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INTRODUCCION

El uso de plantas como un recurso terapéutico entre los mexicanos, ha
motivado al medio académico a realizar estudios experimentales que permitan
corroborar las propiedades medicinales atribuidas a un nimero muy importante
de especies de la herbolaria medicinal del pais. En México, son humerosas las
plantas que utiliza la poblacién para tratar padecimientos relacionados con un
proceso inflamatorio (asma, artritis, infecciones, etc.) y la etnobotanica es una
herramienta valiosa para la seleccion de especies, cuya valoracion en los
modelos biologicos puede contribuir a la identificacion de compuestos con
actividad antiflogistica. La informacion recopilada por la etnobotanica
representa en muchos casos, un punto de partida que es crucial en el disefio y

desarrollo de los estudios fitoquimicos y farmacologicos.

A nivel mundial, el asma constituye una de las enfermedades crénicas mas
comunes, se caracteriza por una inflamacion bronquial y alteraciones en la
conformacion de los tejidos de las vias aéreas. La hiperreactividad bronquial
gue se presenta como respuesta a un estimulo fisico, quimico o farmacoldégico,
desencadena un proceso que lleva a la obstruccion de las vias aéreas (sintoma
reversible), la presencia de edema en la pared bronquial, produccién de moco y

contraccién e hipertrofia del musculo liso (Laitinen y col., 1985).
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La inflamacion de las vias aéreas es inducida por la liberacion de los
mediadores quimicos producidos por diversos tipos celulares (Djukanovic y
col., 1990). Las células cebadas del tejido conectivo son la principal fuente de
leucotrieno LTC,, prostaglandina PGD,, histamina y triptasa, productos éstos
que estimulan la hiperreactividad bronquial en el asma cronico (Petty, 1990).
Los eosindfilos tienen una participacion relevante dado que sintetizan una
amplia variedad de mediadores pro-inflamatorios y citotoxicos como: proteinas
basicas, enzimas hidroliticas, citocinas, mediadores lipidicos, radicales libres y
neuropéptidos. Por otra parte, las células del musculo liso de vias aéreas de
humano son capaces de producir leucotrienos, mediadores con una importante

participacion en la patogénesis de esta enfermedad (James y col., 2001).

Dependiendo del cuadro asmético a tratar, los farmacos que se emplean
controlan el proceso inflamatorio o bien, la hiperreactividad bronquial. La
broncoconstricibn se maneja generalmente por medio de la inhalacion de
broncodilatadores adrenérgicos f; en casos de asma cronico, es frecuente el
uso de antiinflamatorios corticoesteroides. Estos ultimos, producen severos
efectos secundarios, entre ellos, miopatias, osteoporosis, Ulcera péptica,
hipertension y supresion de la respuesta inmune (Gleich, 1988), situacion que
ha obligado a la busqueda de agentes antiasmaticos mas eficaces y cuyo

empleo para el control de los pacientes represente riesgos menores.

El presente estudio tiene como propédsito identificar extractos de plantas
medicinales con actividad relajante sobre la respuesta contractil del masculo

liso traqueal, asi como estandarizar una metodologia que permita identificar los
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efectos que ejercen estos productos vegetales sobre la actividad de algunas

enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial.
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RESUMEN

Los leucotrineos son importantes mediadores de la broncoconstriccion en el
proceso asmatico y se producen como resultado de estimulos varios, asi como
de alteraciones que ocurren a nivel inmunolégico. En la actualidad, los
farmacos que inhiben la accién de los cisteinil leucotrienos constituyen una

nueva categoria de agentes antiasmaticos que son de interés para la clinica.

En el presente trabajo se evalud, en una primera etapa, el efecto relajante in
vitro de los extractos de plantas de la flora medicinal de México cuya actividad
antiinflamatoria fue demostrada en un estudio anterior: Achillea millefolium,
Chamaedora tepejilote, Larrea tridentata, Lippia dulcis, Oenothera rosea,
Rubus coriifolius y Sphaeralcea angustifolia. En este estudio se incluyo
Gnaphalium attenuatum var. sylvicola considerando sus antecedentes
etnobotanicos como recurso para tratar el asma, asi como Hibiscus uncinellus
por las propiedades antiespasmodicas anteriormente reportadas. EI modelo
biolégico utilizado para evaluar la actividad de los extractos vegetales fue el
tejido traqueal del cobayo precontraido con los agonistas histamina y acido

araquidonico.

Con excepcion de Chamaedora tepejilote, el resto de las especies relajaron la
respuesta contratil inducida con histamina con valores Clsq inferiores a 50 pg/mi
en las preparaciones precontraidas con acido araquidonico, los extractos de las
especies Chamaedora tepejilote y Lippia dulcis no presentaron la actividad. El
extracto metanodlico de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola fue el mas

potente con valores Clso de 44.16 + 0.71 pg/mly 27.66 + 0.90 pg/ml en el caso
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de los tejidos precontraidos con histamina y acido araquiddnico
respectivamente, resultados que llevaron a la seleccion de esta especie para
los estudios siguientes. El extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola inhibi6 la respuesta contractil inducida con LTD4 con un valor Clsp de
8.3 = 0.71 ug/ml. Asimismo, el extracto en concentraciones de 75, 100 y 125
ug/ml  produjo desplazamiento de las curvas concentracion-respuesta
construidas con LTD4 mostrando un efecto antagonista. Los valores de pD2

calculados fueron 8.12 + 0.03, 7.84 £0.05 y 7.61 = 0.09 respectivamente.

La evaluacion de los efectos del LTD, sobre las enzimas succinato
deshidrogenasa, citocromo ¢ oxidasa y ATPasa de la cadena respiratoria
mitocondrial del masculo liso traqueal de cobayo y de higado de rata, asi como
el comportamiento del extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum fueron el
tema que se abordd posteriormente en este trabajo. Los resultados obtenidos
indican que tanto el LTD, como el extracto inhibieron de manera parcial la
actividad de las enzimas succinato deshidrogenasa y ATPasa. Asimismo,
ambos productos disminuyen la sintesis de ATP mitocondrial en ambos
modelos. Lo anteriormente mencionado sugiere que tanto el acido araquidénico
y algunos de sus metabdlitos como el LTD,, inhiben la produccion del ATP.
Debido a que el extracto es una compleja mezcla de numerosos compuestos,
su efecto inhibitorio no fue especifico para todas las enzimas. Por ello, es
necesario realizar su fraccionamiento quimico para obtener los compuestos

puros responsables de la actividad.
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ABSTRACT

Leukotrienes are important bronco-constrictor mediators in asthmatic
processes, which are produced as the result of diverse stimuli as well as by
alterations occurring at immunological levels. Currently, the drugs that inhibit the
action cysteinil leukotrienes constitute a new category of anti-asthmatic agents

which could be of interest for the clinic.

As a first step in the present work, it was evaluated, in vitro, the relaxant effect
of some extracts obtained from plants of the Mexican medicinal flora, which
anti-inflammatory activity had been demonstrated in a previous study: Achillea
millefolium, Chamaedora tepejilote, Larrea tridentata, Lippia dulcis, Oenothera
rosea, Rubus coriifolius and Sphaeralcea angustifolia. Based on the
ethnobotanical information on Gnaphalium attenuatum var. silvicola as a
resource to treat asthma and on Hibiscus uncinellus for its spasmolytic
properties, both species were also included in this study. The biological model
used to evaluate the activity of the extracts was the guinea pig tracheal smooth

muscle pre-contracted with histamine and arachidonic acid.

Except for Chamaedora tepejilote, the rest of the species relaxed the contractile
response induced with histamine with ICso values, less than 50 ug/ml, in
preparations precontrated with arachidonic acid. Chamaedora tepejilote and
Lippia dulcis were inactive. The methanolic extract of Gnaphalium attenuatum
var. sylvicola showed to be the most potent with ICso values of 44.16 + 0.71
pg/ml and 27.66 + 0.090 ug/ml in tissues precontracted with histamine and

arachidonic acid, this result made this species to be selected for further studies.

Vianey Nava Aguilar



Vi

The extract also inhibited LTD,4 contractile response (ICsp= 8.3 = 0.71 pg/ml).
Moreover, concentrations of 75, 100 and 125 pg/ml extract produced a
rightward shift of the concentration-response curves. Calculated pD2 values

were 8.12 + 0.03, 7.84 £ 0.05, and 7.61 + 0.09, respectively.

The evaluation of the effect of LTD, and Gnaphallium attenuatum methanolic
extract on succinate-dehydrogenase, cythocrome ¢ oxidase and ATPase of the
respiratory chain in the tracheal guinea pig smooth muscle and rat liver were
the further topics afforded in this work. The obtained results show that LTD,and
the extract partially inhibited the activity of the succinate-dehydrogenase and
ATPase enzymes. Both products decreased the mitochondrial ATP synthesis
which suggests that the arachidonic acid and some of its metabolites, such as
LTD4, inhibit the production of ATP. The effect of the extract was not especially
effective for any particular mitochondrial complex, probably because it is a
complex mixture of compounds that could mask some specific reactions.
Therefore, it is necessary a chemical fractionation to isolate the active

compounds that are responsible for the activity.
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I-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma bronquial constituye una de las enfermedades respiratorias mas
frecuentes a nivel mundial, se estima que su incidencia en México es de 5 a
10%, afectando principalmente a los nifios varones. El tratamiento
farmacologico de este padecimiento incluye la administracion de
medicamentos broncodilatadores y antiinflamatorios cuyo uso prolongado
provoca efectos colaterales; por ello, es necesario contar con nuevas
estructuras moleculares para su aplicacion en la clinica, por lo que la
busqueda de compuestos antiasmaticos en las fuentes naturales (plantas y

productos marinos) representa una alternativa que es necesario explorar.

Los antecedentes farmacoldgicos de las plantas propuestas para su
evaluacion indican que la mayoria de ellas tienen un efecto antiinflamatorio
sobre el modelo del edema plantar inducido con carragenina en una etapa en la
que el proceso se vincula con la participacidon de mediadores quimicos tales
como la histamina y los leucotrienos (mediadores quimicos con participacion
importante durante el proceso asmatico); estas referencias sirvieron de guia
para proponer a los extractos de estas especies como una opcion para la
busqueda de compuestos con actividad antiasmatica. La valoracion de los
efectos relajantes de este grupo de plantas sobre la musculatura lisa de la
traguea de cobayo precontraida con histamina o AA, llevaron a la seleccion de
Gnaphalium attenuatum var. silvicola, el genero al que pertenece esta planta es
ampliamente utilizado en el tratamiento de afecciones de tipo respiratorio por lo
gue es una buena candidata en la busqueda de nuevas moléculas que posean

la actividad biologica anteriormente mencionada.

Vianey Nava Aguilar



Por otra parte, son escasos los estudios enfocados a analizar el efecto que los
extractos vegetales y otros productos como los metabolitos proinflamatorios,
ejercen sobre el funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial del
musculo liso. Por este motivo se decidié estandarizar una técnica que nos
permita la evaluacion de dichos productos sobre la fosforilacion oxidativa de la

cadena respiratoria mitocondrial.
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I |- ANTECEDENTES

2.1 Fisiopatologia del asma

El asma se define como un sindrome caracterizado por presentar ante diferentes
estimulos, un incremento en la respuesta del arbol traqueo bronquial. La respuesta
es provocada por agentes alergenos, infecciones, ejercicio, farmacos (aspirina y
antiinflamatorios no esteroidales), irritantes y factores fisicos (aire frio, humedad,
contaminacion atmosférica). La exposicion a alguno de estos factores inicia una
serie de eventos en los cuales participan mediadores quimicos que provocan un
episodio asmatico. Sintomas como disnea, resoplidos y tos aparecen después de
unos minutos de la exposicion al agente, posteriormente se presenta
broncoespasmo, incremento en la secrecion de moco e inflamacion. La reaccion

puede finalizar rdpidamente o continuar por horas o dias (Petty, 1990).

La hiperreactividad bronquial observada en el asma es resultado de un proceso
inflamatorio, las vias aéreas presentan una disminucion en su didmetro y el musculo
liso se vuelve extremadamente sensible a los agonistas como la histamina. Durante
la fase de inflamacion aguda se produce un incremento de células inflamatorias,
entre ellas, eosindfilos, mastocitos, células dendriticas, macrofagos y linfocitos T tipo
“helper 2” (Thy). Se postula que, a este nivel, la respuesta es regulada por una
compleja red de interacciones entre citocinas. Ante la presencia de IgE, los linfocitos
Th, inician la produccién de citocinas inductoras de la degranulacion de células

cebadas y la infiltracion de eosindfilos (Kips, 2003).
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En la inflamacion crénica se manifiestan alteraciones de tipo estructural como
metaplasia epitelial y proliferacion de la microvasculatura. La degradacion del
colageno provoca fibrosis; asimismo, la secrecion de quimiocinas, citocinas y un
aumento en la expresion de moléculas de adhesion, alteran la matriz extracelular del
musculo liso provocando hiperplasia e hipertrofia en este tejido (Holgate y col.,

2003).

La participacion de un mecanismo neurolégico especifico en la respuesta asmatica
es un toépico no totalmente esclarecido. Existen diferentes elementos como la
alteracion de receptores muscarinicos, de terminales nerviosas colinérgicas, de la
funcién de los receptores tipo  y anormalidades en el control adrenérgico, que
provocan la salida de neuropéptidos provenientes de los nervios sensores

aumentando la inflamacion de las vias aéreas (Barnes, 1995 a).
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2.2 Celulas, Mediadores Quimicos y Neuropéptidos involucrados en
el desarrollo de la fisiopatologia del asma

El asma bronquial se caracteriza por presentar hiperreactividad e inflamacion de las
vias aéreas, resultado de la participacion de diferentes grupos celulares y de la
produccion de mediadores quimicos (Tabla 1). Células del tracto respiratorio y
leucocitos residentes en estas vias producen mediadores que activan a los
eosinofilos los cuales migran a través del torrente sanguineo hacia las vias aéreas y
establecen interacciones entre las moléculas de adhesion y las células endoteliales.
Los eosindfilos sintetizan una amplia variedad de mediadores quimicos pro
inflamatorios como el LTC4, mediadores lipidicos como el Factor Activador de
Plagquetas (PAF), citocinas y mediadores citotoxicos para el epitelio respiratorio
como la proteina basica principal y la proteina catiénica eosinofilica (Sampson,
2000). El PAF es un lipido quimiotactico que producen las plaguetas, los macréfagos
alveolares y los eosindfilos (Nadel, 1996), promueve la activacion de células
inflamatorias y su infiltraciébn a través de la microvasculatura y ademas, la bronco-

constriccidn e hiperreactividad de las vias aéreas (Page, 1988).

La histamina (His) es otro de los mediadores quimicos importantes que participan
en la inflamacion y la broncoconstriccidon, actia sobre los receptores H; H, y Hz de
la membrana celular. Algunos estudios realizados con plaquetas de conejo y de
humano muestran que la adicion de histamina estimula, via los receptores Hj, la
liberacion de acido araquidonico (AA) por medio de la fosfolipasa A, (PLA2) y
aumenta la secrecion de serotonina inducida con forbol-12 miristato 13 acetato
(PMA). La union de la histamina a los receptores H; produce la activacion de la

PLA, por medio de una proteina G con la consecuente hidrdlisis del araquidonato.
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El proceso requiere de la presencia de Ca®*. Los estudios realizados con traquea
aislada de cobayo muestran que la mepacrina, un inhibidor de cPLA;, (Vargaftig y
Hai, 1972; Blackwell y col., 1978; Franson y Weir, 1982), antagoniza las
contracciones inducidas con histamina pero no las de acetilcolina (100 uM), lo que
permite sugerir que los metabolitos del AA también estan involucrados en la

respuesta contractil (Mitchell, 1982; 1984).

