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AESUMEN

Godinez Alvarez Laura. Determinaclon in vitro, del efecto antihistaminico del epazote { Teloxys
ambrosioides L.) en sus emncton hidrosoluble y liposoluble sobre tejildo ute-rino

'l de yos h g A Héctor S L6pezM.V.Z.yHéctor
Ponce Monter M. en C,

Unode los efectos que se le atribuyen al epazote (Teloxys ambrosioides L) de i

es el antihistaminico, cuando se aplica en su forma natural. Dadas las caracteristicas de la
planta, suamplia i y su fhcil se iderd de interés | gar el efecto
antihi inico de los extracl Huble y tipasoluble del ep utilizando una
preparacién de musculo liso uterino aislado de cobayo no gestante y tratado con estrégenos
24 hs antes del ensayo. Es bien sabido qus el (itero de cobayo estrogenizado es activado por
{a histamina a traves de los recepiores tipo H que tiene este tejido; al activarse los receptores

a hi tipo H1 se produce un de ta hidré del lolhlldlllnooltol desencadenan-
dose una da de ! que inan en la . Esta accidn de la
| es bloqueada por antih del tip Hy como h pirilamina. El efecto de los
extractos hidrosoluble y 1ip ble de ep. sobrela wterina ind
por ia histamina se comperd con la acclén bi dora de & p Los
muestran que soio el fip al 16 modificd en forma
significativa la resp 4 alahi ina { control 89.4%11.9% en presencia del extracto
liposoluble 69.0125.14% p«<0.05 ). SIn embargo, & efecto antihistaminico que manifest6 el
p en ia prep. fue muy débii en comparacién con la accién

del g de p [} ina del subtipo H, plrilamina.



INTRODUCCION

Como ha sido blecido por ls Organizacié de Ia Salud (OMS), el camino hacia
una nueva alternativa para afrontar ia aguda situacion de salud de ios pueblos en desarrolio,
eslrlba en buscar la apropiada comblmclon de todos fos recursos médlcoo posibles, tanto
pr de la dicional como los de a p
(9,13).

Es indudable que en los dltimos afios ha resurgido un renovado interés por la herbolaria
medicinal, tanto para la medicina humana como para la medicina veterinaria y recobra una
posicion que parecla perdh pués del y luge de h industria quimico-

ica, que con sus ha pé {t0,12).
El camino hacla una futura binacién de los r de la b ria popular con otras
formas de éuti L u lnich en una sistemdtica y constante
investigacién experlmenlal de las prop des bi i que la yla cunuu
médica popuhr le' atribuyen (9,16). Se trata de a ptucbn y ia g
ios laborad con plln'u L los px
indicaciones y ulon que la ha do, para lmonur mbhur mediante
una metodologla experimental ﬂexlble h corrot 6n de sus propi les. Este

proceso aparentemente sencilio, es por el contrario, lento y laborioso, pero sienta las bases
de uns metodologia de trabajo que puede generar, 8 mediano piazo, aternativas médices que
ofrecer (9).

T do como paldo estos obj se ha & o I ¢l uso de una plamta
ampliamente conocida en México como hierba comestible y porsus propiedades medicinales.
El op: (Teloxys ambrosioides L.) cuyas 00 de México,
epézotl, ep. d de zorrillo, hip posou te de México, varade estiercol,
viteya, yerba del zorrillo, etc {12} . Et nombre cptzou proviene de epat/ que significa zosillo
y cuya relacién con la planta ob ald bik istico olor Que emite. Todavia

hoy en algunas partes dei pals a esta planta lc {laman~ epuote del zorrillo® (12), ya qQue existe
una confusién en cuanto a la clasificacién del epazote, debido e 1as diferentes coloraciones
que presenta, pero desde el punto de vista botinico, el epazote es una “planta herbéicea quo

miie 40 8 90 cm de aliura, yar lca. Hojas slarg: de forma
con la base y ol dpice agudos y ol borde iregularments dentado, miden 4 a 7 cm de largo.
Fiores pequefias en espigas de glomérulos que nacen en las axilas de ias hojas, salpicadas

de hojitas * (21,25,



Clasificacién botanica:

