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RESUMEN

La presente disertacion describe el efecto espasmolitico y
antimicrobiano de los extractos totales derivados de ocho especies vegetales
de amplio uso en la medicina popular de México. Las especies evaluadas
incluyen: Conyza filaginoides (D.C) Hieron (Asteraceae), Crofon fragilis HBK
(Euphorbiacea), Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae), Gymnosperma
glutinosum (Spreng) Less. (Asteracea), Parfhenium ftomentosun D.C. var.
stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), Potentifla thurberi A. Gray
(Rosaceae), Pferogonum atrorubens (Englem.) H. Gross (Polygonaceae) y
Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae) .

E| efecto antiespasmadico se determind /n vitro utilizado una preparacién
de iledn aislado de rata. En todos los casos se evalud el efecto inhibitorio de
los extractos metandlicos sobre la contraccion espontanea del musculo aisiado.
Los ocho extractos ensayados inhibieron las contracciones esponténeas dei
ileén, encontrandose que el efecto farmacolégico observado era dependiente
de la concentracién. El extracto de D. viscosa (Clsp=11.91 ug/ml) fué el mas
activo, con una potencia comparable a la dei extracto metandlico de Datura
/anosa Barclay ex Bye (Solanaceae) (Cl;5,=9.65 ng/ml), que fué utilizado como
un control positivo.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
cloroformicos y metanolicos de las plantas objeto de estudio se realizé
utilizando 10 cepas de enterobacterias patégenas que incluyeron: Aeromona
hydrophila, Escherichia coli, Proteus mirabifis, Pseudomona aeruginosa,
Salmonefla typhi, Shigella flexneri Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae,
Vibrio parahemolyticus 'y Yersinia enterocolitica. Los resultados indicaron que
siete de las nueve especies evaluadas (incluyendo D. /anosa) poseen efectos
antibacterianos. Sin embargo, la accién antibidtica que presentaron los



extractos no justifica por si sola el uso tradicional de las plantas para el
tratamiento de "desoérdenes gastrointestinales” de etiologia bacteriana.

Los resuitados derivados del rastreo farmacoldgico de los extractos
crudos permitieron corroborar el efecto espasmolitico que se les atribuye a las
especies vegetales investigadas en la medicina popular. De manera adicional,
la estrategia implementada permitio seleccionar a la D. viscosa como el
candidato mas idéneo para la obtencién de principios activos potenciales con
propiedades espasmoliticas.

El efecto relajante de la contraccidn espontanea del ileo de rata
presentado por el extracto de D. viscosa se confirmd en el modelo de ileén de
cobayo el cual fué utilizado como bioensayo para monitorear el estudio
fitoquimico de la planta. El fraccionamiento biodirigido del extracto
cloroférmico-metandlico (1:1) de D. viscosa condujé el aisiamiento de cuatro
principios activos que produjeron una inhibicion, dependiente de la
concentracién, de las contracciones espontaneas del ileén de cobayo. Los
principios espasmoliticos se caracterizaron como: la sakuranetina (Clg;=15.98
pg/ml), la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-drihidroxi-flavona (Clgy=15.88 pg/ml), el acido
huatriwaico (Cl5;=8.59 ug/ml) y el ent15,16-epoxi-SaH-labda-13(16)14-dien-
3p-8a-diol (Clsg=6.17 ug/ml). De manera adicional, los compuestos inhibieron
las contracciones del ileén de cobayo inducidas por estimulacién eléctrica. La
sakuranetina y el entlabdano resultaron ser los relajantes mas potentes con
Clsg de 4.69 ug/ml y 19.37 ug/mi respectivamente.