El sistema del complemento forma parte de la respuesta immune innata, consiste en
un grupo de proteinas que reconocen moléculas por medio de antigenos de
superficie o de complejos inmunes. Estos, al ser reconocidos como extrafios
provocan la activacion de una via proteolitica conocida como complejo de ataque a
la membrana. La anafilotoxina C3a es generada como un producto derivado de la
activacion del sistema del complemento, induce la activacion de células cebadas,
basofilos y eosindfilos, ademas de la contraccion del musculo liso. En sujetos
asmaticos se ha observado que los niveles de C3a en los lavados alveolares estan
incrementados (Nakano y col., 2003). El aumento del C3a en las vias aéreas
indicaria participacion activa de esta proteina en el proceso inflamatorio asmético,
aungue cabe sefalar que la respuesta celular encargada de la generacion de C3a
aun es desconocida. Las células epiteliales de las vias aéreas y los macréfagos
pulmonares secretan tanto C3 como varios componentes de la via alterna del
complemento (factor B, H, | y properdin) (Strunk y col., 1988; Varsano y col., 2000).
De la misma forma, las células presentadoras de antigenos y las células T activadas
expresan el receptor para C3a, evidencias éstas que permiten proponer que C3a
participa en la regulacion de la fase inicial del asma de tipo alérgico (Werfel y col.,

2000).
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El éxido nitrico (NO) es un radical libre producido por células epiteliales, nerviosas
de vias aéreas, del endotelio vascular y células inflamatorias (macréfagos,
neutréfilos, mastocitos) (Barnes y Belvisi, 1993). Se trata de una molécula de amplia
distribucion que se encarga de regular diversas funciones biologicas. A
concentraciones bajas, el NO funciona como un sefalizador en los procesos
fisiologicos tales como la regulacion del flujo sanguineo y de la neurotransmisiéon no
colinérgica y no adrenérgica; a concentraciones altas, el NO actia como un agente
de defensa citotoxico y citostatico contra tumores y patégenos (Moncada y Higgs,
1993). En el asma, el NO ha sido identificado como uno de los principales radicales
libres participantes. Evidencias experimentales sugieren que el NO participa en el
sistema de sefializacion que se establecen entre los macrofagos y las células T

(Barnes y Liew, 1995 b).

En el pulmon, la generacion de calidina y bradicinina contribuye al desarrollo de la
patologia del asma (Baumgarten y col. 1986; Christiansen y col., 1992; Naidoo y col.,
1997; Proud y Kaplan, 1988; Raidoo y col., 1997; Williams y col., 1997; Naicker y
col.,, 1999); ambos péptidos provocan vasodilatacion (Tadjkarimi y col., 1992),
incremento de la permeabilidad vascular (Bell y Wainer, 1983) y broncoconstriccion
(Abraham y col., 1991; Scuri y col., 2000). Estudios realizados en modelos animales
de experimentacion y en pacientes asmaticos indican que el aumento en los niveles
de calicreina y de cinina en el fluido bronco alveolar, acentla la hiperrespuesta de la
enfermedad (Featherstone y col., 1992; Scuri y col., 2000; 2001). La calicreina es un
activador de la colagenasa tipo IV (Desrivieres y col., 1993) que es la enzima

involucrada en la degradacion de los componentes de la matriz extracelular, lo cual
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podria estar relacionado con las alteraciones y cambios que se presentan en las vias

aéreas en el asma cronico (Belleguic y col., 2002).

Las taquicininas como la SP y la neurocinina A son dos neuroproteinas que se
encuentran presentes en neuronas y células inflamatorias de las vias aéreas. La
secresion de estas sustancias puede ser provocada por éter, formalina, tolueno,
histamina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, humo de cigarro y estimulacion
nerviosa de tipo eléctrico (Lundberg y col., 1984; Maggi, 1995). La SP induce la
produccion y secrecion de TNF-a en células cebadas del peritoneo de murino (Ansel
y cols., 1993), quimiotaxis de eosinéfilos humanos (Wiedermann y col.,, 1993),
secrecion de histamina y serotonina por la degranulacion de células cebadas
(Fewtrell y col., 1982; Heaney y col., 1995; Cross y col.,, 1996) y la salida de la
proteina cationica eosinofilica y del anién superdxido de eosindfilos humanos
(lwamoto y col., 1993). La SP es producida por eosindfilos, macrofagos, neutréfilos y
células dendriticas (Weinstock y col., 1988; Killingsworth y col., 1997; Ho y col.,
1997; De Giorio y col., 1998; Lambrecht y col., 1999). El efecto contractil de la SP y
la neurocinina A ha sido ampliamente estudiado; la SP es capaz de contraer
bronquios y bronquiolos de humano, aunque con menor potencia que la histamina y
la acetilcolina (Martling y col., 1987). La neurocinina A es un bronco-constrictor 2-3
veces mas potente que los mediadores anteriormente mencionados (Advenier y col.,
1987). Ambas taquicininas inducen adherencia y quimiotaxis en los neutréfilos

humanos (Zimmerman y col., 1992).

Las prostaglandinas D,, E,, Fz,, tromboxano A, y las prostaciclinas son los

principales productos que la enzima ciclooxigenasa genera a partir del &cido
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araquidonico. La PGF,, y el tromboxano A, son agentes bronco-constrictores y
vasodilatadores del musculo liso; la PGD; actia de la misma forma y es un producto
con actividad quimiotactica sobre los neutréfilos, por lo que se considera como un
importante mediador en el asma de tipo alérgico. Las prostaciclinas y la PGE; tienen
actividad broncodilatadora, la inhalacion de PGE; ayuda a prevenir ataques de asma
de tipo alérgico. En pacientes con esta enfermedad, la administracion de
antiinflamatorios no esteroidales puede ocasionar crisis asmaticas como resultado
de la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (al impedirse la biosintesis de

prostaglandinas se incrementa la de los leucotrienos) (Raskovic y col., 1998).

Los leucotrienos son considerados como los principales mediadores quimicos
involucrados en la patologia del asma. Participan en la activacion de las células
inflamatorias como los eosinofilos, generadores de mediadores quimicos
inflamatorios, citocinas y especies reactivas del oxigeno (Chavis y col., 1991;
Laitinen y col., 1993; Smith y col., 1993 a, b). Asimismo, se ha observado que los
leucotrienos incrementan la permeabilidad de las células endoteliales al provocar un
ensachamiento en las uniones tipo gap (Joris y col., 1987) y que, en fibras nerviosas
de cobayo, producen incremento de la excitabilidad (Stewart y col., 1984). Tanto
LTC4 como LTD,4 contraen el musculo liso de las vias areas de sujetos normales y
asmaticos, la actividad de ambos leucotrienos es 1,000 veces mayor que la de
histamina y 10,000 veces mayor que la metacolina (Weiss y col., 1982, 1983; Barnes

y col., 1984; Kern y col., 1986).
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Mediador

His

PGD,, PGF,
PGE,

TXA;

LTB4

LTC4, LTDy,
LTE,

PAF
Bk
SP
NA
FC
Ser
OR

Mediadores Quimicos vy Neuropéptidos

Bronco
constriccién

++

++

++

++

++

I+

Secrecion

N+ |+

++

o+ +

Filtracion
micro-vascular

Quimiotaxis Hiper
respuesta
bronquial

+ -
? +
+ -
+ +
++ +
? ++
++ ++
+ -
++ -
2 -

Tabla 1- Efectos de los mediadores quimicos involucrados en la fisiopatologia del asma.

++= efecto pronuncido; + = efecto moderado; + = efecto incierto; = sin efecto; ? = informacién no
disponible (His=Histamina; PGD,=Prostaglandina D,; PGF,=Prostaglandina F,; PGE,=Prostaglandina

E,; TXA,=Tromboxano Ay;

LTB,=Leucotrieno By;

LTC,=Leucotrieno C,; LTD,=Leucotrieno Dy;

LTE,=Leucotrieno E4; PAF=Factor Activador de Plaquetas; Bk=Bradicinina; SP=Sustancia P; NA=
Neurocinina A; FC=Fragmentos del sistema del complemento; Ser=Serotonina; OR=Radicales libres

del Oxigeno).
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2.3 Biosinteis de leucotrienos

En una gran variedad de células, la mayor parte del acido araquidénico (AA) se
encuentra esterificado en la posicién sn-2 de los fosfolipidos membranales. El
incremento de AA libre para la biosintesis de leucotrienos requiere de la
participaciéon de la enzima fosfolipasa A, (cPLA;) de 85 kDa (Haeggstrom vy
Wetterholm, 2002). En los pacientes que presentan complicaciones pulmonares,
pancreatitis aguda o asma, se ha observado un incremento en la produccién de
estas enzimas (Schroder y col., 1982; Vadas y Pruzanski, 1984). La evaluacion de
los efectos antagonistas de la contraccion inducida con PLA; en tiras de pleura
pulmonar indica que el mecanismo que media la respuesta contractil del tejido
involucra la liberacion del AA y consecuentemente, la formacion de eicosanoides

(Snyder y col., 1992).

El AA activa la biosintesis de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Fig. 1),
estos ultimos son catalizados por la enzima 5-lipooxigenasa (5-LO) y generan

leucotrieno B4 (LTB,) y leucotrienos sulfopéptidos LTCy, LTDg4, LTE,y 5-HETE.

Los leucotrienos son importantes mediadores en los procesos alérgicos e
inflamatorios que acompafan a varias enfermedades de la piel, padecimientos
gastrointestinales, de las articulaciones como la artritis reumatoide, asma
bronquial, etc. Células como los eosindfilos, baséfilos y células cebadas sintetizan
leucotrienos que contienen el grupo cisteinil (cys-Lts); entre ellos, el LTC,4 y el LTDg,
mientras que los neutrofilos y macréfagos generan principalmente el LTB4

(Haeggstrém y Wetterholm, 2002).

Vianey Nava Aguilar



Mediadores quimicos derivados del acido araquidénico

Membrana celular plasmatica
. F
.-'.-'-l.-lrfrrd' .:.J'..J'-:.'d:.‘

PLA,

l

Acido araquidonico

\ 4 l
Citocromo Ciclooxigenasa 12-Lipooxigenasa 5-Lipooxigenasa
P450 (COX-1y COX2)

\ 4 l l
EETEs PGG/H, 12-HPETE 5-HETE
HETEs ! [, !

Ciclo-endoperoxidos LPA LPB LTA,
(isomerasas) (lipoxinas)

l

PGls,PGE;,PGFa, TXA, LTCs LTB,
PGD,, PGA, (prostanoides) l
LTD4
LTE,

(Cisteinil-leucotrienos)

Fig. 1- La activacion de la PLA; inicia la cascada de transformacion enzimatica del &cido
araquidonico.
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La produccion de eicosanoides a partir del AA en los eosindfilos, células cebadas y
leucocitos polimorfonucleares se inicia cuando la PLA; citoplasmatica es
transportada al nucleo, el reticulo endoplasmico 6 el aparato de Golgi activando

una via de sefializacién mediada por [Ca®*]; (Glover y col., 1995).

La 5-LO es transportada al nucleo (Rouzer y Kargman 1988; Kargman y col., 1992;
Woods y col., 1993) y actia en pasos secuenciales para generar 5(S)-hidroxi,6-
trans-8,11-cis-acido eicosatetraendico (5-HPETE) y el 5(S),6(R)-ox0-7,9,11-trans-14-
cis-acido eicosatetraendico (LTA;) (Rouzer y col., 1988). La expresion de la proteina
activadora de la 5-lipooxigenasa (FLAP) es necesaria en la activacion celular de la 5-
LO y sus interacciones membranales, pero no lo es para su translocacion (Dixon y
col., 1990, Mancini y col., 1993). Se ha postulado que FLAP presenta el AA a la 5-
LO (Radmark y col., 1988), pero podria también restringir la difusion del AA a través
de la membrana celular. Por otra parte, el LTA4 es convertido a LTB4 por la accion de
la enzima LTA,4 hidrolasa (Lam y col., 1990); una vez formado el LTB,, éste es
exportado y utilizado por otras células fagociticas por medio de receptores de alta y
baja afinidad acoplados a una proteina G (Penrose y col., 1992; Yokomizo y col.,
2000). Alternativamente, en eosinéfilos, monocitos y células cebadas, el LTA; es
conjugado y reducido con glutation para formar LTC,4. Esta reaccion es catalizada
por la enzima LTC, sintasa, una proteina de 17-kDa localizada en el reticulo
endoplasmico y la membrana nuclear externa (Lam y col., 1994; Welsch y col., 1994;
Christmas y col., 2002). El transporte del LTC,; es mediado por la proteina 1
multidrogo-resistente (MRP1), posteriormente, es metabolizado a LTD,4, un producto
que induce la formacion de edema y la bronco-constriccion en vias aéreas (Loe y

col., 1996).
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Los cisteinil leucotrienos son potentes constrictores del muasculo liso,
particularmente de las vias aéreas; en la micro-circulacién inducen la contraccion
de las arteriolas e incrementan la permeabilidad de las vénulas provocando la
extravasacion del plasma (Lewis y col., 1990). Este tipo de leucotrienos son
reconocidos por dos tipos de receptores, CysLT; y CysLT,, ambos han sido

clonados y caracterizados como receptores acoplados a una proteina G.

El receptor CysLT; se localiza principalmente en el bazo, tejido pulmonar,
leucocitos de sangre periférica, células de musculo liso y macrofagos. El LTD4
presenta mayor afinidad por este receptor, seguido por el LTC, y el LTE4 en orden
decreciente de potencia. EI gen que codifica para este receptor se encuentra
localizado en el cromosoma X (Lynch y col.,, 1999). El CysLT, se encuentra
conformado por 345 aminoéacidos, dicha secuencia posee 40% de similitud con el
CysLT; (Heise y col., 2000; Takasaki y col., 2000), el LTC4 y el LTD4 se unen con
igual afinidad a este receptor. La distribucion en el organismo de este receptor es
mas amplia encontrandose en corazon, cerebro, leucocitos de sangre periférica,
bazo, placenta, nodulos linfaticos, y en concentraciones muy bajas, en los

pulmones.

Vianey Nava Aguilar



2.4 Regulacion y sefalizacion celular de la contraccion del
musculo liso

En respuesta al estimulo producido por un agonista (hiperreactividad), la contraccién
exacerbada del mdsculo liso de las vias aéreas es una de las principales
caracteristicas en el asma. En estado de reposo, la concentracién del Ca®" libre
([Ca®']) en el citosol es de 80-200 nM; cuando las células del musculo liso se
contraen, ésta aumenta de 0.1 uM a 1 uM aproximadamente (Somlyo y Himpens,
1989). El calcio es fundamental como segundo mensajero en las células del musculo
liso. El incremento de [Ca®'],, su unién a la proteina calmodulina y la activacion de la
cinasa de la cadena ligera de la miosina, son los estimulos que promueven la
contraccion celular (Fig. 2).

"], modulando el influjo de Ca** a través de canales que

Las células regulan la [Ca
se encuentran localizados en la superficie de la membrana plasmatica. En el
musculo liso existen canales que permiten la entrada de Ca?*, ya sea por un cambio
en el potencial electroquimico de la membrana, o por la activacion de canales de
calcio como resultado de la interaccion de un agonista con su receptor (Somlyo y
Somlyo, 1968). La acetilcolina, histamina y serotonina activan receptores acoplados
a una proteina G estimulando la activacién de la fosfolipasa C. La hidrdlisis del
fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato produce inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3), producto que

promueve la salida del Ca®* de los dep6sitos de almacenamiento intracelular (Gunst

y Tang, 2000; Hall, 2000; Pabelick y col., 2001; Stephens 2001; Janssen, 2002).
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ADP=R, ADF+F,

Ca™ CaM"MLCK
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Fig. 2 — El Ca** como segundo mensajero activa el sistema de sefializacion encargado de

iniciar la contraccion del musculo liso.

G=proteina G; R= receptor; L=ligando, IP3= inositol 1, 4, 5-trifosfato; SR= reticulo
sarcoplasmico; CaM= calmodulina; MLCK= cinasa de la cadena ligera de la miosina; MLCP=
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina; A= actina; M=miosina sin fosforilar; M,= miosina

fosforilada; AM y AM, fuerza generada para cruzar los filamentos.

Pfizer G, (2001)
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La bomba de Ca®" localizada en la membrana plasmatica es una Ca**, Mg**-ATPasa
encargada de regular el transporte de iones entre el espacio intracelular y
extracelular (Carafoli, 1991). La elucidacién de su conformacion estructural ha
permitido conocer que posee un dominio de union al ATP (Filoteo y col., 1987), un
residuo aspartilo (James y col., 1987), y un sitio de union a la calmodulina. La region
COOH-terminal es el punto de unién del complejo Ca®*-calmodulina y esta
constituido por los ultimos 40 residuos de aminoacidos del dominio transmembranal
(James y col., 1988). En ausencia del complejo Ca?**-calmodulina, esta secuencia
actua como un dominio autoinhibitorio interactuando intramolecularmente con dos
regiones que se encuentran separadas en la bomba. La primera region localizada en
el asa citosdlica y, la segunda, en la unidad catalitica principal entre el sitio de union
y fosforilacion del ATP (Enyedi y col., 1989; Falchetto 1991; 1992). Los acidos
fosfolipidicos, principalmente el polifosfoinositido, tienen la capacidad de estimular la

actividad de la bomba (Missiaen y col., 1989; Niggli y col., 1981).