Divisién. g Py

Clase. Caryophyllidae

Orden Ch di

Familia Chenop

Género, Teloxys

Especi Teloxys ambrosloides L. (21}
La informacién més antigua con que se cuenta resp al ep: como médico
comprende las slgui P Uil contra la corea, antiasmatico,

it nmlrraumﬂlco diurético, sudorifico, antiheimintico

ico, g
y antiespasmodico” (4.9 11 |2.13 15 24 25,26). Se mencionan tamblen como usos populares
su efecto contra picad de ivos (4), psra enfer des de la piel (5), pars ta
urticaria {9). Por los usos menclonados anteriormente se presumlé un efecto antibistaminico
del epazote, existiendo lrlba]os que avalan esta propiedad (14, 18). por Io cual n decidié
realizar un ensayo para d sief on sus y Ui

poseen accién antihistaminica in vitro sobre una preparaclén de Gtero al
tratado con estrégenos,

lado do cobayo

Se decldié u!lllur aste bxoenuyo con base en la sigl Info 16n: La (HA) es
una amina blogé a iplos de 1900; ds que la HA fue descublerts
en los tefidos bioldgicos se ha visto que estd en la Inft. i6n, anafilaxia, alergla
y clertos tipos de reacciones ldvenal afh (22). Fislologh la HA funciona como
neurctransmisor en clertos tejidos e § regula la 16n géstrica (1). Desde
que la HA fue aisleda en I ! activas o interés o8 enfocé a la

busqueda de los receptores que modifican la lcﬁ\ddld farmacologica de esta amina. A la fecha
han sido identificados 3 tipos de receptores (H), Hz, Ha) (8) La HA se encuentra asociada a
ios mastocitos en usl todos los tefidos y por su papel como mediador de ia inflamacién se

clnlﬂu como uh local. Sin embargo no toda [a HA tisular esta asociada a
P do la especie, la HA ha sido detectada en basdfllos, plaquetas,
células ies, células cr y (8).

Efecto de ls HA sobre munculo |Iso ia HA contrae el masculo liso bronquial via receptores Hy
en yos, conejo, perro, cabra, vaca, cerda, caballo y
humano. Los cobayos son cxcepclomlmenu sensibles e incluso dosia minimas de HA pueden
provocar broncoconstriccién y hasta {a muerte. La resp del mi liso i inal varis
conlnnpochyconhuglén pero el efecto clési a ion pi porreceps

Hi. Laresp aHAd écrinas (géstricas, salivales, p brong
y iagrimales ) es modhdl por receptores Hz (1).




La HA bién produce ion wterina en alg p {3,20,23). En el Gtero de

cobayo s resp aHA e da un efecto directo dnl tArmaco sobre la célula

ter uterina via ton de P Hy (8) y puede ser bloqueado por agentes

i i (antage tipo Hi) ‘como Ia difenhidramina, clorfeniramina, tenoxiben-

zamina, p i piramina, tripolidina, terfenad y
pirllamina (8)

Los mecanismos respasaabdies del olocto de la HA sobre musculo liso, Involucra movilizacién

decalcio (Ca* ) del reticul y med su unlon 2 una protelna (calmodulinn)
activa ol ot cling- pnm duci ia lar. Este i
activa mediante o acoplamiento de ia HA a los P Hidela de la célula
muscular del (Rero; de siguna manera aGn no bien establecida, el receptor esta unido a una
proteina G (pr de wnidn guenin it o), esta pr active a una enzima llamada
C ia cust se de ! fostatidil inositol (P1) en inositol trifosfato
(IP2) mas diacilglicerol. El IP3 es el responsable de 1a liberacién de Ca* * por el reticulo
P {8). Eme o8 Hustra on Ia figura 1.
La otra teoria biecida involucra laactivaciénde la [+ i la unién
HA-receplor-proteina G para permitir, en este caso, la entrada de Ca *++ axtracelular al interior
de la céiula para producir la Este se ilustra en la figura 1.
De esta manera queda o de accién el cual! las células del
miisculo #so uterinc de cobgyo hembra se con la aplicacién de HA. La previa
6n de h H q! a 6 lar caracteristica

producida por HA (8).