En otra serie de experimentos disefados para ampliar la caracterizacion
farmacolégica de los compuestos aislados, se evaiud el efecto de los mismos
sobre las contracciones del iledn de cobayo inducidas por la acetiicolina (Ach),
la histamina y el cloruro de bario. En estos ensayos, la sakuranetina y el ent-
labdano inhibieron las contracciones evocadas por la (Ach), la histamina y el
cloruro de bario en el iledn de cobayo. Los resuitados obtenidos sugerian que



el mecanismo de accién del efecto relajante producido por estos compuestos
era inespecifico y que probablemente ambas sustancias estaban actuando en
un paso comun en el mecanismo de la contraccion muscular inducido por los
espasmaogenos de prueba. Esta hipétesis se confirmd cuando se demostré que
ambos compuestos producian una inhibiciéon de las contracciones inducidas
por Ca2* en el Utero de rata, originando un desplazamiento hacia la derecha de
las curvas concentracion-respuesta de Ca2* Los resultados obtenidos
indicaron que el efecto relajante de la musculatura lisa producida por Ila
sakuranetina y el entlabdano se debe a una interferencia del metabolismo de
CaZ2* en la célula muscular.

Por otra parte, la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-drihidroxi-flavona inhibio las
contracciones del iledn de cobayo inducidas por la histamina y el cloruro de
bario, sin afectar la respuesta de la acetilcolina. La falta de antagonismo en la
respuesta a la Ach presentada por la flavona, aparentemente descarta la
posibilidad de que este compuesto interfiere con el influjo de Ca2* en ia céiula
muscular, como se ha descrito para otros flavonoles. Sin embargo, es
necesaria la realizacién de mas investigaciones a fin de comprobar esta
propuesta.

El acido huatriwaico provocoé en el iledn de cobayo una inhibicién de las
contracciones inducidas por la histamina y un incremento de las contracciones
evocadas por el cloruro de bario, sin modificar las contracciones inducidas por
la Ach. Este comportamiento complejo no se puede explicar considerando un
mecanismo de accién simple y evidentemente es necesario realizar una
investigacién farmacoldgica mas detallada con ei objeto de caracterizar el
modo de accién de este diterpenoide.



1. INTRODUCCION

La flora mexicana, con su gran diversidad y riqueza, constituye
indudablemente el principal recurso terapéutico empleado en la medicina
tradicional. Estudios recientes indican que en México existen siete mil especies
vegetales, botanicamente clasificadas, que son utilizadas por la poblacién
mexicana con fines curativos (Lozoya, 1993). De estas especies, se ha descrito
un "grupo basico de 1000 plantas" que ha sido empleado en la medicina
tradicional de México durante casi 400 afios. La gran mayoria de estos
vegetales son utilizados para el tratamiento de enfermedades comunes tales
como infecciones respiratorias y de la piel, desdrdenes gastrointestinales,
hipertension, dolor y diabetes o para inducir el suefio o el parto (Lozoya, 1994).

Las encuestas nacionales sobre el uso de remedios vegetales en Ia
medicina tradicional mexicana realizadas por investigadores del Instituto
Mexicano del Seguro Social durante la Ultima década, indican que
aproximadamente el 78% de las plantas que prescriben los médicos
tradicionales se emplean para el tratamiento de padecimientos digestivos,
respiratorios y de la piel (Aguilar y Camacho, 1984; Lozoya et al, 1987; Aguilar
et al, 1994). Resulta interesante sefialar que el mayor porcentaje de estas
especies vegetales (38 %) se utiliza para tratar diversos desérdenes
gastrointestinales e incluyen plantas a las que se les atribuyen efectos
antiparasitarios, espasmoliticos, laxantes, antidiarréicos y coleréticos (Aguilar y
Camacho, 1984; Lozoya et a/, 1987). Esta informacién corrobora el hecho de
que las enfermedades gastrointestinales constituyen uno de los padecimientos
mas difundidos en el pais y demuestra que la medicina tradicional se avoca
fundamentaimente a la solucion de los problemas de salud mas basicos de la
poblacion mexicana.

Desafortunadamente, en México el porcentaje de las especies vegetaies
medicinales estudiadas desde el punto de vista farmacolégico es relativamente



bajo y actualmente se considera que de todas las especies en uso sdlo se
conocen, con criterios de caracter experimental y cientifico, las propiedades
farmacolagicas de aproximadamente ei 1.5% (Lozoya, 1993).