Por otra parte, la mitocondria es un organelo encargado también de regular la
homeostasis del Ca®* citosélico. La mitocondria posee varias deshidrogenasas
sensibles al catién y un aumento en la [Ca®"] mitocondrial ([Ca®']m), provoca
incremento en la sintesis de ATP (Hajnoczky y col., 1995; Robb-Gaspers y col.,
1998). Debido a que las fluctuaciones en la [Ca®'] se encuentran en un rango
submicromolar, no es totalmente claro como ello podria afectar la sefializacion de la
sintesis de ATP. Sin embargo, existe evidencia en células del masculo liso de arteria
y de otros tipos celulares que sugieren que la salida de Ca** del RS a través de RIP;

o RyrR elevan la [Ca?'],, en un rango de aproximadamente 100 uM (Robb-Gaspers y
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col., 1998; Csordas y col., 1999; Drummond y col., 1999; 2000; Monteith y Blaustein,

1999; Gurney y col., 2000; Nasser y Simpson, 2000; Szalai y col., 2000).

Acoplamiento Electromecéanico y Farmacomecanico

El proceso contractil es regulado de acuerdo a dos mecanismos: electromecanico y
farmacomecanico. El acoplamiento electromecanico opera a través de cambios en el
potencial de membrana que provocan un aumento en las concentraciones de Ca?*
citoplasmatico (el potencial de membrana en las células del musculo liso es de -40 a
-70 mV). En el espacio extracelular, potenciales electropositivos inducen la apertura
de los canales de Ca?* dependientes del voltaje y el consecuente incremento de la
[Ca®*]; (Somlyo y Somlyo, 1994). El concepto de acoplamiento farmacomecéanico ha
sufrido modificaciones en los ultimos afios. Durante mucho tiempo se definié como
un mecanismo fisiologico encargado de regular la contraccion del masculo liso por
medio de la salida de Ca** del RS generada por el IPs. En los Gltimos afios se ha
dado importancia al estudio de la compleja transduccion de sefiales participantes en
la cascada del fosfatidilinositol y la participacion de las proteinas G (Somlyo y col.,

1999).

Receptores Acoplados a Proteinas G

La mayoria de los broncoconstrictores operan a través de receptores de superficie
membranal, que se encuentran acoplados a proteinas unidas a nucledétidos de
guanina (proteinas G) (Tabla 2). La interacién receptor-agonista regula el tono
muscular a través de proteinas G encargadas de activar a los sistemas de

sefalizacion que median los cambios en la actividad contractil.
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BRONCOCONSTRICTORES Y SU RECEPTOR

Mediador Receptor Neurotransmisor receptor
Histamina H1 Acetilcolina M3(My)
Cys-leucotrieno Cys-LTy, Cys-LT, SP NKs
Tromboxano TP Neurocinina A NK,
Prostaglandina D, TP(DP) Neuropéptido Y* Y,
Prostaglandina F5, TP(FP) Colecistocinina* CCKa
Isoprostanos TP Bombesina/GRP* BN
Factor Activador de Plaquetas PAF
Serotonina® 5HT,
Bradicinina B,
Endotelina ETs
Adenosina* Aoy
Angiotensina AT-1

Tabla 2 -Broncoconstrictores que operan a través de receptores de membrana acoplados a
una proteina G.

*Receptor que provoca la broncoconstriccion indirectamente.
“En musculo liso de vias aéreas de humano

Barnes P. J., 1998

Las proteinas G son estructuras heterodiméricas conformadas por las subunidades
a, By y (Kaziro y col., 1991) que son clasificadas en cuatro diferentes grupos con
base en su secuencia primaria de aminoacidos (Gas, Gai, Gaq y Gal2). La region
COOH-terminal de la subunidad o es la porcidon efectora que interactia con el
receptor (Watkins y col., 1985), mientras que la amino-terminal le permite anclarse a
la membrana y establecer el acoplamiento con el dimero By. En estado inactivo, el

guanosin di-fosfato (GDP) se encuentra unido a la subunidad o y ésta a su vez,
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asociada al dimero By, constituyendo de esta manera un heterodimero inactivo
acoplado al receptor. Al ser activado el receptor por su ligando se provoca un
cambio conformacional en la subunidad o y el GDP es intercambiado por guanosin
tri-fosfato (GTP). En el estado activo, o se disocia del dimero By y ambas
subunidades libres activan efectores intracelulares especificos. El estado activo
GTP-subunidad a es transitorio debido a que el GTP es hidrolizado a GDP por una
GTPasa intrinseca contenida en o, lo cual permite que a y By puedan reasociarse
(Carty y col., 1990). La estimulacion de receptores acoplados a proteinas G conlleva
a la activacion de la fosfolipasa C (PLC) que convierte el fosfoinositido 4,5-bifosfato
a inositol (1,4,5) trifosfato (IP3) y al1,2 sn-diacilglicerol (DAG). Tres isoformas de la
PLC han sido identificadas (PLC-B, PLC-y y PLC-38) (Cockroft y Thomas, 1992). Una
vez formado el IP3;, éste se une a receptores especificos localizados en el RS
provocando la liberacion del Ca** almacenado. El IP; es convertido a IP, por la IPs-
cinasa y posteriormente a inositol, el cual es reincorporado a los fosfoinositidos de la
membrana celular. A su vez, el IP; puede ser fosforilado por la IP3-cinasa a IP4,
molécula encargada de operar receptores que permiten que se recarguen los

almacenes de Ca?* intracelulares (Berridge e Irvine, 1989).

Regulacion de la fosforilacién de la cadena ligera de la Miosina Il en la contracciéon y
relajacion del musculo liso.

Un evento clave en la contraccion del masculo liso es la fosforilacion de la cadena
ligera de 20 kDa de la miosina Il (CLM). La miosina esta formada por seis cadenas
polipeptidicas: dos cadenas pesadas de aproximadamente 205 kDa que forman un

dimero, cada una de ellas con dos cadenas ligeras de 17 y 20 kDa (Adelstein y
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Sellers, 1996; Gunst y Tang, 2000). La fosforilacion de la cadena reguladora es una
reaccion catalizada por la cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK), la que a

2+]i

su vez es activada por el complejo Ca**-calmodulina cuando la [Ca®"]; es superior a

1uM (Kamm y Stull, 2001).

La actina es una proteina globular (G-actina) que puede ser polimerizada en
filamentos (F-actina) (Carlier, 1991). La F-actina es el principal componente del
citoesqueleto y su funcionamiento es esencial en diversos procesos celulares como
la movilidad, cambios morfolégicos y en el proceso de contracion celular del musculo

liso (Pollard y Cooper, 1986).

En células de la musculatura lisa, la contraccion es el resultado de la interaccion
entre los filamentos gruesos de miosina y delgados de actina. La miosina posee en
la regién NH,-terminal de su cabeza una Mg**-ATPasa (sitio catalitico) y un dominio
que funciona como un sitio de union a la actina. En cada ciclo de la interaccion que
se establece entre ambas proteinas, una molécula de ATP es hidrolizada a ADP y
Pi. Al unirse la miosina a la actina se forma el complejo actomiosina-ADP-Pi.
Posteriormente, el ADP y el Pi son liberados al exterior y generan un cambio
conformacional en la cabeza de la miosina lo que provoca el movimiento de los
filamentos (Fig. 3) (Jontes y Milligan, 1997; Geeves y Colmes, 1999; Ishijima y col.,

1998).

La relajacién del masculo liso mediada por un incremento en los niveles de AMPc se
asocia con una disminucion de la sensibilidad de la maquinaria contractil al Ca®*. La

formacion de AMPc permite la activacion de la cinasa A (PKA) encargada de
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fosforilar residuos de serina y tirosina de proteinas reguladoras, canales idnicos y de

enzimas como la MLCK (Gerthoffer, 1986).
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Fig. 3- El Ciclo de interaccion de la Miosina con la Actina. A) El ATP se une a la regién NH,
terminal de la miosina e induce un cambio conformacional. B) EI ATP es hidrolizado.
C y D) La miosina se une a la actina formando el complejo actomiosina-ADP-PIi.
Posteriormente, el ADP y el Pi son liberados al exterior generando un que la cabeza

de la miosina se desplaze y provoque el movimiento de los filamentos
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2.5 Farmacos utilizados en el tratamiento del asma

Como se ha mencionado anteriormente, el asma es un sindrome que se
caracteriza porque el sujeto manifiesta hiperreactividad e inflamacion de las vias
aéreas. Si bien, en la clinica se emplean diversos compuestos para controlar este
padecimiento, ninguno de ellos puede ser considerado como el ideal por lo que
continuamente se buscan opciones para el desarrollo de agentes antiasmaticos

mas efectivos.

Los medicamentos utilizados en la actualidad se clasifican dentro de los agentes
broncodilatadores o antiinflamatorios. Entre los primeros se encuentran los
agonistas adrenérgicos tipo B2, las metilxantinas y los anticolinérgicos; los
antinflogisticos utilizados pertenecen al grupo de los corticoesteroides y productos
similares al cromolin. Los estudios clinicos encaminados a valorar los beneficios
que aporta el uso de broncodilatadores versus los antiinflamatorios, sefalan a
estos Ultimos como los farmacos de eleccion, reservando el empleo de los

broncodilatadores para el alivio sintomatico (Rall, 1996).

Broncodilatadores

Los agonistas adrenérgicos tipo tipo B, son utilizados para relajar el musculo liso
bronquial. EI método de aplicacion ideal es por inhalacién, aunque es necesario un
entrenamiento adecuado para su administracion. Los mas usuales son el Salbutamol
y la Terbutalina, ambos de efectos inmediatos (minutos) y con 2 a 4 horas de

duracién. Actualmente existen en el mercado otros productos de accion mas
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prologada con un efecto de 8-10 horas de duracidbn. Aunque la accion
broncodilatadora pareciera ser el principal efecto terapéutico en pacientes con
asma, las evidencias sugieren que este tipo de agonistas podria suprimir la
liberacion de leucotrienos e histamina en las células cebadas del tejido pulmonar,
bajar la permeabilidad vascular y posiblemente inhibir la PLA,. Los efectos
adversos de los agonistas adrenérgicos-B en el tratamiento del asma son
provocados por la estimulacién de receptores adrenérgicos tipo B1 en el corazén

(Katzung, 2002).

Aungue el empleo de metilxantinas en el tratamiento del asma es menos habitual,
algunos de estos farmacos se utilizan ocasionalmente. Las tres metilxantinas mas
importantes son teofilina, teobromina y cafeina; el mecanismo de accion propuesto
es muy diverso, pero ninguno se ha vinculado con un efecto broncodilatador.
Pruebas in vitro han demostrado que su utilizacidbn en altas concentraciones
inhiben a la enzima fosfodiesterasa. Dado que la fosfodiesterasa hidroliza
nucledtidos ciclicos, su inhibiciébn produce un incremento de los niveles de AMPc
intracelular, efecto que podria explicar la estimulacion cardiaca y la relajacion del
musculo liso. No obstante, es poco probable que se reproduzca dicho efecto in vivo

(Katzung, 2002).

El empleo de anti-histaminicos de primera generacion es limitado debido al efecto
sedante que provocan; los de segunda generacidon atentan ligeramente el
broncoespasmo producido por la histamina, el aire frio y el ejercicio, sugiriendo que
esta linea de antihistaminicos debe ser recomendada con otros agentes en el

tratamiento del asma (Larsen, 2001). La estimulacién de receptores H; induce la
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contracciéon del muasculo liso de las vias aéreas. Los antihistaminicos H; (AH,)
clasicos o de primera generacién (clorato de clorfeniramina) son poco selectivos, y
con efectos sedantes, anticolinérgicos y antiserotoninérgicos. Los AH; de segunda
generacion (también llamados antihistaminicos no sedantes como la loratadina) son
mas selectivos para los receptores H; periféricos y no atraviesan la barrera
hematoencefalica (Welch y col. 2002). Los AH; bloquean de forma competitiva y
reversible los receptores H; de la histamina (Mutschler y Derendorf, 1995). Como
resultado de este bloqueo se produce disminucién de la permeabilidad capilar y
relajacion de la musculatura del tracto respiratorio. Esta accion es meramente
paliativa, ya que uUnicamente bloguean la respuesta fisiolégica de la histamina

liberada tras producirse la reaccion antigeno-anticuerpo.

ANTICOLINERGICOS

Los anticolinérgicos son antagonistas especificos de los receptores muscarinicos.
Algunos de estos farmacos de tipo cuaternario (bromido de ipratropio, bromido de
oxitropio) son administrados en aerosol para tratar el broncoespasmo producido en
los pacientes asmaticos, su eficacia es menor a la de los agentes adrenérgicos tipo

B> (Mutschler y Derendorf., 1995).
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Antiinflamatorios

Entre los agentes antiinflamatorios utilizados para controlar el asma destacan los
glucocorticoides y medicamentos similares al cromolin (cromoglicato disédico,
nedocromil). Los corticoesteroides y sus derivados son capaces de suprimir la
reaccion inflamatoria de la pared bronquial inhibiendo la proliferacion, diferenciacion,
migracion y activacion de células inflamatorias. Asimismo, impiden la sintesis de
interleucinas, prostaglandinas, leucotrienos y FAP, reduciendo la hiperreactividad
bronquial y la formacion de moco (Mutschler y Derendorf, 1995). El empleo de
glucocorticoides inhalados en pacientes asmaticos es bastante frecuente y
constituyen la eleccion terapéutica de primera linea por sus beneficios sintomaticos.
Los efectos adversos suelen ser: candidiasis orofaringea, tos irritativa, Ulcera
péptica, hipertension y supresion de la respuesta inmune (Rall, 1996), estos efectos
son menos frecuentes a dosis bajas. Asimismo, se ha reportado que su absorcion

provoca osteoporosis (Mortimer y col., 2005).

El cromoglicato de sodio es un derivado sintético de las cromonas que es capaz de
inhibir la liberacion de mediadores quimicos de las células cebadas (Neffen, 1990).
Aunque durante varios afios se relacioné este efecto con la actividad antiinflogistica,
el mecanismo de accion de este agente aun no se encuentra del todo claro. El
empleo del cromoglicato disminuyé en 1990 debido a la utilizacion de los
corticosteroides inhalados (Price y Weller 1995). El nedocromil sddico posee un
mecanismo de accion semejante al cromoglicato. Los estudios clinicos realizados a
largo plazo no han demostrado que existan diferencias significativas entre ambos

(Kelly y col., 2001).
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Antagonistas de Cys-leucotrienos

Los esfuerzos de la industria farmacéutica se han enfocado en el desarrollo de
agentes que modulen la sintesis 0 mecanismo de accion de los Cys-LTs.
Recientemente, tres antagonistas selectivos del receptor CysLT; han sido
elaborados para el tratamiento del asma: Zafirlukast, Montelukast y Pranlukast. Se
trata de medicamentos indicados para casos de asma leve-moderado que no
responden a otros tratamientos. No obstante, existen reportes que restringen la
prescripcion de los dos primeros medicamentos en pacientes con disfuncion

hepética (Wooltorton, 2004).
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2.6 Plantas medicinales evaluadas como antiasmaticos

Las pruebas in vitro que permiten determinar inhibicibn de los productos
derivados de la biosintesis del acido araquidénico han sido utilizadas para evaluar
las propiedades antiasméticas de los extractos vegetales y de principios activos

puros (El Sayah y col. 1998; Castro y col. 2000).