HIPOTESIS

Tanto ef extracto hidrosotuble como et liposoluble de epazote ( Telaxys ambrosioides L) Inhiben
de maners similar a la pirilamina (antagonista Hi), la comncclén uterina in vitro Inducida por

histamina, utilizando (nteros aislados de yos pre sensibilizados con estrogenos.
OBJETIVO

Evaluar si los ctos hid {uble y liposolubl del p { Teloxys ambrosioides L) son

capaces de inhibir de similarala p ista Hi), la 16n uterina

In vitro ida por ina, ulilizando seg de mero aistado de cobayos tratados

Y

pre con ]




MATERIAL Y METODOS:

|.- Material biolégico: Se utitizaron cobayos adultos hembras virgenes de un peso aproximado
de 500 g de la cepa Hardley. Los se vieron en dici controladas de luz
y temperatura (ciclo luz-obscuridad, 14-10 hs, 21° C) se les proporcions agua y alimento ad
tibitum. Con el propésito de uniformizar el estado endocrino de los animales, a cada uno se le

inistré por via 1Gug/Kg de 3-b de 178 diol (Sigma Chemical Co.
S Louis Mo.) disuetto en un volimen de 0.2 mi de aceite de malz, 24 horas antes del sacrificio.

Los animales se sacrificaron por e después se extrajeron los
cuernos uterinos y se colocaron en una caja de Petri que contenia Solucién Ringer Krebs
Blcarbonato ,con la sigulente composicion mM: NaCl 120, KC! 4.6, KH2P04 1.2, MgS0s 1.2,
CaCl2 1.5, NeHCO;3 20 y glucosa 11. El pH de la solucién se ajusté a 7.4 mediante burbujeo
constante de una mezcla gaseosa de 5% COz en 95% Oa.

Los cuernos uterinos se limplaron del tejido conectivo adyacente; se realizé un corte lon-
gitudinal a fo largo de cada cuerno uterino y se reliré 1 cm, aproximadamente, de cada extremo.
De esta manera se ob on2 de ap 3X 10 mmdela parte central
de cada cuerno,

Cada tira se coloc verticalmente en un bafio de vidrio para tejidos aislados con 10 m! de
Solucién Ringer Krebs Bicarbonato (SRKB), fijando a parte Inferior del tefido a i1a base del
bano por medio de un hilo de seda 0000, y ef otro extremo se uni6 también con hifo seda 0000
a un transductor de tensién GRASS MODELO FT03 (Flgura 2), conectado & un poligralo

GRASS MODELO 78, donde se registro la acti étrica de los seg de
utero. El tefido se tensioné a 10 mN (1 g de fuerza) y d! todo el experi; se

Ia temperatura a 3710.5 °C con un burbujeo de la mezcla g 5% COz en 895%
2. En estas condiclones se dejé estabilizar el tefido durante 1 hora, cambiando la SRKS cada
10 minutos, después de este tiempo se inicid el exp Se anall cuantitati

los efectos de los agoni: g ydelos sobre el tejido uterino de cobayos
estrogenizados , midiendo e! érea bajo la curva, de lodon los registros, con un planimetro
digital TAMAYA MODELO POLAR 2. Lm L7 €omo por jes de
cambio con relacién & ia duch por 104 M de acetilcolina, por Io tanto

la contraccién inducida por la acetiicolina se lamo como 100%.

1l.- Material farmacoléglco: Los tarmacos utilizados en este estudio fueron:

Diclorhidrato de histamina (HA) Sigma U.S.A.: Este fsrmaco se utilizé6 para producir la
contracclén uterina de las tiras de tejido (agonista Hi).

Clorhidrato de pirilamina (PA) Sigma U.S.A.: Este tdrmaco s¢ utillzd como antagonista de
receptores H1 de histamina.