En el caso particular de las plantas utilizadas para el tratamiento de
padecimientos gastrointestinales, las cinco especies de mayor uso en nuestro
pais son las siguientes: Mentha piperita (espasmdlitico y digestivo), Matricaria
chamomilla (espasmolitico, antiinflamatorio y digestivo), Arfemisia mexicana
(desparasitante y espasmolitico), Chenopodim ambrosioides (desparasitante y
espasmolitico) y Psidium guajava (antidiarreico) (Lozoya, 1987). Es importante
sefialar que estas plantas ya han sido objeto de estudios fitoquimicos y
farmacolégicos que de alguna manera permiten explicar, parcial o totaimente,
su uso medicinal. Sin embargo, cabe mencionar que estos estudios, realizados
en gran parte por investigadores extranjeros, no fueron el resultado de
investigaciones multidisciplinarias sistematicas, sino mas bien el producto de
trabajos aislados.

Con base en estos antecedentes, resulta evidente que en la actualidad
sélo se tiene un conocimiento empirico de la gran mayoria de las especies
utilizadas en la medicina tradicional mexicana para la cura de los llamados
"desdrdenes gastrointestinales ", ya que a la fecha no se han efectuado
estudios sistematicos tendientes a determinar su efecto farmacolégico, ni
tampoco se han realizado estudios fitoquimicos biodirigidos con miras a la
caracterizacion de sus principios activos.

Desde esta perspectiva surgio Ia presente disertacién, como parte de un
proyecto de investigacion interdisciplinario que tiene por objeto obtener
principios activos espasmoliticos potenciales a partir de especies de la flora
medicinal mexicana seleccionadas mediante un rastreo farmacologico
preliminar.

En el caso del presente trabajo, las especies preseleccionadas para su
evaluacion farmacolégica preliminar fueron las siguientes: Conyza filaginoides



(D.C) Hieron (Asteraceae), Crofon fragilis HBK (Euphorbiacea), Dodoriaea
viscosa Jacq. (Sapindaceae), Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less.
(Asteracea), Parthenium tomentosurn D.C. var. stramonium (Greene) Rollins
(Asteraceae), Potentilla thurberi A. Gray (Rosaceae), Pferogonum atrorubens
(Englem.) H. Gross (Polygonaceae) y Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae).
Todas ellas gozan de reputacién folcldrica como agentes espasmoliticos para
el tratamiento de diversos padecimientos gastrointestinales que incluyen

célicos, diarrea y disenteria (Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies vegetales seleccionadas para el raestro farmacoldgico
preliminar.

Nombre cientifico Nombres vulgares Parte usada
Conyza filaginoides Comolxochitl, simonillo, Planta entera
(Asteraceae) hierba amarga, jimonillo )

Croton fragilis — Corteza y hojas
{Euphorbiaceae)
Dodonaea viscosa Cuerno de cabra, Partes aéreas
(Sapindaceas) chapuliztle

cacho venado
Gymnosperma glutinosum | Escobilla, jariila, Planta entera
(Asteraceae) tatalenchos

pegajosa, xonequilit]
Parthenium tormentosum — Planta entera
(Asteraceae)
Potentilla thurberi I Corteza
(Rosaceae)
Pterogonum atrorubens —_ Corteza
(Polygonaceae)
Zornia venosa Hierba de la vibora Planta entera
(Fabaceae)




2. ANTECEDENTES
2.1 ANTECEDENTES DE LAS LAS ESPECIES SELECCIONADAS PARA EL
RASTREO FARMACOLOGICO

Las especies Conyza filaginoides, Gymnosperma glutinosum,
Parthenium tomentosum y Zornia venosa han sido objeto de estudios
fitoquimicos previos. Los resultados derivados de estos trabajos se especifican
en el Cuadro 2.

Una revisién en la bibliografia demostré que ninguna de las especies
seleccionadas ha sido evaluada como agente antiespasmadico.

Cuadro 2. Estudios fitoquimicos realizados sobre algunas de las especies
seleccionadas para el rastreo farmacolégico preliminar.