En la literatura cientifica hay antecedentes sobre la evaluacién de plantas con
propiedades antiasmaticas en modelos in vitro. La especie Galphimia glauca es
utilizada en América Latina como antiasmatico y antialérgico. De la planta se
aislaron el &cido galico, metil galato, quercetina y &acido tetragaloilquinico,
compuestos a los que se relacioné con efectos antiasmaticos (Dorsch y col., 1992).
La evaluacion biologica de la fraccion organica, obtenida por particién entre acetato
de etilo y agua del extracto metandlico de las partes aéreas de la planta, mostro
inhibicion de la repuesta contractil de la traquea estimulada con LTD,4 en cobayos
sensibilizados previamente con ovoalbumina (Campos y col., 2001). Otras 19
especies utilizadas en la medicina tradicional de Brasil fueron valoradas in vitro
como inhibidores de la 5-lipooxigenasa (5-LO) siendo activas Hedichium
coronarium, Xylopa frutescens e Hymenaea courbaril (Castro y col. 2000).
Asimismo, se ha descrito que el extracto hidroalcohdlico de Drymis winteri produce
inhibicion de las contracciones inducidas con varios mediadores involucrados en el
proceso asmatico y alérgico en la traguea del cobayo sensibilizado con ovalbamina

(ElI Sayah y col. 1998).
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Clerodendron serratum es una especie utilizada en la medicina tradicional de la
India para tratar enfermedades respiratorias, incluyendo al asma. La evaluacion del
extracto acuoso de esta planta demostré inhibicién de la contraccién inducida con
histamina en la trAquea de cobayo (Vasavada y col. 1967). Desmodium ascendens
cuenta con evidencia experimental de una posible actividad broncodilatadora, el
extracto acuoso y productos obtenidos de un fraccionamiento quimico fueron
inhibidores de la contraccion del muasculo liso de las vias aéreas del cobayo,
probablemente por supresion de la sintesis de leucotrienos (Addy y col. 1986,

1988, 1990).

El aceite esencial de las hojas de Eucaliptus globulus es usado para tratar
enfermedades respiratorias como la bronquitis; las hojas secas se fuman como
tabaco para tratar el asma (Szelenyi y Brune, 2002). El aceite esencial contiene el
compuesto 1,8-cineol que ha demostrado en experimentos in vitro un efecto
inhibidor de la produccion de TNFa, IL-1B3, LTBs y TXB, en monocitos humanos

(Juergens y col. 1998).
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2.7 Efecto de los leucotrienos sobre la fosforilacion oxidativa
mitocondrial

Las mitocondrias son los organelos de las células eucaridticas aerdbicas donde
ocurren las transformaciones energéticas mas importantes: la oxidaciéon de los
sustratos y la fosforilacion de ADP para forma ATP. Estos dos eventos se integran
en uno solo, conocido como fosforilacion oxidativa. Alojados en la membrana interna
mitocondrial se encuentran los cinco complejos multiprotéicos que participan en este
proceso: el complejo | (NADH-ubiquinona oxidoreductasa), el complejo Il (succinato-
ubiquinona oxidoreductasa), el complejo Il (ubiquinol-citocromo c reductasa), el
complejo IV (citocromo oxidasa) y el complejo V (ATP sintetasa) (Gonzalez-Halphen

y Vazquez-Acevedo, 2002).

La produccién del ATP mitocondrial es esencial para el mantenimiento de la
integridad celular. La sintesis del ATP es un proceso acoplado entre la cadena
respiratoria formada por los cuatro complejos protéicos y la ATP sintasa con un
intermediario comun que es el gradiente de protones (A¥Ym). Si la membrana
mitocondrial interna pierde impermeabilidad a los protones, la fosforilacién del ADP
se vera afectada (Tuena de Gomez-Puyou, 2002). Asimismo, se ha descrito que la
actividad catalitica de los complejos de la cadena respiratoria que se encuentran
inmersos en la membrana requieren de un ambiente lipidico estable y que, la
alteracion de la estructura de los fosfolipidos en la membrana, compromete la
funcionalidad de la cadena respiratoria dando origen a una deficiencia energética y

eventualmente a la muerte celular (Daum, 1985).
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En condiciones anaerdbicas, el acido pirtvico procedente de la glucdlisis se reduce
a acido lactico y produce un incremento en los niveles de lactato, sintesis de ATP
insuficiente y acidez intracelular. La acidosis resultante interfiere con la funcion
enzimatica normal y proporciona un medio ambiente favorable para la formacion de

especies reactivas de oxigeno (Hogg, 1998).

Es sabido que el asma priva a los pacientes del el oxigeno. Esto produce severas
alteraciones en la funcion mitocondrial como el desacoplamiento parcial o la
inhibicion de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria, disminucion del
gradiente de H®, inhibicion de la fosforilacion oxidativa, mayor produccion de
radicales libres del oxigeno con el consecuente estrés oxidativo y, apoptosis entre
otras (Zamzami y col. 1999). Los principales sustratos fisioldégicos de los radicales
libres son las cadenas de &acidos grasos insaturados, principalmente del acido
araquidonico y cardiolipina que sufren la lipoperoxidacion (Janero, 1990). La
peroxidacion de los lipidos de la membrana mitocondrial produce dafios en la

respiracion celular, fosforilacion oxidativa y transporte de iones (Morais, 1999).

Por otra parte, han sido descritos los efectos desacoplantes de algunos farmacos
antiinflamatorios no esteroidales como la indometacina y el benoxaprofeno,
reportados a su vez como inhibidores de la sintesis de leucotrienos in vitro (Ahnfelt-
Ronne y Arrigoni-Martelli 1982), y que, a concentraciones elevadas actian como
inhibidores de la fosforilacion oxidativa (Kawai y col., 1985). Moreno-Sanchez y
colaboradores (1999) evaluaron los efectos de siete farmacos antiinflamatorios
utilizando como modelo experimental la respiracion mitocondrial, la sintesis de ATP

y el potencial de membrana de mitocondrias de higado de rata. Con excepcion de

Vianey Nava Aguilar



nabumetona y naproxeno, los productos evaluados (diclofenaco, piroxicam,
indometacina, nimeluside y meloxican) presentaron un efecto desacoplante sobre las

mitocondrias en este modelo.
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2.8 Seleccion de plantas medicinales como “probables antiasmaticos”

Las estrategias que habitualmente se siguen para la selecciébn de especies
medicinales que se someten a evaluacién experimental se basan en la informacién
etnobotanica, en las caracteristicas quimicas que presentan las diferentes especies
de un género o de una familia botanica y en los antecedentes respecto a los

estudios farmacoldgicos ya reportados (Bruhn y Sandberg, 2000).

En los bancos de datos con informacién etnobotanica (IMSS, INI, INECOL) son
muy pocas las especies medicinales que se reportan especificamente como
antiasmaticas (Tabla 3); sin embargo, el analisis de la informacion sobre los
diferentes usos que se describen para una especie en particular y los mencionados
para el género botanico, asi como los antecedentes sobre los constituyentes
quimicos descritos para el género (criterio quimiotaxonémico), permiten proponer

para su evaluacién a un grupo de plantas “probables antiasmaticos”.

Para el presente estudio, la seleccion de las plantas se basé en: a) especies que
en un analisis previo mostraron importante actividad antiinflamatoria en el modelo
del edema plantar inducido con carragenina (Guajardo, 2001; Nava, 2002; David
2002; Meckes y col., 2004), b) plantas mencionadas como antiasmaticas en los
bancos de datos con informacion etnobotanica y que no hayan sido aun evaluadas
en el tejido muscular liso de la trdquea in vitro y que no sean téxicas, c) plantas que
son utilizadas para tratar sintomas relacionados con un proceso asmatico y cuyo
patrén quimiotaxonémico permite proponerlas como “probables antiasmaticos”; por
ejemplo, la presencia de &cido nordihidroguaiarético en el género Larrea, ya

reportado en la literatura como inhibidor de la lipooxigenasa (Farmer y col. 1987).
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Especie

Asclepias
curassavica*

(Asclepiadaceae)
Borago officinalis

(Boraginaceae)

Gnaphalium spp

(Asteraceae)

Gossypium
hirsutum*
(Malvaceae)

Heliotropium
currasavicum
(Boraginaceae)

Hibiscus rosa-
sinensis
(Malvaceae)

Piper auritum
(Piperaceae)

Piper sanctum
(Piperaceae)

Solandra
grandiflora *
(Solanaceae)

Nombres
Vulgares

quiebramuelas

Borraja

gordolobo

Algodoén

alacrancillo

tulipan

acoyo,
cordoncillo

hoja santa,
cordoncillo

Guayacan

Usos
populares

asma, dolor,
catarro

asma,

asma, bronquitis

asma,

asma, tos

asma, tosferina

asma
asma

asma

Parte

Citas

Argueta, 1994

Argueta, 1994

Argueta, 1994

Argueta, 1994

IMSSM

Argueta, 1994

Argueta, 1994

Laray
Marquez, 1999

IMSSM

Tabla 3- Especies de plantas medicinales que se mencionan en los bancos de datos
consultados por su uso en México como antiasmaticas. Las siglas IMMSM
corresponden a informacion recabada en el herbario perteneciente al Instituto
Mexicano del Seguro Social.

A= partes aéreas, C= corteza, H= hojas, |= planta completa, F= flores, L= latex, R= raiz,
Re=resina, * = planta toxica, N= parte no especificada.

Vianey Nava Aguilar



Con base en lo anterior, nueve especies de plantas medicinales fueron
seleccionadas para la evaluacién de los efectos de sus extractos integros en los

ensayos biolégicos propuestos en el presente estudio (Tabla 4).

Especie Extracto Parte de
la Planta

Achillea millefolium metandlico F
(Asteraceae)
Chamaedora tepejilote acuoso A
(Palmae)
Gnaphalium attenuatum metandlico A
var. sylvicola
(Asteraceae)
Hibiscus uncinellus metandlico A
(Malvaceae)
Larrea tridentata metandlico A
(Zygophylaceae)
Lippia dulcis etandlico C
(Verbenaceae)
Oenotherarosea metandlico A
(Onagraceae)
Rubus coriifolius diclorometano- A
(Rosaceae) metanol (1:1)
Sphaeralcea angustifolia cloroférmico A
(Malvaceae)

Tabla 4- Especies medicinales que fueron propuestas para su evaluacion como “probables
antiasmaticos” en el presente estudio.

A= partes aéreas, C= corteza, F= flores.
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El objetivo central del presente trabajo es el disefio de modelos in vitro que permitan
seleccionar plantas para su evaluacion posterior como antiasmaticos. En una
primera etapa se realizd la valoracion de la actividad inhibitoria que producen los
extractos de las plantas seleccionadas sobre la respuesta contractil inducida con

histamina, AAy LTD4 en el masculo liso de la traquea de cobayo.

En un proceso asmatico la produccion de leucotrienos en las vias respiratorias ha
sido un tema ampliamente estudiado, sin embargo, es poco lo que se conoce acerca
del funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial en este tipo de tejidos y
como este mecanismo puede ser afectado por productos como el LTD,4. Por lo que,
el presente estudio evaluara el efecto in vitro del LTD, y del extracto vegetal de
Gnaphalium attenuatum var. sylvicola sobre la funcion de la cadena respiratoria

mitocondrial del musculo liso de la traquea de cobayo.
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I11- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El presente estudio tuvo como propdsito identificar extractos de plantas medicinales

con actividad relajante sobre el musculo liso traqueal, asi como implementar una

metodologia que permita evaluar los efectos que producen los extractos vegetales

sobre la fosforilacion oxidativa mitocondrial.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto relajante de los extractos de nueve especies medicinales en
preparaciones con anillos de traquea de cobayo, pre-contraidas con histamina y

acido araquidodnico (AA).

Evaluar el efecto relajante de uno de los extractos activos en preparaciones con
anillos de trAdquea de cobayo, en curvas concentracion-respuesta construidas

con leucotrieno D4 (LTDa,)

Evaluar en presencia y ausencia de LTDy, los efectos del extracto metandlico de
Gnaphalium attenuatum var. sylvicola sobre la fosforilacibn oxidativa

mitocondrial.
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IV- HIPOTESIS

Los extractos de las plantas seleccionadas por sus propiedades antiinflamatorias
inhibirdn la respuesta contractil inducida con His y AA en los anillos de traquea de
cobayo in vitro, y, el extracto con mayor efecto relajante sobre la contraccion
provocada con ambos agonistas inhibird las curvas concentracion-respuesta

construidas con LTDa,.

El LTD4, el extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola y la
combinacion de ambos productos, modificaran la actividad de algunas enzimas de

la cadena respiratoria mitocondrial.
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V- METODOLOGIA

5.1 Material vegetal y preparacion de los extractos
Los extractos utilizados en el presente estudio se obtuvieron de material vegetal
colectado previamente e identificado en el Herbario IMSSM por la M. en C. Abigail

Aguilar Contreras (Tabla 5).

Especie Extracto No registro
Achillea millefolium metandlico 13044
(Asteraceae)
Chamaedora tepejilote acuoso 13080
(Palmae)
Gnaphalium attenuatum metandlico 15072
var. sylvicola
(Asteraceae)
Hibiscus uncinellus metandlico 1636
(Malvaceae)
Larrea tridentata metandlico 14411
(Zygophylaceae)
Lippia dulcis etandlico 14417
(Verbenaceae)
Oenotherarosea metandlico 14412
(Onagraceae)
Rubus coriifolius etanolico 11874
(Rosaceae)
Sphaeralcea angustifolia diclorometano 14294
(Malvaceae)

Tabla 5- Especies vegetales seleccionadas para su evaluacion en el presente estudio.
Extracto utilizado y n° de registro en el Herbario IMSSM.

La preparacion de los extractos crudos se hizo via maceracion exhaustiva del
material vegetal seco y molido con los disolventes organicos correspondientes. Los
extractos se concentraron a presion reducida hasta sequedad en un rota-evaporador
a 40°C. En el caso de Chamaedora tepejilote, el extracto acuoso fue concentrado

por un proceso de liofilizacién.

Vianey Nava Aguilar



5.2 Modelos biolégicos

5.2.1- Preparaciones con anillos de traquea de cobayo

La utilizacion de cobayos en el modelo experimental del asma se debe a la
similitud que existe entre la broncoconstriccién inducida con agentes quimicos en

este modelo y el asma bronquial del humano (Campos y Church, 1992).

En el estudio se utilizaron cobayos machos de la cepa Harley con un peso de 400-
550 g, sin ayuno previo. Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y
desangrado cortando la vena porta. La traquea fue aislada y sumergida en solucion
Krebs-Henseleit (K-H) a 37°C y con burbujeo constante de 95%0,-5%CO,,
posteriormente fue cortada en segmentos que contenian tres anillos de cartilago.
Las preparaciones se suspendieron verticalmente por medio de dos ganchos de
acero inoxidable en bafios para 6rganos aislados incubando en 5 ml de la solucion
K-H a 37°C y manteniendo el burbujeo continuo con carbégeno. Uno de los
extremos de la preparacion se fijé a la camara y el otro se unié a un transductor de
desplazamiento FT03 acoplado al poligrafo Grass-7D, previamente calibrado a una
sensibilidad de 2 mV/cm y 1 g de tension. Los tejidos se dejaron estabilizar por un
periodo de 60-90 min cambiando el medio cada 15 min. La composicion del medio
K-H fue la siguiente: NaCl 118 mM; KCI 4.4 mM; CaCl, 2.5 mM; NaHCO3; 25 mM;

MgSO, 1.2 mM; KH,PO4 1.2 mM; glucosa 11 mM.
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5.2.2- Evaluacion de los extractos seleccionados sobre las
contracciones inducidas con His y AA

Una vez estabilizadas las preparaciones de anillos de traquea de cobayo en la
solucién K-H, se indujo la respuesta contractil con 60 mM de KCI y se repiti6 la
observacién hasta reproducir la amplitud maxima. A continuacién, se lavaron los
tejidos y se indujo la contracién por separado con His (1x107M) o AA (1x107'M)
(observaciones realizadas con anterioridad permitieron establecer el rango 6ptimo
de las concentraciones para obtener una respuesta tdénica sostenida).
Posteriormente se procedié a realizar la adicibn acumulativa de concentraciones
variables de los extractos hasta inhibir la contraccion sobre los tejidos. Al término
de cada experimento, la concentracibn maxima efectiva de KCI (60 mM) fue
adicionada a cada bafio para comprobar la viabilidad de los tejidos. Los extractos
vegetales fueron disueltos utilizando como vehiculo dimetilsulfoxido y la

concentracion final del vehiculo en el bafio para 6rganos fue < 0.15%.