Estas drogas se disolvieron en la SRKB al ser adicionadas directamente a la cAmara de érganos
aisiados en un volumen que no excedié los 20.1; la preparacién de las drogas se hacia
diariamente.

{l1.- Material Fitolégico : La planta se adquiri6 en el mercado “Jamaica® en el Distrito Federal
proveniente del estado de Morelos. El material utilizado en este estudio fue determinado en
el herbario del Centro Médico Nacional eJemplar no.5639 y 5640 * y en el herbario de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM. Figura 3.

La planta se puso a secara p y no exp a la luz del sol. Se separaron
jos tallos de las hojas y estas se molieron en un moiino Thomas-Wiley Laboratory Mill modelo
4 con malla de 2 mm de didmetro. Se obtuvieron 170 gramos, que se mantuvieron en un envase
limplo, seco y protegido de !2 luz.

HILL- Prep i6n del extracto hidrosoluble : Se pesaron 10 gramos de hojas secas y molidas,
se mezclaron con 100 ml de agua destilada y se sometieron a ebuilicién durante 10 minutos.
Se dej6 enfriar. Se filtrd ; se obtuvieron 50 ml de fittrado y este volu se ajustd

a 100 mi con agua destilada . La solucién se coloco en el rotavapor (baja presiény temperatura
de 50° C) donde se le evapor6 el agua hasta obtener un volimen final de 10 ml quedando una
concentracion 1 g/ml; de este extracto fueron adicionados 2Qd al bafio de érganos aislados (
10 ml), tend: una ién final en [a cdmara de 2 mg/ml.

1IL)L.- Preparacién de!l extracto liposoluble: Se pesaron 10 gramos de hojas secas y molidas
se mezclaron con 100 ml de etano! puro {Alcohol elflico absoluto. Laboratorios Merk). Esta
mezcla se colocs en un bafio de agua a 70%2° C por un periodo de 10 minutos, con agitacién
constante; la mezcia se dejé enfriar y se filtré sobre papel de poro grueso No.915, El tiltrado
se colocH en el r por (baja preslén y de 30° C) donde se evaporb el etano)
hasta obtener un volimen final de 10ml quedlndo una concentracién de 1 g/ml.

IV.- Pr o exper | del yo: El de registro isométrico para tejidos
leado, tiene d para reglstrar 4 tiras de tejido en fomu simultdnes. Solo

se trabajé con aquellos tejidos que respondleron al estimulo de 107 M do acetilcolina. Se
construyeron curvas alahi ina (10, 10°% y 10~ M) en forma no
acumulativa ( Flgurl 4). En forma general después de comprobar la viabilidad del tefido se
dis 8 la curva en Ia droga con &l

(e]ldo por un periodo de § minutos, lavando denpués con SRKB tresca y dejando 10 minutos
antes de i sig i6n de la droga. Siempre se construyé primero la
curva o a la hi: y luego las tiras se incubaron por 10 minutos

(nl,

oconel solventede los y se volvia a repetir

conlos extractos o con o antlhi
la curva p a

* M.en C. Abigail Aguilar C. Jefe del Herbarlo de Plantas
Medicinales del IMSS.



RESULTADOS

El extracto hidroscluble preparado de acuerdo con lo descrito en la metodologia resultd un
liquido de color verde ctaro, su concentracion final fue de 1 g/ml de planta seca y molida.
Cuando el extracto hidrosoluble se colocd en los 10 mi de la Solucién Ringer Krebs Bicar-
bonato la solucién tomé una coloracion verde, que no se modificéd durante el ensayo. Por otro
fado, el extracto liposolubie mostré un color ver-de oscuro, 1a concentracién de este extracto
fuéde 1g/mlde planta seca y molida; cuando este producto se adiciond alos 10 mide Solucién
Ringer Krabs Bicarbonato se formé una solucién de color verde que no se modificé durante
el experimento.