Planta Metabolito aislado Referencias
P. tomentosum Maldonado ef al,
1985.
1. valbatina
P. tomentosum ' Maldonado et a/.,
1985.
(o)
AcO O
0]
0]

2, Partomentina




Continuacion del cuadro 2

P. tomentosum Maldonado et al,
1985.
o]
AcO O
(o]
3, Incanina
P. tomentosum Maldonado et al,
1988.
AcO
AcO O
(0]
4, Ligulatina
P. tomentosurn Maldonado etal;
1985,
HO
AcO O
(o]

5, 4-0-Desacetil-ligulatina

P. tomentosum 6, Aceites esenciales: Sabineno, Kukamoto et al/,
camfeno, pineno, terpinoleno, limoneno, 1985.
ocimeno, 1, 8-cineol.




Continuacién del cuadro 2

P. tomentosum Maldonado et al,
1985.

HO

7. 1-Dehidro-perwvinina

Rodriguez et al,
1972,

P. tormentosum

8, 3,3'-Dimetoxi-quercetagenina

Maldonado ef a/,,
1985.

P. tomentosum

9, Parthoximentina

Maldonado et al,
1985.

P. tomentosum

10, Acetilivalbatina




1c

Continuacion del cuadro 2

G. glutinosum Miyakado et a/,

1974.
11, Gymnospermina
G. glutinosum OMe Dominguez, 1974.
OMe
OMe
HO o
oy
MeO
- OH O
12, Luiselizondina
G. glutinosum OMe Dominguez, 1974,
713, Emmaosurina
G. glutinosurm T Dominguez, 1974.

14, Camfeno




11

Continuacén del cuadro 2

G. glutinosurm Dominguez, 1974.
'
/\
185, Felandreno
G. glutinosum Dominguez, 1974.

16, Pinano .

C. filaginoides Dominguez, 1972.

C. filaginoides Dominguez, 1972.

18, R-amyrina




Continuacién del cuadro 2

12

Z. venosa

QL
O o]

19, Cumarina

Lopez, 1981.
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2.2 ANTECEDENTES DE DODONAEA VISCOSA

Desde el punto de vista fitoquimico D. viscosa ha sido investigada por
varios autores. Estas investigaciones permitieron el aislamiento vy
caracterizacion de varios flavonoides (Sastry y Nayudamma, 1966; Sachdev y
Kulshreshtha, 1983; Mata et a/, 1991), algunos diterpencides (Hsu efal, 1971;
Sachdev y Kulshreshtha.,, 1983, Mata et a/, 1991), taninos condensados
(Sastry y Nayudamma, 1986), algunos triterpenoides (Wagner ef a/, 1987), un
ester p-cumarico del L-mio-inositol (Mata ef a/, 1991) (Cuadro 3).

De las semillas se obtuvieron dos saponinas con actividad bioldgica, los
dodondsidos A y B. La mezcla de saponinas posee propiedades
antisudorantes, molusquicidas e incrementan la fagocitosis (Wagner et al,
1987).

Cuadro 3. Estudios fitoquimicos realizados sobre Dodonaea viscosa.

Metabolito aislado Referencia

OH Sachdev y Kulshershatha,
1982.

20, Aliarina




Continuacién del cuadro 3

Sachdev y Kulshershatha,
1986.
HO
CH;O OCHg;
OH O
21, Viscosol
Sachdev y Kuishershatha,
1983,

22, 5,7-dihidroxi-3'-(3-hidroxi-metil-butil)-
3,6,4'-trimetoxi-flavona 7
Dreyer, 1978.

23, 5-hidroxi-3,6,7 4'-tetra-metoxi-flavona

14



Continuacion del cuadro 3

Sachdev y Kuishershatha,
1983.

24, 3'-(3-hidroxi-metil-butil)-3,5,6,7,4'
penta-metoxi-flavona
OH Sachdev y Kulshershatha,
1983,

25, 5,4'-dihidroxi-3'-(3-hidroxi-metil-butil)
-3,6,7-trimetoxi-flavona i
Dreyer,:1978.