5.2.3- Evaluacion del extracto de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola
sobre las curvas concentracion-respuesta inducidas con
LTD,4

En otra serie de experimentos, las contracciones fueron inducidas con la adicion
acumulativa de LTD, (1 x 10 a 1 x 10° M) en presencia de 1x10°M de
indometacina (curva control). Para evitar la biotransformacion de LTD, a LTE,4 los
tejidos fueron preincubados durante 30 min con 6 mM de L-cisteina. A su vez, los
tejidos fueron incubados con el extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola (75, 100, y 125 pg/ml) por 30 min y se indujo la contraccion con LTD4 para
obtener la curva dosis-respuesta. El farmaco zafirlukast (0.1 ug/ml) fue utilizado

como control positivo.
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5.2.4- Analisis de Datos

Los resultados se muestran como el porcentaje maximo de contraccion provocado
con el agonista y se obtuvo el promedio * error estandar. El efecto se expres6 como
el valor de Clsp (concentracién de extracto que inhibié la respuesta contractil
maxima en un 50%), calculada mediante ajuste no lineal. La respuesta del extracto
metandlico de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola ante el LTD, fue expresada
como porcentaje con respecto a la respuesta maxima observada en los tejidos
contraidos con 60 mM de KCI. Ademas, se determind el valor pD2 (-log Clsp) y la
respuesta maxima (Emax) para cada una de las concentraciones empleadas, para
determinar la diferencia significativa entre los valores se utilizdé la prueba T de

Student (p<0.05).
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5.2.5- Aislamiento de la fraccién celular del homogeneizado total de la
traquea de cobayo

Cobayos machos de la cepa Harley (400-550g), sin ayuno previo, fueron
sacrificados por dislocacion cervical y desangrados. Posteriormente, la traquea fue
extraida y colocada en un medio de aislamiento (sacarosa 250 mM, TEA 3 mM,
EDTA 1 mM, pH 7.4). El tejido se pesoé y se corté en trozos muy finos para preparar
un homogeneizado al 10% (p/v) en un homogeneizador Potter-Elvehjem provisto con
un piston esmerilado y a una velocidad media en un motor Caframo tipo RZR1.
Todas las manipulaciones se realizaron con la mayor rapidez posible y a una
temperatura de 2-4° C. El homogeneizado obtenido se distribuyé en tubos de
centrifuga para obtener la fraccion celular enriquecida de mitocondrias de acuerdo al
método de centrifugacion diferencial descrito previamente por Vazquez-Memije y
col.,, 1984 (Fig. 4). La concentracion de proteina se determind por el método de
Lowry y col. (1951) en muestras por triplicado utilizando albumina de suero de
bovino, fraccion V (BSA) como estandar, a una concentracion de 1 mg / mly leidas a

una absorbancia de 560 nm.

ESQUEMA DE CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

|| Homogeneizado total 10% ||

I 756xg/10 min/4°C

(Desechar) (Fraccioén celular utilizada)

Fig 4 - Esquema de centrifugacion para el aislamiento de la fraccion celular de la
trAquea de cobayo.
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5.2.6- Aislamiento de mitocondrias de higado de rata

Las mitocondrias de higado de rata son un modelo experimental ampliamente
utilizado debido a la gran informacion y conocimiento que se tiene sobre el mismo.
La funcionalidad de estas mitocondrias esta bien estudiada y caracterizada, por lo

gue este modelo fue seleccionado como grupo control de referencia.

Ratas machos de la cepa Sprague-Dawley con un peso de 400-450g con libre
acceso a agua y alimento fueron sacrificadas por dislocacién cervical. El higado se
extrajo colocandolo en un medio de aislamiento que contenia: sacarosa 250 mM,
TEA 3 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4. El medio se pesO previamente para obtener por
diferencia el peso del tejido himedo. El tejido se cortd en trozos finos y se colocé en
un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem provisto de un piston de teflon,
procediendo a su homogeneizacion con golpes suaves a una velocidad media en un
motor Caframo tipo RZR1. El homogeneizado fue ajustado a una concentracion de
10% (p/v). Todas las manipulaciones se realizaron con la mayor rapidez posible y a

una temperatura de 2-4°C.

El homogeneizado obtenido se distribuyd en tubos de centrifuga para obtener la
fraccion mitocondrial por el método de centrifugacion diferencial que se resume en la
Fig. 5 (Vazquez-Memije y col., 1984). La concentracion de proteina, al igual que en

caso anterior, se determino por el método descrito por Lowry y col. (1951).
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|| Homogeneizado Total 10% ||

756xg/10 min/4°C

(Nucleos, restos celulares, células enteras)

(Mitocondrias, R. E. ribosomas)

3,024xg/10 min/4°C

(R. E., ribosomas)
Desechar

Fraccion mitocondrial
resuspendida en sacarosa 250 mM
756xg/10 min/4°C

i
N

r
P1 | S1

3,024xg/10 min/4°C > Lavado

Fraccion Mitocondrial lavada Desechar j

Fig 5 — Esquema que simplifica la metodologia empleada para la obtencién de mitocondrias
de higado de rata por centrifugacioén diferencial.
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5.2.7- Determinacion de las actividades enzimaticas

Succinato deshidrogenada (SDH/Complejo ). La actividad de esta enzima se

determind por un método espectrofotométrico siguiendo la reduccion del 2,6-dicloro-

fenolindofenol (DCIPP) a 600 nm utilizando un coeficiente de extincion de 19.1 mM™
cm * para el DCIPP. La mezcla de incubacién contenia: KH,PO4 50 mM pH 7.0;

Succinato 16 mM; DCPIP 0.1 mM, KCN 1.5 mM y 100-150ug de proteina. Tiempo de

incubaciéon de 2 min, a una temperatura de 30°C. Volumen total 1.0 ml.

Citocromo c¢ oxidasa (COX, complejo 1V). La actividad de la enzima fue

determinada por un método espectrofotométrico utilizando citocromo ¢ reducido al
0.1% en fosfato de potasio 10 mM (pH 7.0). Tiempo de incubacién 1-2 min,
temperatura 30°C y 100-150 pug de proteina. Los cambios de absorcion fueron
seguidos a 550 nm. El coeficiente de extincion utilizado para el citocromo ¢ fue 18

mM™tcm 2.

ATPasa-Hidrdlisis de ATP (complejo V). La actividad hidrolitica de la ATPasa fue

determinada por el método de Bonting modificado (Delhumeau y col., 1973;
Vazquez-Memije y col., 1988) que permite medir el fosfato inorganico producido en
la reaccién enzimética. El medio de incubacién utilizado fue el siguiente: 25 mM de
Tris-HCI pH 7.5, 200 mM de sacarosa, 5 mM de MgCl, 5 mM de ATP y 100-150ug de
proteina. Temperatura 37°C y tiempo de incubacién 4 minutos, volumen total 0.5 ml.
La reaccién se inicid con la adicion de la proteina y se detuvo con HCIO4 a una
concentracion final de 6%. La mezcla se mantuvo en hielo durante 15 min y

posteriormente fue centrifugada a 756 g durante 15 min en una centrifuga clinica.

Vianey Nava Aguilar



Los tubos fueron decantados y en 0.5 ml del sobrenadante obtenido se determiné el

fosfato inorganico.

Sintesis_de ATP. La sintesis de ATP acoplada a la reducciéon del NADP fue

determinada espectrofotométricamente (340 nm) en 1 ml de mezcla de reaccion que
contenia: 0.15 M de sucrosa, 20 mM Tris HCI, 1 mM ADP, 20 mM Pi, 5 mM MgCl,, 10
mM glucosa, 1 mg/ml hexocinasa, 30 wunidades de glucosa-6-fosfato
deshidrogenada, 100 uM diadenosina pentafosfato y 150-200 pug de proteina
mitocondrial. pH 7.5, temperatura 37° C. La reaccion fue iniciada por la adicion del

substrato (12 mM de succinato).

5.2.8 Evaluacion del LTD,, del extracto de Gnaphalium attenuatum var
sylvicola y de la combinacion de ambos productos sobre la
fosforilacion oxidativa de la cadena respiratoria mitocondrial.

Con el objetivo de determinar el efecto que ejerce el LTD, sobre la fosforilacion
oxidativa de las mitocondrias de higado de rata y del masculo liso de traquea de
cobayo, se midié su actividad en presencia de cuatro diferentes concentraciones
de LTD4 (1, 1.5, 2 y 3 nmoles). Las concentraciones utilizadas fueron establecidas
con base en el trabajo de Takeuchi y col. (1991), en el cual se sefala que en el
modelo de mitocondrias de cerebro de rata la concentracion de 3 nmoles de LTD4

no desacopla la produccién de ATP.

Para evaluar la actividad del extracto metandlico de el Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola el producto fue disuelto en dimetil sulféxido. Las concentraciones
utilizadas fueron 81, 162 y 324 ug/0.1 mg de proteina. Las concentraciones fueron

establecidas con base en la Clso que el extracto tuvo en los tejidos tratados con los
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agonistas His y AA. En la valoracion de la combinacion de ambos productos se
emplearon concentraciones que habian mostrado un efecto maximo, ya fuera

aumentando o disminuyendo la actividad enzimética.

Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como el porcentaje obtenido con respecto al
grupo control y se obtuvo el promedio + la desviacién estandar de la media, para
determinar la diferencia significativa entre los valores se utilizando utilizé el analisis

de varianza (ANOVA) (p<0.01).
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VI- RESULTADOS

6.1- Efecto de los extractos sobre la contraccion inducida con los

agonistas His y AA.
En el modelo biolégico con preparaciones de musculo liso de traquea de cobayo
precontraidas con los agonistas His y AA, se evaluaron los extractos de las nueve

especies. La potencia del efecto inhibitorio (Clsp) de cada extracto se ilustra en la

Tabla 6.
Especie Extracto evaluado Agonista utilizado | Clso (ug/ml)
Achillea millefolium metandlico histamina 18.13 £ 0.55
acido araquidénico | 96.37+ 3.00
Chamaedora tepejilote acuoso histamina *SE
acido araquidénico | *SE
Gnaphalium attenuatum | metandlico histamina 44,16 £ 0.71
var. sylvicola acido araquidonico | 27.66 £ 0.90
LTD4 8.3+0.35
Hibiscus uncinellus metandlico histamina 39.87 +2.16
acido araquidénico | 47.11+ 2.50
Larrea tridentata metanolico histamina 11.86 £ 0.30
acido araquidonico | 28.41 £ 2.23
Lippia dulcis etandlico histamina 36.26 £ 2.00
acido araquidonico | *S.E.
Oenothera rosea metandlico histamina 15.75+0.44
acido araquidénico | 46.44 +2.31
Rubus coriifolius etandlico histamina 2248 + 0.70
acido araquidénico | 49.11 + 1.58
Sphaeralcea angustifolia | diclorometano histamina 1859+ 1.14
acido araquidénico | 91.07 +£4.80

Tabla 6.- Efectos de los extractos vegetales sobre la contraccion del tejido traqueal del
cobayo inducida con los agonistas His 6 AA = E.S.M. de n=5-8 tejidos (*SE= sin
efecto con una concentracion >100 ug/ml).
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Los resultados muestran que el extracto metandélico de Achillea millefolium inhibié la
contraccion inducida con His con un valor Clsp de 18.13 + 0.55 pug/ml; con AA, la Clsg
fue de 96.37 * 3.0 ug/ml. Chamaedora tepejilote no presenté efecto inhibitorio sobre
las contracciones inducidas con ambos agonistas. Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola relaj6é el musculo liso de trdquea con un valor Clsg de 44.16 + 0.71 ug/ml en
los tejidos tratados con His y de 27.66 + 0.90 ug/ml en aquellos contraidos con AA.
El extracto de Hibiscus uncinellus mostro efecto relajante con una potencia de 39.87
+ 2.16 pg/ml en los tejidos precontraidos con His y de 47.11 + 2.5 ug/ml en los
tratados con AA. Larrea tridentata fue la especie mas activa con valores de Clso de
11.86 £ 0.30 y de 28.41 + 2.23 en los tejidos tratados con His y AA respectivamente.
Lippia dulcis tuvo una Clsp de 36.26 + 2 con His y no inhibi6 los tejidos contraidos
con AA. Oenothera rosea, especie medicinal empleada en el tratamiento de golpes y
heridas, relajé el tejido contraido con His con una Clso de 15.75 + 0.44 y de 46.44 +
2.31 para el AA. En otra serie de experimentos fue evaluado el extracto etandlico de
Rubus coriifolius, la Clsp observada con His fue de 22.48 = 0.70 pg/mi;
posteriormente otro grupo de anillos de traquea fue precontraido con AA 'y la Cls fue
de 49.11 + 1.58 ug/ml. Finalmente, el extracto de Sphaeralcea angustifolia mostro
una Clso del18.59 + 1.14 con His y de 91.07 + 4.8 con AA (Fig. 6 y 7). La seleccion
del extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum para la realizacion de los
estudios siguientes se bas6 fundamentalmente en la informacion etnoboténica que
identifica a esta planta como remedio empleado para tratar el asma y por su efecto
relajante sobre la musculatura lisa de la trAquea contraida con el AA. En presencia de

6 mM de L-cisteina, el extracto inhibié la respuesta inducida con 1x10°® M de LTD, con una

potencia Clsp= 8.3 £ 0.35.
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Efecto de los extractos evaludos en tejidos pre-contraidos con His
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Fig 6 — Efecto inhibidor de los nueve extractos vegetales seleccionados sobre la respuesta
contréactil inducida con His (1x10'M) en el musculo liso de la trAquea de cobayo. Los

resultados para los extractos de cada especie se expresan como la Clsy (ug/ml). Los
valores en la grafica corresponden al promedio = E.S.M. de n=5-8 tejidos.

3¢ = Extracto sin efecto relajante
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Efecto de los extractos evaludos en tejidos pre-contraidos
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Fig 7 — Efecto inhibidor de los nueve extractos vegetales seleccionados sobre la respuesta
contréctil inducida con AA (1x10'M) en el misculo liso de la trAquea de cobayo. Los

resultados para los extractos de cada especie se expresan como la Clsg (ug/ml). Los
valores en la gréfica corresponden al promedio + E.S.M. de n=5-8 tejidos.

¥ = Extracto sin efecto relajante
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6.2- Efecto del extracto metanodlico de Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola sobre las curvas concentracion-respuesta de LTD,

La Fig. 8 ilustra el efecto del extracto metandlico de G. attenuatum sobre las curvas
concentracion-respuesta de LTD4 en preparaciones con musculo liso de la trdquea
de cobayo. De manera concentracion dependiente, el extracto inhibié la respuesta
contractil inducida con LTD4, provocando un desplazamiento de las curvas hacia la
derecha (antagonismo) y disminuyendo el Enax @ partir de una concentracion del

extracto de 75 ug/ml.

120
—e— control
—&75ug/mL
——100ug/mL

100 - ’
—e—125ug/mL
—6—0.1ug/mL zafirlukast

80 -

60 -

% Contraccion

40 -

20 -

11 -85 8.3 8.1 77 74
LTD4(log M)

Fig 8 - Efecto del extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola sobre la
curva concentracion-respuesta de LTD, en preparaciones con muasculo liso de la
trdaquea de cobayo. Los tejidos fueron preincubados con L-cisteina 6 mM e
indometacina 1 mM. Los resultados son expresados como porcentaje con respecto a
la respuesta maxima observada en los tejidos contraidos con 60 mM de KCI. Los
valores representan la media + E.S.M. de cinco experimentos. Control (®); 75 pg/ml

(o); 100 pg/ml (A) y 125 pg/ml (0) de extracto; 0.1 ug/ml zafirlukast (O).
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La tabla 7 muestra los valores pD; (-log Dsp) ¥ Emax (%) calculados para las
preparaciones control, con las diferentes concentraciones del extracto (75, 100 y
125 ug/ml), asi como con zafirlukast, el agente antiasmatico utilizado como

referencia en el estudio.

n pD2 E max (%)
Control 8 8.24 £ 0.06 98.75+1.25
75 ug/ml 5 8.12 + 0.03 98.46 + 1.53
100 pg/ml 6 7.84+0.05 | 97.00%2.99
125 pg/mi 4 7.61+ 0.09 84.80 £5.10
zafirlukast 4 6.63 £0.79 38.61 + 2.37
(0.05 pg/ml)

Tabla 7.- Valores pD2 y Enax (%) del extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola, calculados con base en las diferentes concentraciones de extracto
empleado (75, 100 y 125 ug/ml) sobre las curvas concentracion respuesta de LTD,.

Los valores son expresados como la media = E.S.M.
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6.3- Efecto del LTD,4, extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum y
la mezcla de ambos sobre la actividad de las enzimas SDH, COX
y ATPasa de mitocondrias aisladas de higado de rata y de la
fraccion celular del masculo liso de la traquea de cobayo.