La histamina a las dosis ensayadas (10%, 10 y 10 M) produjo una contraccion de fos
segmentos uterinos alslados de cobayo dos con estrd , que fue dependiente de la
dosis { Figura 4). Los valores obtenidos de la medicién del drea bajo 1a curva (mm2) fueron
sometidos a una prueba t de Student pars datos no pareados, tomando como nivel de
significancla p<0.05 . En el cuadro 1 se los dos de 6 experi en los
grupos: control, tratades con 2 mg/mi de hidrosotubl: dos con 2 mg/m! de
exiracto liposoluble y en presencia de 1M de pirlamina. Los valores de fos 6 experimentos
por cada grupo se expresan como % de respuesta uteroténica inducida por histamina,
tomando como referencia de _:espuesla del 100% la contraccién inducida por una
i6n de ilcolina 10~ M.

En Is figura 5 se muestra la curva acién-resp ala ina de segmentos
1 islados de cobayo tratados con estrégenos de 1os grupos control y en presencia de
2 mg/m! del hidrosoluble del como se puede observar la presencia del

extracto hidrosoluble no modifict la curvn control.

La figura 6 muestra el efecto quae tiene la presencia de 2 mg/mi del extracto liposoluble sobre
|a curva concentra-cion respuestaa la Ina en uterinos aisiados de cobay

tratados con estrogenos. En este caso el liposoluble del ep modificéd en torma
significativa |a Axima a 1a hi ina (p<0.05), sin embargo no modificd sig-

nificativamente la dosis efectiva 50.

Enlafigura 7 se mue:lrn en forma muy clara el efecto bloqueador de 1,M da pirilamina sobre

1a cont 16 da porla en uterinos y
con estrégenos.




DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que los extractos hidrosoluble y Hposoluble
peeparados a partir de una de ep pr da como Jeloxys
ambrosiokies L., no pr etecto antih (i como lo hace la pirilamina, sobre una
preparacién de musculo liso uterino aislado de cobayo tratado con estrégenos. Sin embargo,
el extracto 1 i a |a dosis estudiada inhibié en forma significativa la respuesta maxima
deltejido lnducidn por histamina (10*M). La razén de haber estudiado con m4s detalle la dosis
de 20 mg/ml sobre la contraccion Inducida por diferentes dosis de histamina en el (tero aislado
de cobayo tratado con estrégenos se explica en base a 1a ausencia de efeclo que se observd
con dosis menores de 20 mg/ml y ademas a que la dosis de 20 mg/ml puede considerarse
como una dosis alta de producto vegetal con relaclén a olros estudios de este tipo (2,19).

Una de las las de utilizar des altas de prod en los bioen-
sayos con lejido de musculo liso, es elgran contenido de K™ que tienen las plantas, esto hace
que muchas veces se reporie un efecto contrdctil de los extractos o Infusiones acuosas y no
se tome en cuenta que ese efecto podria deberse a |2 accién del K* sobre el musculo liso.
Asl, el efecto uteroténico Inducldo por ef extracto hidrosotuble sobre el Gtero aislado de cobayo
estrogenizado que se observd en este trabajo se puede explicar como una acclén
despolarizante del musculo liso uterino Inducida por la presencia de jones K*, como ya ha
sido repoftado en otros trabajos con extractos de plantas medicinales (2,19).

Este trabajo ituye la primera ia experi en donde se pone de manlreslo que
los hidrosol vyl | p on una bien de
Teloxys ambrosloldes L. (epazoto) csrecan de efectos antihistaminicos del subtipo Hs. La

validéz de este trabajo descansa en a confiabilidad turmacolbglca que llene fa preplmclbn
de Uitero alslado de cobayo en la sensibilidad a los ag y I'] icos del

sublipo Hs (8,7,17).

P las accl benéficas del ep raponadas para algunas enfermedades de
1a plet (5), contra la urticaria (9) contra 1a picadura de alg les nocivos (4) y las
reportadas en trabajos anteriormente citados (14,18) no se deban a un efecto antihistaminico

del ep sino a otras accl de esta planta sobre algunos procesos de tipo inflamatorio.
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FIGURA l.- Mecanismos propuestos para explicar la accidn contrdictil de

la histamina en cl misculo liso. HA, histamina; PIP,, fosfa
tidil {nositol bifosfate; IP,, inositol trifosfato; DAG,dis
cilglicerol. Adaptado de Hilf (8).



