado aislado de cobayo y para reducir la motilidad intestinal en
raton, por lo que estos resultados proporcionan evidencia cientifica del uso del
Toronjil Blanco en la medicina tradicional para el alivio del dolor visceral provocado
por espasmos intestinales, y dado el efecto que produce sobre la motilidad
intestinal en el modelo in vivo, se puede deducir un efecto adecuado como

antidiarreico.

Sin embargo, con los estudios realizados en este proyecto no fue posible
determinar bajo qué mecanismo de accién produce tales efectos farmacoldgicos,
aunque los resultados sugieren una posible participacion de las prostaglandinas y

de la liberacion de algunos neurotransmisores del sistema nervioso entérico.

Debido a que el uso de plantas medicinales para el tratamiento de diferentes
patologias ha sido ampliamente difundido alrededor de todo el mundo, es
necesario continuar con estudios que nos permitan determinar cientificamente su
efecto farmacoldgico, lo que nos va a permitir hacer un uso fundamentado de las

mismas, cuidando la relacién dosis - efecto.
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10. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados de este proyecto, se propone continuar con los
estudios para determinar bajo qué mecanismo de accidon el A. mexicana ssp.
xolocotziana produce un efecto antiespasmoddico y antidiarreico. También se
propone al Toronjil Blanco como posible fuente de principios activos para el disefio

de nuevos farmacos antiespasmaddicos y/o antidiarreicos.
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