La actividad de la succinato deshidrogenasa de las mitocondrias de higado no
mostré6 cambios con respecto a sus valores basales a las concentraciones de 1y
1.5 nmoles de LTD,. Sin embargo, la adicion de 2 y 3 nmoles inhibio la actividad en
un 50 %. Con respecto al porcentaje de actividad de el musculo liso, los resultados
indican una inhibicién similar al caso anterior desde la primera concentracion (1
nmol de LTD,), dicho efecto fue similar con las subsecuentes concentraciones

utilizadas (Fig. 9).

Succinato deshidrogenasa

—o0—HR
_e_TC

Yoactividad
8

CONTROL 1 15 2 3
nnoles LTD4

Fig 9 — Efecto de las diferentes concentraciones de LTD,4 sobre la actividad enzimética de la
succinato deshidrogenasa de mitocondrias aisladas de higado de rata y de la
fraccion celular del masculo liso de la traquea de cobayo. Los resultados son
expresados como porcentaje de actividad con respecto al grupo control de cada
tejido. Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos + D.S. (HR=higado
de rata; TC=trdquea de cobayo). p <0.01
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La evaluacion del extracto de Gnaphalium attenuatum sobre la SDH de las
mitocondrias aisladas del higado mostré una inhibicion en la actividad de 45-50%
con todas las concentraciones utilizadas. La combinacion LTD4-extracto (2 nmoles y
81 ug respectivamente) presentd el mismo efecto. Por otra parte, en la fraccion
celular del muasculo liso se observaron resultados muy parecidos. El disolvente
utilizado como vehiculo (8 ul DMSO), no tuvo una difererencia significativa con

respecto a los grupos control (Fig. 10).

Succinato deshidrogenasa
140 -
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40 -

20 ~

0 T T 1
CONTROL DMSO 81 162 324 81+ 2 nmol
LTD4

ug de extracto

Fig 10 - Efecto de las diferentes concentraciones del extracto metanélico de Gnaphalium y
de la combinacién LTD4-extracto (2 nmoles + 8lug respectivamente), sobre la
actividad enzimatica de la succinato deshidrogenasa de mitocondrias aisladas de
higado de rata y de la fraccion celular del masculo liso de la traguea de cobayo. Los
resultados son expresados como porcentaje de actividad con respecto al grupo
control de cada tejido. Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos +
D.S. (HR=higado de rata; TC=trdquea de cobayo). p <0.01
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El analisis comparativo del LTD4, el extracto de Gnaphalium y la combinacién de
ambos productos sobre la succinato deshidrogenada de trdquea de cobayo
muestra en todos los casos una inhibicion de la actividad de la enzima en un 40% y

no existe diferencia significatica entre ellos (Fig. 11).

succinato deshidrogenasa (TC)

60 -
40 4
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0

L4 2ol L'I'D42m‘0|+|5<t 81 Extracto 81 ug
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tratamiento

Fig 11 — Efecto del LTD4 (2nmol), LTD,4 (2 nmol) + Extrato (81 pg) y Extracto solo (81ug)
sobre la actividad de la succinato deshigrogenasa de traquea de cobayo. Los
resultados son expresados como porcentaje de actividad con respecto al grupo
control de cada tejido. Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos +

D.S. (TC=traquea de cobayo). *=diferencia significativa con respecto al grupo control
p <0.01
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Las concentraciones de LTD, evaluadas sobre la actividad de la citocromo c
oxidasa de mitocondrias de higado provocaron un incremento no significativo en la
actividad enzimatica. Al igual que en el higado, la COX del muasculo liso no

presentd una gran diferencia con respecto a los controles (Fig. 12).

Citocromo C oxidasa
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Fig 12 — Efecto de las diferentes concentraciones de LTD, evaluadas, sobre la actividad
de la citocromo c oxidasa de mitocondrias aisladas de higado de rata y de la fraccion
celular del masculo liso de la trAquea de cobayo. Los resultados son expresados
como porcentaje de actividad con respecto al grupo control de cada tejido. Los datos

corresponden a un minimo de 3 experimentos + D.S. (HR=higado de rata;
TC=traguea de cobayo). p <0.01

Vianey Nava Aguilar



El extracto vegetal indujo un ligero efecto inhibitorio sobre la actividad de la
citocromo c¢ oxidasa de higado de rata a la concentracién de 324 ug/100 pg de
proteina, el cual no fue significativo con relacion al grupo control. La combinacién
LTD4textracto (3 nmoles y 324 ug respectivamente) tuvo un efecto similar al de
324 ug de extracto. En el caso de la citocromo ¢ oxidasa de la fraccion celular de

traquea, no se observaron cambios significativos con respecto a la actividad basal

(Fig. 13).
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Fig 13 — Efecto de las diferentes concentraciones del extracto metandélico de Gnaphalium y
de la combinacion LTDg-extracto (3 nmoles + 324 ug respectivamente), sobre la
actividad enzimatica de la citocromo c oxidasa de mitocondrias aisladas de higado de
rata y de la fraccion celular del masculo liso de la traquea de cobayo. Los resultados
son expresados como porcentaje de actividad con respecto al grupo control de cada
diferente tejido. Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos = D.S.
(HR=higado de rata; TC=trAdquea de cobayo). p <0.01
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La citocromo c oxidasa de traquea de cobayo no fue afectada en su actividad por el
leucotrieno LTD,4 (3 nmol), el extracto metanolico de Gnaphalium (324 ug) tampoco
ejercio algun efecto sobre su actividad, sin embargo, la combinacion de ambos

productos afecto ligeramente los valores basales de esta enzima (Fig. 14).
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Fig 14 - Efecto del LTD, (3nmol), LTD,4 (3 nmol) + Extrato (324 pg) y Extracto solo (324ug)
sobre la actividad de la citocromo ¢ oxidasa de trdquea de cobayo. Los resultados
son expresados como porcentaje de actividad con respecto al grupo control de cada
tejido. Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos + D.S. (TC=traquea
de cobayo). *=diferencia significativa con respecto al grupo control p <0.01
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Al evaluar la actividad hidrolitica de la ATPasa de mitocondrias de higado de rata se
observé que las concentraciones de LTD, probadas no afectan la actividad de la
enzima. Por el contrario, la actividad de la ATPasa presente en el musculo liso de la
traguea de cobayo tuvo un incremento del 80% con las concentraciones de 1.5y 2

nmoles de LTD4 A partir de la concentracion de 3 nmoles comenzé a detectarse un

efecto inhibitorio (Fig. 15).

ATPasa
250 -
200 T
—O—HR
——TC
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©
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o
=
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nmoles LTD4

Fig 15- Efecto de las diferentes concentraciones de LTD, evaluadas, sobre la actividad
de la ATPasa de mitocondrias aisladas de higado de rata y de la fraccion
celular del muasculo liso de la trdquea de cobayo. Los resultados son expresados
como porcentaje de actividad con respecto al grupo control de cada diferente tejido.

Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos + D.S. (HR=higado de rata;
TC=traquea de cobayo). p <0.01
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El extracto a las concentraciones de 81 y 162 ug, elevo la actividad de la ATPasa
de mitocondrias de higado en un 200%; pero a la concentracion de 364 pg/100 mg
de proteina comenzé a tener un efecto inhibitorio. La combinacion de ambos
productos (2 nmoles de LTDs y 162 pg de extracto) indujo un incremento
ligeramente superior al 100% de la actividad con respecto al grupo control. Por lo
que se refiere a la actividad enziméatica presente en el musculo liso, la
concentracién de 162 pg produjo un aumento de 297%. Al igual que en el caso del
higado 324 pg del extracto redujeron la actividad enzimética. La combinacion

LTD4t+extracto mantuvo valores cercanos al grupo control (Fig. 16).

400 - ATPasa

350 +

—O—HR
300 - ——TC

250 -

200 -

% actividad

150 ~

100 ~

50 ~

0 :
CONTROL DMSO 81 162 324 162+ 2
ug de Extracto nmol LTD4

Fig 16 — Efecto de las diferentes concentraciones del extracto metandlico de Gnaphalium y
de la combinacion LTDg-extracto (2 nmoles + 162 ug respectivamente), sobre la
actividad de la ATPasa de mitocondrias aisladas de higado de rata y de la
fraccion celular del masculo liso de la traquea de cobayo. Los resultados son
expresados como porcentaje de actividad con respecto al grupo control de cada
diferente tejido. Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos + D.S.
(HR=higado de rata; TC=traquea de cobayo). p <0.01
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La actividad hidrolitica de la ATPasa fue estimulada por el extracto metandlico de
Gnaphalium a una concentracion de 162 ug/ml. EI LTD4, no afecto de manera
significativa la actividad de esta enzima. La combinacion de ambos productos
estabilizé la actividad de la enzima y sus valores fueron similares a los del grupo

control (Fig. 17).

ATPasa(TC)

% actividad

control LT 2 nol LTD4 2 nrrol+Ext Extracto 162 ug
162 ug

Tratamiento

Fig 17 - Efecto del LTD,4 (2nmol), LTD, (2 nmol) + Extrato (162 ng) y Extracto solo (162u9)
sobre la actividad de la ATPasa de traguea de cobayo. Los resultados son
expresados como porcentaje de actividad con respecto al grupo control de cada
tejido. Los datos corresponden a un minimo de 3 experimentos + D.S. (TC=traquea
de cobayo). *=diferencia significativa con respecto al grupo control p <0.01
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6.4- Evaluacion del LTD, y del extracto metandlico de Gnaphalium
attenuatum sobre la sintesis de ATP de mitocondrias aisladas de
higado de rata y de la fraccion celular del musculo liso de la
traquea de cobayo.

La produccion de ATP fue determinada utilizando 12 mM de succinato como
substrato. La fraccién celular de la trdquea de cobayo sintetizé 17 nmol de ATP/ min/
mg de proteina. Este valor disminuy6 en un 75% cuando se adicionaron 2 nmol/ml
de LTD4. A su vez, el extracto metandlico disminuy6 la sintesis de ATP en mas del
80%. Las mitocondrias de higado de rata produjeron 72 nmoles de ATP/ min / mg
proteina y mostraron un comportamiento similar al de la fraccion celular de trdquea
ya que tanto el LTD4 como el extracto redujeron la sintesis de ATP, aunque su efecto

en este modelo fue menor con 62 y 75 % de inhibicion respectivamente (tabla 8).

Concentracion Traquea de cobayo Higado de rata
nmolATP/min/ mg proteina
Control 17.02 +1.78 71.71 +£8.75
2 nmol LTD, 4.28 £ 0.95 26.96 + 6.24
162 pg extracto 3.07 £0.52 17.86 + 2.64
Gnapahalium attenuatum

Tabla 8.- Efecto de el LTD, y el extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola en la sintesis de ATP (nmol ATP/min/mg proteina). Los valores son

expresados como la media + D.S. de tres experimentos. p <0.01
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VII- DISCUSION

Como toda fuente natural, las plantas medicinales constituyen un recurso valioso
que es necesario explorar con el propdsito de descubrir nuevos farmacos,
antiasmaticos. Actualmente, se ha puesto especial énfasis en aquellos agentes
terapéuticos que tienen la propiedad de bloquear receptores de cisteinil leucotrienos
o bien, de inhibir la sintesis de estos eicosanoides. Estos antecedentes se tomaron

como punto de partida para la propuesta del presente trabajo.

En la investigacion de plantas medicinales buscando especies con una actividad
biolégica en particular, es habitual llevar a cabo un rastreo farmacologico previo de
varias especies. El andlisis posterior de los resultados obtenidos en el rastreo
permite llevar a cabo una seleccion adecuada de la planta que se sometera a
estudios mas especificos. En los bancos de informacion etnobotanica sobre la flora
medicinal de México, un grupo muy reducido de plantas se menciona como
“antiasmaticas”, entre ellas, Gnaphalium attenuatum var. sylvicola. De las nueve
plantas sometidas al rastreo farmacoldgico, la mayoria de las plantas habian sido
seleccionadas con base en un estudio reportado sobre plantas de México con
actividad antiinflamatoria (Achillea millefolium, Chamaedora tepejilote, Larrea
tridentata, Lippia dulcis, Oenothera rosea, Rubus coriifolius y Sphaeralcea
angustifolia) (Guajardo, 2001; David, 2002; Nava, 2002; Meckes y col., 2004; Pérez
y col., 2005); en el estudio se incluyé a Hibiscus uncinellus, por las propiedades

antiespasmaodicas descritas por Tortoriello y col., 1995.
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En esta primera fase del estudio se valoro la actividad de los extractos crudos de las
especies seleccionadas sobre la musculatura lisa traqueal del cobayo in vitro. Los
resultados demostraron que los extractos de 8 especies inhibian la respuesta
contractil de los anillos inducida con histamina. El extracto de Chamaedora tepejilote
no tuvo efecto en este modelo, pero los extractos del resto de las especies
presentaron actividad relajante con valores Clsp < 50 pg/ml. Asimismo, los extractos
de Chamaedora tepejilote y de Lippia dulcis tampoco inhibieron la contraccion
inducida con &cido araquiddnico, extractos que han demostrado en estudios
anteriores poseer actividad antiedematosa en la fase del proceso de inflamacion
aguda que se caracteriza por la liberacibn de mediadores quimicos como la
histamina, serotonina, derivados del acido araquiddnico, etc. (David 2002; Meckes y
col., 2004; Pérez y col., 2005). Del resto de las especies sometidas al ensayo, los
extractos de Gnaphalium attenuatum var sylvicola y de Larrea tridentata fueron los
gue inhibieron con mayor potencia la contraccion inducida con AA (Clso de 27.66 y

28.41 ug/ml respectivamente).

Debido a que los cisteinil leucotrienos como el LTD4 son considerados los principales
mediadores quimicos involucrados en la patologia del asma, el empleo de farmacos
capaces de modular el mecanismo de accion de estos compuestos constituye un
nuevo tipo de agente terapéutico para el tratamiento de esta enfermedad (Drazen,
1999; Dahlen, 2006). Los antecedentes reportados en la literatura sefalan que el
acido nordihidroguayarético presente en Larrea tridentata posee propiedades
antioxidantes (Chang, 1999), hipoglucemiantes (Reed y col., 1999; Luo y col., 1998),
anticancerigenas (McDonald y col.,, 2001) e inhibitorias sobre la actividad de la

enzima 5-lipooxigenasa (Schwalm y col., 1987). EI compuesto es utilizado con
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frecuencia como farmaco de referencia en la evaluacion de compuestos o extractos
de plantas con actividad antiinflamatoria (Della Loggia y col., 1988). Dado que Larrea
tridentata es una especie ya reportada como antagonista de leucotrienos, se decidi
en el presente trabajo seleccionar a Gnaphalium attenuatum var. sylvicola para
determinar su potencial actividad antagonista sobre LTD, y valorar los efectos que

presenta a nivel de la fosforilacion oxidativa de la mitocondria.

Diferentes especies pertenecientes al género Gnaphalium han sido ampliamente
utilizadas para tratar afecciones respiratorias, entre ellas el asma. Los resultados en
este estudio demostraron que el extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum
var. sylvicola inhibe las contracciones inducidas con LTD,4 en preparaciones in vitro,
el leucotrieno ha sido descrito como un potente agente broncoconstrictor del
musculo liso de las vias aéreas del humano (Dahlen y col., 1980). Algunos estudios
realizados con células obtenidas del musculo liso de la traquea de cobayo

), via el influjo de Ca** extracelular, fenémeno

demuestran que LTD,4 incrementa [Ca
que es mediado por la union del leucotrieno a su receptor (Dumitriu y col., 1997,
Dahlen, 2000). En el presente trabajo se reporta que el extracto metandlico de
Gnaphalium attenuatum var. sylvicola en concentraciones de 75, 100 y 125 ug/ml
produjo un desplazamiento hacia la derecha de la curva concentracion-respuesta de
LTD,4 lo que indicaria un efecto de tipo antagonista. Concentraciones superiores a 75
ug/ml de extracto producen una disminucion del efecto méximo. La actividad

broncodilatadora demostrada podria explicar en parte el uso tradicional que tiene la

planta para el tratamiento de enfermedades respiratorias.
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Asimismo, aunque no existen estudios quimicos que indiquen el tipo de compuestos
gue se encuentran presentes en esta especie, existen investigaciones fitoquimicas
que reportan la presencia de flavonoides y diterpenos como los constituyentes
mayoritarios para este género (Maruyama y col., 1974; Escarria y col., 1977;
Torrenegra y col.,, 1980, 1992; Bohlmann y Ziesche,1980; Garcia y col., 1982;
Guerreiro y col., 1982; Meragelman y col., 2003; Konopleva y col., 2006). Los
flavonoides son compuestos quimicos de naturaleza hidrosoluble y se sabe que
existe una relacion entre la estructura quimica de los flavonoides y el efecto relajante
que presentan sobre la musculatura lisa de la traquea de cobayo (Ko y col., 2003),
por lo que el efecto antagonista del extracto metandlico de Gnaphalium podria

también atribuirse a la presencia de este grupo de compuestos quimicos.