FIGURA 2.- Cdmara para Srganos aislados. T, rransductor de tensidn; B, ba-
fio de vidrio para tejidos aislados conteniende Solucifin Ringer
Krebs Bicarbonato (10 ml); €, burbujeo constante 5% CO, en 0, ;
G, segmento de tejido uterino; M, circulacifn de agua para nan-~
tener la temperatura a 37°C * 1,Adaptado de IMEPLAN (9).
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FIGURA 3.~ Epazote ( Teloxvs ambrosioides L. )
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Figura 4.~ Registro tfpico de laaccddn de acetilcolina 1074 M y
de histamina 10~6, 103 y 10-4 M sobre un segmento de
iitero alslado de cobayo estrogenlzado.
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FIGURA 5.~ Curva concentraciSn respuesta a la histamina de segmentos
uterinos aislados de cobayos tratados con estrdgencs.
(@) control y (O) en presencia de 2 mg/ml del extracto
hidrosoluble del epazote. Cada punto representa el valor
promedio de 6 cbservaciones y la barra vertical la desvia
ci6n estandar.
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FIGURA 6.~ Curva concentracifn respucsta a la histamina de segmentos
uterinos aislades de tobayos tratados con estrdgenos.
(®) control y (O) en presencia de 2 mg/ml del extracto
liposaluble del epazote. Cada punto representa el valor
promedic de 6 observaciones y la barra vertical la desvis
cifn estandar. ¥ P ¢ 0.05 .,
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FIGURA 7.~ Curva concentracidn respuesta a la histamlna de segmentos

uterinos de cobayos tratados con cstrdgenos.(@) control
y {O) en presencia de IpM de pirilamina. Cada punto re-
presenta el valor promedio de 6 obscrvaciones v la barra
vertical la desviacidn estandar.
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CUADRDO i

CORTROL SUMERO DFE _EXPERTIMENTOQ booiin

HISTAMINA (M) 1 2 3 4 5

10 -6 11.56 15.30 9.40 13.80 9,60 © - :12M4 L H2,010 L

1o =5 65.30 56,60 40.60 51,40 47.30 52,60 . 52,38 8,15

10 -4 86.20 109,30 73.80 88.50 79.30 99,4077 : :
EN PRESENCIA DE 20 mg/ml DEL EXTRACTO HIDROSOLUBLE DEL EPAZOTE “

10 =6 10.12 8.03 12.10 9.40 1.90 11.60

10 =5 48,44 38,72 58,08 41,14 46,70 55.60 ' g

10 <4 87,50 69.65 105.00 73.50 86.90 101,50 787,347 S0 4L e
EN PRESENCIA DE 20 mg/ml DEL EXTRACTO LIPOSOLUBLE DEL EPAZOTE RS )

10 -6 7.30 6.50 7.56 6.00 8.90 7.06

10 '2 18,50 33.89 39.40 31.52 47.20 44,91 3; g; ; ::\1

10 - 63.70 59,80 73.50 55.90 86.22 75.00 69.01 10,0
EN PRESENCIA DE { gM DE PIRILAMINA

10 -6 2.91 3,00 2,40 3,40 2.60 3.60 4

10 =5 4.10 4.30 3.53 4.90 3.70 5.07 iz o

10 - 5,09 5.20 4.32 5.82 4,38 6.08 5. 14 0,02

CUHADRU 1.~ Resultadom de 6 experimentos, cipresadon como porcentaje (Y1) de respussta utevotSnica {ndu
cldn por histamina cn premencin y en aunwcncis de los extractos hitdromoluble y tiponutubie,
asf conp de pirilamina, Se tomf como referemcia (100R), 1a respuesta contrfictll inductdn
por 10 ° M de acetilcolina,

X Promedio
d.e. Desviacifn estandar

ir4s
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