El LTD4 es un potente agente broncoconstrictor del masculo liso de las vias aéreas y
sus efectos fisioldégicos han sido ampliamente estudiados, sin embargo, es poco lo
gue se conoce acerca de las consecuencias que su presencia tiene sobre la funcion
mitocondrial en este tipo de tejido. En el presente estudio se valoro el efecto que el
LTD, y el extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola tienen sobre
la fosforilacion oxidativa mitocondrial del musculo liso de la trdquea de cobayo. Dado
que el musculo liso traqueal no es abundante en el cobayo y contiene pocas
mitocondrias, los experimentos descritos en este trabajo se realizaron con la fraccion
mitocondrial de 756xg, que de acuerdo con Fischer y col., 1985, mantiene la
actividad de los complejos de la cadena respiratoria de manera similar a la de las

mitocondrias aisladas.
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En la literatura cientifica son pocos los reportes sobre la actividad de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial en el musculo liso. Por ejemplo, Gauteon y col., (1961) indican
una relacion P/O extremedamente baja en preparaciones mitocondriales de utero y
Sthephens & Wrogemann (1970) reportan 1.4 nmoles de ADP fosforilado /min/ mg
de peso humedo en este tejido. En el presente trabajo, los valores basales de la
actividad enzimatica evaluada se encuentran en el rango; sin embargo, fueron
menores a los obtenidos con mitocondrias aisladas de higado de rata, preparacion

que fue incluida como una referencia.

El consumo de oxigeno por parte de la mitocondria es indispensable para la
generacion de ATP, la disminucion de este elemento compromete la sobrevivencia
celular. La mitocondria es considerada un probable sitio sensor de los niveles de
oxigeno y se ha propuesto que, como respuesta a un estado de hipoxia, la cadena
transportadora de electrones es la que regula estos niveles induciendo la salida de

los radicales libres (Guzy y Schumacker, 2006).

Como fue mencionado, el proceso de contraccion y relajacion en el musculo liso
depende de la interaccion que se establece entre los filamentos de actina y miosina.
En este proceso, la célula utiliza la energia que es liberada durante la hidrolisis del
ATP. La fosforilacion de la cadena ligera de la miosina es un factor determinante en
la contraccibn muscular; ante un estado de hipoxia, la actividad mitocondrial se
inhibe produciéndose un descenso de los niveles de ATP citosdlico vy
consecuentemente, la disminuciéon de la capacidad que tiene la cadena de

fosforilarse (Wingard y col., 1994; Obara y col., 1997; Taggart y col., 1997).
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A su vez, al evaluar los efectos que produce el LTD, sobre la fosforilacion
oxidativa de la cadena respiratoria mitocondrial, se observé una inhibicion parcial de
la sintesis del ATP lo que permite asumir que este mediador proinflamatorio afecta
de manera indirecta la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina. Por otra parte,
se demostré que el extracto metanolico de Gnaphalium attenuatum antagoniza las
contracciones inducidas con LTD, e inhibe parcialmente la cadena respiratoria,
consecuentemente también resulta ser un inhibidor de la sintesis de ATP. La
combinacion extracto-LTD, mostro el mismo perfil descoplante sobre la funcion

mitocondrial.

Los acidos grasos de cadena larga presentes en la membrana como es el caso del
acido araquidonico estan esterificados y, en pequefias proporciénes, se encuentran
en estado libre. Segun su concentracion, estos compuestos se comportan como
protonéforos capaces de inducir dafios estructurales en la membrana mitocondrial.
Se ha reportado que concentraciones micromolares del AA poseen un efecto de tipo
desacoplante sobre los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria
mitocondrial, el efecto es atribuido al eflujo de protones desde la membrana

mitocondrial hacia el citosol (Andreyev y col., 1989; Wojtezak y Schonfeld, 1993).

El LTD4 (un acido graso derivado del AA) sobre la fosforilacion oxidativa y la sintesis
de ATP produjo mayor inhibicion de la succinato deshidrogenada y estimulacion de
la actividad de la ATPasa en la fraccion mitocondrial de la traquea de cobayo que en
las mitocondrias aisladas de higado de rata. Probablemente, como consecuencia del
namero tan bajo de mitocondrias, la fraccibn es mas sensible a la accion del

leucotrieno. En el caso de las mitocondrias aisladas de higado de rata, se ha
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reportado que éstas son metabolicamente muy activas y presentan mayor
resistencia. A su vez, la inhibicién parcial de la cadena respiratoria observada en la
fraccidn mitocondrial y las mitocondrias aisladas produjo una importante disminucién

de la sintesis de ATP.

El fraccionamiento quimico del extracto para identificar los compuestos responsables
de la actividad desacoplante a nivel mitocondrial que posee Gnaphallium attenuatum
abre nuevas perspectivas en el estudio de las propiedades atribuidas a la planta y
permitira definir las potencialidades reales que tiene la especie como un agente

antiasmatico.
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VIII- CONCLUSIONES

1.-De las nueve especies seleccionadas, los extractos metandlicos de Gnaphalium
attenuatum var. sylvicola y Larrea tridentata fueron los que mostraron mayor
actividad relajante in vitro en tejidos de traquea de cobayo precontraidos

con Hisy AA.

2.-El extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola antagoniza la
respuesta contracti de LTD4, uno de los importantes mediadores

proinflamatorios en el proceso asmaético.

3.-Gnaphalium attenuatum var. sylvicola constituye un candidato potencial para la

busqueda de compuestos con actividad antiasmatica.

4.-El extracto metandlico de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola y el LTD4
inhibieron parcialmente la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial y la sintesis del ATP en la fraccion mitocondrial del musculo liso

traqueal del cobayo.

5.-En comparacion con las mitocondrias de higado de rata, la actividad de la fraccion
mitocondrial del masculo liso traqueal del cobayo mostré mayor sensibilidad a
los tratamientos realizados con LTDs; Yy con el extracto de Gnaphalium

attenuatum var. sylvicola
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6.-El Efecto antagonista del extracto de Gnaphalium attenuatum var. sylvicola sobre
el mediador proinflamatorio LTD,, justificaria en parte, el uso popular atribuido
a la planta como remedio antiasmatico.

7.- Para definir las potencialidades reales que ofrece Gnaphalium attenuatum var.
sylvicola como agente antiasmatico, es necesario en una siguiente etapa,
evaluar sobre la fosforilacién oxidativa mitocondrial, los efectos que producen las

fracciones o compuestos responsables de la actividad antileucotrieno.
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IX-ANEXO

Antecedentes sobre las especies vegetales seleccionadas para el estudio

La informacion etnobotanica, quimica y farmacolégica anteriormente mencionada permitié la
seleccion de nueve especies vegetales para su evaluacion como “probables antiasmaticos”.
Unicamente una de las especies cuenta con informacion etnobotanica sobre su utilizacién para
tratar el asma; las plantas restantes fueron seleccionas con base en los reportes que indican su uso
popular como antiinflamatorio (un elemento importante en el asma). A continuacién se presentan los
antecedentes de estas especies, destacando su sinonimia cientifica, nombres populares,

descripcidn botanica, informacién etnoboténica, asi como aspectos quimicos y farmacologicos.
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Achillea millefolium L

Descripcién botanica

Planta perteneciente a la familia Compositae, conocida popularmente con los nombres de ciento en
rama, mil en rama, plumajillo, plumajo, plumilla, real de oro (Aguilar y col., 1998). Hierba perenne
de 30 cm a 1 m de altura, de tallos vellosos con hojas partidas de 5 a 15 cm de largo que semejan
plumas, sus flores son blancas y muy abundantes. Se encuentra distribuida en zonas templadas del
pais y es aroméatica con un olor agradable (Aguilar y col., 1998).

Informacién etnobotanica

La medicina tradicional indica su uso para combatir la tos, tos con flemas, tos ferina, alteraciones del
ciclo menstrual y afecciones gastrointestinales (Aguilar y cols., 1994). Las hojas colocadas alrededor
de la oreja se utilizan para tratar el dolor de oido (Aguilar y col., 1998). Ademas, se emplea para
padecimientos gastrointestinales: “empacho”, dolor de estémago, diarrea con sangre, disenteria,
vomito, espasmos intestinales, “latido” (contracciones musculares repetidas), esterilidad, dolor de
cabeza, insomnio, “bilis”. Una tintura sirve en casos de contusiones, la especie se usa también para
tratar heridas, golpes, granos y llagas (Argueta y col., 1994).

Aspectos quimicos

Los metabolitos aislados y caracterizados de esta especie incluyen mas de 120 compuestos, entre
ellos los alcaloides: achiceina, achilleina, achilletina, betaina, betonicina, colina, estaquidrina,
homostaquidrina, moschatina, trigonelina; aminoacidos: acido glutaminco, alanita, histidina, leucina,
lisina; alcamidas: isobutilamina, piperideidos; flavonoides: apigenina, luteolina, rutina
(ramnoglucésido de quercetina), hispidulina (5,7,4 -tetrahidroxi-5"metoxiflavona), 5-hidroxi-
3,6,7,4"tetrametoxiflavona), casticita (5,3 -dihidroxi-3,6,7,4 -tetrametoxiflav), artemetina (5-hidroxi-
3,6,7,3",4"-pentametoxiflavona), nepetina, cirsilineol, cirsidiol, salvigenina, quercetina, 6-

hidroxiluteolina-6,7,3",4 -tetrametil-éter; compuestos fendlicos simples como el acido caféico y el

acido vainillico; los esteroles: B-sitosterol, sitosterol, 3a-glucdsido, campesterol, estigmasterol,
colesterol. Asi mismo, la especie contiene monoterpenos: allo-ocimeno, borneol, acetato de bornilo,
canfeno, canfor, 1,8-cineol, cimeno, cuminaldehido, eugenol, limoneno, mentol, mirceno, a y
pinenos, sabineno, a-terpineno, terminen-4-ol, terpinoleno; sesquiterpenos: azuleno, cadineno,
chamazuleno, acido chamazulen-carboxilico, copaeno, farneseno, humuleno, &cido achillimico A, B
y C; triterpenos a y B amirina, acetato de o amirina, taraxasterol, pseudos-taraxasterol y lactonas

sesquiterpénicas:  achillicina, achillina, hidroxiachillina, = 8-acetoxiartabsina, 2,3-dihidro-

deacetoximatricina, achillifolina, millefina, millefélido, balchandlido, acetilbalchandlido,
dehidropartendlido, leucodina, matricarina, desacetil-matricarina, acrilina-8a-acetoxi-artabsina y
austricina. (Chandler y col., 1982). Recientemente se report6é la presencia del 3,5,4 -trihidroxi-7-

metoxiflavona (ramnocitrina) (Meckes y col., 2005)

Vianey Nava Aguilar



Informacién farmacolégica

La especie ha sido objeto de numerosas investigaciones bioldgicas, se ha reportado que posee
actividad larvicida (Lalonde y col., 1980); antibacteriana contra Escherichia coli, Mycobacter phlei,
Staphylococcus aureus y Salmonella typhimirium (McCutcheon y col., 1992); repelente contra el
mosquito Aedes aegypti (Tundn y col., 1994); antitumoral en pruebas in vivo con ratones P-338 con
leucemia (Tozyo y col., 1994); antiespermatogénica en ratones (Montanari y col., 1998). El estudio
quimico farmacoldgico del extracto metandlico de las partes aéreas de Achillea millefolium
administrado via i.p. en dosis de 400 mg inhibié en un 65% el edema inducido con carragenina en la
pata de la rata (Guajardo, 2001). El aceite esencial obtenido de las flores y aplicado tépicamente en

ratas ejercio una accién antiinflamatoria (Goldberg y col., 1969).

Chamaedora tepejilote Liebm. Ex Mart.

Descripcién botanica

Es conocida popularmente como palma camedor, palmilla, pacaya, palmillo dulce y tepejilote; especie
miembro de la familia Palmae (Fichas Herbario IMSSM, Garcia 142) (Morales y Toledo, 1987; Lopez,
1988; Martinez, 1978). Palma de aproximadamente 3 a 5 m de altura con floracién en invierno. El tallo
es verde y delgado; las hojas son grandes (hasta 1 m de largo) y estan divididas en hojuelas
pequefias que nacen desde el vértice central y presentan una linea de color amarillo en el envés. Las
flores son amarillas o blancas en racimos que miden hasta 70 cm de largo. Sus frutos maduros son
de color negro y con pedicelos rojos. Esta especie se distribuye en el pais en climas calidos entre los
420y 540 msnm, asociada a bosque tropical perenifolio (Fichas Herbario IMSSM, Garcia 142).

Informacion etnobotanica

En el estado de Veracruz esta especie es utilizada para combatir la tos seca. Mezclada con hierba
dulce (Lippia dulcis) es preparada en infusién, que se toma como agua de tiempo. En el tratamiento
de la pulmonia, los grupos totonacas y tepehuas de Mecapalapa Puebla, usan la decocién de las
hojas mezcladas con canela (Cinnamomun zeylanicum) y con la corteza de mora (Morus Alba)
(Diaz, 1976; Lépez, 1988).

Aspectos quimicos

Compuestos triterpénicos como zeorina, lupeol, acido oleandlico y el acido betllinico fueron
aislados del extracto hexanico de esta especie; ademéas de escualeno y &cido ursélico (Alvarez,
2002).

Informacién farmacolégica

Evaluaciones farmacoldgicas indican que el acido ursdélico, por primera vez reportado para esta
especie, inhibe el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en un 99.6% a una concentracién de
100 pg/ml (Alvarez, 2002). La actividad antiinflamatoria de esta especie fue evaluada en el modelo
del edema plantar inducido con carragenina, los valores reportados para el extracto acuoso indican

una inhibicién de 71% durante la fase temprana de este estudio (David, 2002).
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Gnaphalium spp.

Descripcién botanica

Genero perteneciente a la familia Compositae conocidas popularmente con los nombres de
gordolobo, papa-coni, tzompotonic y tlacochich. Hierbas de 30 a 80 cm de altura, lanosas con hojas
alternas, largas y angostas, inflorescencias terminales, agrupadas en cabezuelas amarillas y
brillantes, invélucro pluriseriado, bracteas escariosas y lustrosas; (Lara y Marquez, 1999). La planta
es originaria de México, habita en clima templado entre los 2000 y 3000 msnm, se encuentra
asociada a vegetacion perturbada de pastizal, bosques de encino, de pino y mixto de pino-encino
(Argueta y col., 1994).

Informacién etnobotanica

Las propiedades medicinales que se le atribuyen popularmente a este género se relacionan con la
cura de padecimientos respiratorios como bronquitis, asma e irritacion de la garganta (Veracruz); en
el centro del pais, el uso mas frecuente de la planta es contra la tos. En el tratamiento de estos
padecimientos se bebe la decoccidn de las partes aéreas. A su vez, se utiliza para lavar heridas y
granos, estimular la circulacion sanguinea y para tratar varices y hemorroides (Argueta y col.,
1994).

Composicién quimica

Las investigaciones fitoquimicas reportan la presencia de flavonoides y diterpenos como los
contituyentes mayoritarios (Maruyama y col., 1974; Escarria y col., 1977; Torrenegra y col., 1980,
1992; Bohlmann y Ziesche, 1980; Garcia y col., 1982; Guerreiro y col., 1982; Meragelman y col.,
2003; Konopleva y col., 2006). Aunque acetilenos y carotenoides también han sido aislados

(Bohlmann y Ziesche, 1980).
Informacioén farmacolégica

Estudios realizados con las flores de Gnaphallium semiamplexicaule reportan que el extracto acuoso
no es activo en las preparaciones de musculo liso traqueal in vitro, pero relaja la contracciéon
espontanea del ileon de cobayo, de la rata, del perro y del conejo. En el perro, el extracto
administrado via intavenosa no alter6 de manera significativa los parametros cardiovasculares
(presion arterial, frecuencia cardiaca), frecuencia respiratoria y la glucosa sanguinea. Asimismo, no

se observaron efectos de sedacion en el registro encefalografico (Meckes y Mellado, 1986).

Hibiscus uncinellus DC.

Descripcion botanica

Perteneciente a la familia de las Malvaceas se le conoce como tulipan.Arbusto de 1 a 3 metros de
altura con ramas trepadoras que llegan a extenderse hasta 10 metros de altura. Especie de habito
terrestre en asociacion con bosques de encino, pino y otras latifoliadas, entre 1200 y 2500 msnm. Se

distribuye en los estados de Jalisco, Oaxaca y Chiapas.
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Informacién etnoboténica

Las hojas en té con flores de granadillas se usan para aliviar la tos. El t¢ con hojas de sauco o de
durazno para la tos, la tosferina y para la tuberculosis. No se tiene definida la parte que se usa en

raspaduras, heridas, granos y calentura.
Informacién farmacolégica

La actividad espasmolitica de esta especie fue evaluada por Tortoriello y col. (1995), el extracto
metanodlico de sus hojas presentd una inhibicién de 90.2% a una dosis de 250 pg/ml sobre la
contracién inducida en el ileum de cobayo. El extracto metandlico de las flores y el tallo no presenté

un prorcentaje de inhibicién significativo.

Larrea tridentata (DC.) Cov.

Descripcion botéanica

Arbusto perteneciente a la familia Zygophyllaceae y conocido con los nhombres de gobernadora, falsa
alcaparra, hediondilla, guamis vy jarilla entre otros (Avilés, 1985; Niembro, 1986). Es un arbusto muy
ramificado de 1.5 a 3 m de altura. Las ramas se distinguen por llevar anillos negros en los nudos.
Hojas opuestas por pares, de color verde oliva y cubiertas por una sustancia resinosa de olor
penetrante. Las flores son apicales, solitarias y con 5 pétalos amarillos. Frutos globulares, cubiertos
por una densa capa de vellos blancos. Toda la planta despide un olor penetrante y tiene un sabor
amargo (Avilés, 1985). En México se distribuye en los estados de Baja California, Sonora, Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Le6n, Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Zacatecas, Durango,
Aguascalientes, Jalisco y Guanajuato. Forma parte del matorral xerofilo y crece en llanuras y lomerios
(Argueta y col., 1994).

Informacién Etnobotéanica

La especie se emplea en el tratamiento de diversos padecimientos, destacando su uso en aquellos
relacionados con el sistema renal y aparato urinario. La decoccioén de las ramas o de la planta entera
se recomienda para tratar los célculos renales. En los estados de Baja California Sur, Durango,
Hidalgo, Guanajuato y Michoacén se toma en ayunas la infusion de las ramas tiernas, raices, hojas o
corteza para combatir el dolor de rifion y la cistitis. Otros reportes indican su uso en casos de
esterilidad femenina, para controlar las reumas, tratar la anemia, el catarro, la diabetes, dolores
musculares, hinchazon y el paludismo (Avilés, 1985; Ordorica, 1990; Argueta y col., 1994).

La resina extraida de las hojas de la planta se emplea en la fabricacion de barnices, jabones y grasa
para calzado, asi como en la extraccién de fenoles que se utilizan en la elaboraciéon de pinturas,
plasticos y fungicidas. El &cido nordihidroguaiarético (ANDG) uno de sus constituyentes quimicos

principales, es un antioxidante con actividad antibiética en contra de las bacterias de la piel.
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Antecedentes quimicos

Reportes indican la presencia en el aceite esencial de terpenos, sesquiterpenos, flavonoides,
saponinas y lignanos (Sakakibara y col., 1977). Los monoterpenos aislados de la planta fueron
borneol, alcanfor, canfeno, limoneno, B-ocimeno y a-pineno; los sesquiterpenos: a-agarofurano, o-
bergamoteno, a-calameneno, copaeno, a-curcumenol, B y y-eudesmol, farnesol, 2-rosaleno y B-
santaleno. Entre los lignanos se han detectado 6,3 -di-O-dimetilisoguaiacina y didehidro-3"-dimetoxi-
6-6dimetilguaiacina (Konno y col., 1989; 1990), seis lignanos furanoides: 4-epi-larreatricina, 3"-hidroxi-
4-epi-larreatricina, larreatricina, 3"3"-dimetoxilarreatricina, 3,4-dihidrolarreatricina y larreatridenticina.
Entre los flavonoides se reportan la 3,7-éter dimetil gosipetina; en las hojas el 8-hidroxiflavonol,
canferol, éter metil-3-canferol, éter dimetil-3,7-canferol, 3-ramnoglucosido de canferol, isoramnetina,
guercetina, 3-éter metil quercetina, 3,7,3"-éter trimetilquercetina, 3-glucésido de quercetina y 3-
ramnoglucésido de quercetina (Sakakibara y Mabry, 1975).

Informacion farmacolégica

De Larrea tridentata se ha aislado un principio activo anti-VIH (Virus de Inmunodeficiencia Adquirida)
(Gnabre y col., 1996). En otros estudios realizados se demostré que la planta como alimento prevenia
la colelitiasis en los hamsters y que el extracto acuoso (Chang, 1999)) tenia actividad antibacteriana.
Asi mismo, el ANDG, posee propiedades antioxidantes (Chang, 1999) y es utilizado como farmaco de
referencia en estudios donde se evalGan biolégicamente compuestos 0 extractos de plantas con
actividad antiinflamatoria (Della Llogia y cols., 1988), es un agente hipoglucemiante (Luo y col. 1998;
Reed y cols., 1999) inhibidor de la enzima 5-lipooxigenasa y de los cisteinil leucotrienos LTC, y LTD,
(Schwalm y col., 1987), Ademas de anticancerigeno (McDonald y col., 2001).

Lippia dulcis Trev.

Sinonimia cientifica

Phyla scaberrima (Juss) Molenke; Zapania scaberrima Juss; Phyla dulcis (Trev.) Moldenke.
Descripcion botéanica

Hierba erecta o0 a veces postrada sobre el suelo de 40 a 60 cm de altura. Tiene las hojas con la parte
central mas ancha, se ven arrugadas y son aromaticas. Los agrupamientos de las flores blancas se
encuentran en la unién del tallo con las hojas. Los frutos estédn encerrados en un céliz persistente.
Originaria de Cuba, se encuentra presente en climas calido y semicéalido desde el nivel del mar hasta
los 1800 msnm (Argueta y col., 1994).

Informacién etnobotanica

Se emplea principalmente contra la tos en los estados de Morelos, Oaxaca, Puebla y Veracruz.
También se indica en problemas de aborto, célico estomacal, diarrea, dolor de estémago y frialdad.
Para arrojar lombrices se recomienda tomar la infusion hecha con las hojas y bebida en ayunas
(Argueta y col., 1994). Otros usos son contra la bronquitis, infecciones de los ojos y como emenagogo
(Lara'y Marquez, 1999).
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Aspectos quimicos

Las partes aéreas de la hierba dulce contienen un aceite esencial en el cual se han identificado los
monoterpenos borneol, delta-cadineno, alcanfor, limoneno, linalol, mirceno, alfa y beta pineno, alfa-
terpineol y terpinoleno; las hojas y flores contienen el sesquiterpenoide (+)-4-B-hidroxihernandulcina
(Kaneda y col., 1992) y en las hojas los sesquiterpenos (+)-epihernandulcina y la (+)-hernandulcina
(Compadre y col., 1985). En toda la planta el monoterpeno alcanfor (Compadre y col., 1986).
Informacioén farmacolégica

El sesquiterpeno hernandulcina no presentd efecto toxico cuando fue administrado oralmente a
ratones y no indujo mutacién en los cultivos de Salmonella typhinurium TM 677 (Compadre y col.,
1987). El estudio in vitro del extracto etandlico de Lippia dulcis, mostré actividad contra bacterias
responsables de infecciones respiratorias y gastrointestinales (Céaceres y col., 1991; Caceres y col.,
1993). En el modelo de inflamacién aguda inducida con carragenina el extracto hexanico de esta
especie no presentd ningun efecto, por el contratrio, el extracto etanolico inhibi6 de manera

significativa el edema inducido (Pérez y col., 2005)

Oenothera roseaAit.

Sinonimia cientifica

Hartmannia rosea G. don., H. virgata Spach., Oenothera purpurea Lam., O. rubra Cav., O. virgata
Ruiz y Pavén.

Descripcion botanica

Es una planta perteneciente a la familia Onagraceae conocida popularmente como hierba del golpe,
amapola de campo, cancer lisa, manuelita, zapotillo y sinvergiienza. Hierba de 15 a 45 cm de alto con
hojas alternas y angostas, flores rosas y en algunas ocasiones blancas y amarillas, fruto seco sub-
globoso. Especie de habitat terrestre, en regiones de bosque de pino-encino y bosques de junipero;
usualmente se encuentra entre los 2200-2700 msnm (Fichas Herbario IMSSM, Gémez 230, Santiz
583, Gallardo y Vargas 74, 67, Camacho 98, Aguilar 635, 193 y 406, Lamy 60, 126 y 213, Martinez
846, Rico 126, Zolla y Martinez Cruz 1, Ortega 60) (Lépez, 1988).

Informacion etnobotanica

La especie se utiliza para tratar los golpes; en estos casos, la decoccion de la planta se aplica
localmente en la parte inflamada (cataplasma) y se prepara una infusién con la misma planta
tomandose una taza tres veces al dia (Herbario IMEPLAN, IMSS; L6pez , 1988). Para casos de “bilis”
se hace un preparado con la decoccion de un rollito de hierba del golpe combinada con hojas de ruda
(Ruta chalepensis L.), cojollo de pifia, hojas de estafiate (Artemisia ludoviciana Nutt. Spp. Mexicana
Willd. Keck.), hierba de la vibora (Zornica sp.) y tomates de hoja (Physalis phyladelphyca Lam.) y este
preparado se toma en ayunas o como agua de tiempo. En caso de “coraje”, dolor de estdémago y
dolor del corazén, se toma una decoccion de las hojas de la planta (Lopez, 1988). En la region de
Oxchiuc, Chiapas, las hojas y la raiz son utilizadas para combatir la diarrea (fichas Herbario IMSSM,
Gomez 230, Santiz 583, Gallardo y Vargas 74,67, Camacho 98, Aguilar 635, 193 y 406, Lamy 60, 126
y 213, Martinez 846, Rico 126, Zolla y Martinez Cruz 1, Ortega 60) (Lépez, 1988).
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Informacién quimicay farmacologica

En la literatura cientifica no se han encontrado reportes referentes a la composicién quimica de O.
rosea. Evaluaciones farmacolbgicas del extracto metandlico, realizadas sobre el edema plantar
inducido con carregenina en rata, muestran una actividad inhibitoria del 74% sobre la formacién del
edema (tanto en la fase temprana (0-1 hr) como en la tardia (2-7 hr)) (David, 2002). Asimismo, han
sido demostradas las propiedades analgésicas (Muhlia, 2004; Juarez 2004) y anti-inflamatorias en el

modelo de artritis reumatoide ACII de esta especie (Juarez, 2004)

Rubus coriifolius Focke

Descripcién botanica

Rosaceae, llamada popularmente zarzamora silvestre. Entre los tzetzales es nombrada: makvm,
tzajal makum, pili sat makum y makum. Enredadera con tallos de aprox. 10 metros, con ramas llenas
de espinas; hojas alternas con cinco divisiones que se extienden a lo largo y ancho. Flores en
racimos de color blanco o rosa, fruto constituido por esferas unidas en un receptaculo de color rojo 6
negro (Alanis, 2000). En México se localiza en los estados de Michoacén, Veracruz, Morelos y
Chiapas. Crece entre 1500-2400 msnm en zonas de clima templado a lluvioso (bosque pino-encino).
Informacién etnoboténica

Los tzetzales emplean la raiz para tratar la diarrea con sangre; la planta entera se usa contra la
diarrea y la hoja para combatir la tos. Con menor frecuencia se utiliza para tratar la infeccion de los
dientes y de la garganta, y para contrarrestar el vémito (Alanis, 2000).

Aspectos quimicos

Del extracto CH,Cl,-MeOH de las partes aéreas de R. coriifolius se han aislado dos flavan-3-oles: (-)
epicatequina y (+) catequina; un triterpeno pentaciclico (nigaichigdsido), un esterol (B-D-gluco B
sitosterol), un flavonoide (hiperina), dos polifenoles (acido galico y acido elagico) y glucosa (Alanis,
2000).

Informacion farmacolégica

La actividad antiprotozoaria de esta especie ha sido ampliamente demostrada. El extracto CH,Cl,-
MeOH (1:1) result6é activo contra E. histolytica y G. lamblia con una Clsy de 72.42 mg/ml y de 78.82
mg/ml respectivamente (Calzada y col., 1998); siendo la (-)epi-catequina el principio que presento la
misma actividad del extracto, con una Clsg= 72.42 mg/ml para E. histolytica y de 77.82 mg/ml para G.
lamblia (Alanis, 2000). Las propiedades antibacterianas y antifingicas del extracto contra
Staphylococcus aureus y Candida albicans han sido también reportadas (Meckes y col., 1995);
ademas, la actividad antiinflamatoria en el modelo del edema plantar inducido con carragenina (Nava,
2002). En la literatura se reporta la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria del acido niga-

ishigésido aislado en otras especies de Rubus (Choi y col., 2003).
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Sphaeralcea angustifolia(Cav.)G. Don

Descripcién botanica

Especie que pertenece a la familia Malvaceae, recibe los siguientes nombres populares. corddn,
hierba del negro, hierba de vara de San José y tlixihit (nahuatl).Planta herbacea erecta de 50 cm a 1.5
m de altura; hojas alternas lanceoladas, angostas rugosas de 8-10 cm sus bordes ondulados a veces
con loébulos méas grandes; flores sésiles violaceas de 1-2 cm acomodadas en grupos formando un
racimo angosto. El fruto se encuentra incluido en el caliz redondo dividido en 10 a 16 partes iguales.
Crece en climas semiseco, seco y templado entre los 1890 y 3900 msnm (Argueta y col., 1994).
Informacién etnoboténica

En el Valle del Mezquital Hidalgo, se bebe una infusién preparada con la raiz para limpiar la matriz y
los rifiones. En el Estado de México, utilizan la raiz como emoliente (Aguilar y col., 1994). También se
ha reportado el uso de la planta para el tratamiento de golpes (Durango); en este caso, a la planta
machacada se le ponen unas gotas de aceite y se frota con este preparado la zona afectada. El
cocimiento de la planta, junto con manzanilla (Matricaria recutita), salvia (Buddleia acordioides) y
yerbabuena (especie no determinada) es utilizada para tratar la diarrea crénica (Argueta y col., 1994).
Aspectos quimicos

En el extracto CH,Cl, se ha encontrado la presencia de estigmasterol y B-sitosterol, o y p-amirinas,
asi como de las cumarinas escopoletina, esculetina y esculina (Garcia y col., Enviado)

Informacioén farmacologica

Evaluaciones farmacoldgicas realizadas con el extracto cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia
mostraron actividad inhibitoria del edema plantar inducido con carragenina tanto en la fase aguda
como en la fase tardia (Nava, 2002). EI mismo extracto presenté actividad antiartritica en ratas pre-
tratadas con adyuvante de Freund completo, el efecto fue mayor en la fase prolongada del edema y
con dosis repetidas del extracto se alcanza un 78% de inhibicién (Salazar, 2003). Las propiedades
analgésicas de esta especie tambien han sido demostradas (Mubhlia, 2004). Por otra parte, su extracto
CH,CI, fue evaluado en dos modelos de inflamacién crénica: el de artritis inducida con adyuvante de
Froy en ratas y el del edema auricular en raton provocado por aplicaciones topicas repetidas de TPA.
En el primer modelo fueron administrados durante un periodo de 8 dias por via i. p. 100 mg/kg, los
cuales redujeron de manera significativa el incremento progresivo del edema plantar en rata. En el
caso del modelo auricular fueron administrados 50 mg/kg via i.p. y los resultados muestran una
inhibicién de la inflamacién del 50.55%, cabe mencionar que la actividad farmacolégica observada es

atribuida a las cumarinas en especial a la escopoletina (Garcia y col., Enviado).
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