26, Santina

15



Continuacién del cuadro 3

HOOIOH

CH3O OCHj;
OH O
27, Penduletina
HO. 0. Q OCH;,
]
CH;O OCH;
OH O

28, 5,7,4'trihidroxi-3,6-dimetoxi-flavona

OH O

29, Pinocembrina k

Y »
OCH,

OH O
30, 5-hidroxi-3,7-dimetoxi-flavona

Dreyer, 1978.

Dreyer, 1978.

Sachdev y Kulshershatha,
1983.

Sachdev y Kulshershatha,
1983.

16



Continuacién del cuadro 3

Dreyer, 1978.

31, 5-hidroxi-3,7 4'-timetoxi-flavona
QCHj; Nair y Subramanian, 1975.

Nair y Subramanian, 1975..

Nairy Subramanian, 1 975."

O—Rutinosil
OH O
34, 3-0-Rutinosil quercetina




Continuacion del cuadro 3

HOOC
- 35, Acido Hautriwaico

t'DH ?H
ozc—T—CH-—

m,,ozc_?=?H

R = CH0H

36, (2,3-dihidroxi-2-metil-butiroilo)-22-
ageloato de jegosapogenoilo
l

OZC—(::—CH—-

,",02 c— (I:; CI:H

"OH

A R = CH,OH

37, 22-22-diangeloato de barrigenilo

Hsu y Hong-Yen, 1971.

Dimbi et a/., 19885.

Dimbi et af, 1985.

18
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Continuacién del cuadro 3

Wagner y Ludwig, 1887.

| §r A
HO R¥%= c—C=C_
ORy & Tchy
R!"2 = Arabinofuranosil o
CHy, R .C
Galactopiranosil b ,3\0’_‘0’ H
-c/ \H
R=CHOH L

COOH
Q
OR,
HO
ORL_
R'"? = Arabinofuranosil
CHy, O iCH
Galactopiranosil ’ 3\61_ VAo
—c¢" H
R=CH,OH I
. 39, Dodondsido B -~
HO OH OAc Mata et al,, 1991.

HO OH
F O OMe
QO

Wagner y Ludwig, 1987..  ,‘

40, 1-L.-1-0-metil-2-acetil-3-p-cumaril-myo-inositol

19



Continuacion del cuadro 3

Mata ef a/,, 1991.

41, 3,7-dimetoxi-5,6,4'-trihidroxi-flavona

OH
oo T
|

OH O

Mata et al, 1991.

42, sakuranetina

Mata et al, 1991.

HO™"

43, ent-15,16-epoxi-9-o. H-labda-
13 (16) 14-dien-3R3,8a-diol

20
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2.3 AGENTES ANTIESPASMODICOS DE ORIGEN VEGETAL

Un antiespasmadico es un compuesto que, al inducir relajacion, inhibe
los espasmos musculares. Los antiespasmodicos empleados para el
tratamiento de los desdrdenes gastrointestinales son sustancias que
disminuyen la funcion motora del mosculo liso del tracto digestivo y
comprenden dos grupos principales de farmacos: los antagonistas colinérgicos
muscarinicos y los agonistas opiodes (Gilman ef al, 1992). Existen ofras
clases de relajantes de la musculatura lisa gastrointestinal cuyo uso terapéutico
para este fin se encuentra restringido, debido a sus importantes efectos sobre
otros tipos de musculo liso, entre estos compuestos se incluyen: los agonistas
B adrenérgicos, las metilxantinas y los bloqueadores de los canales de Ca?*.
Por otra parte, existen otros farmacos que, como consecuencia de o
adicionalmente a su principal efecto farmacolégico, relajan la musculatura lisa
intestinal entre los que se pueden mencionar los anestésicos locales y los
antagonistas histaminérgicos, entre otros (Gilman et a/,, 1992).

Los antiespasmoddicos de origen vegetal se pueden clasificar en cinco
grUpos principales, de acuerdo con su mecanismo de accion: los antagonistas
colinérgicos muscarinicos, los agonistas de neuropéptidos enddégenos, los
biogueadores de los canales de Ca2*, los inhibidores de la adenosin 3',5'-
monofosfato ciclico (AMPc) fosfodiesterasa y los activadores de la adenilato
ciclasa. Es importante hacer notar, que existen muchos productos naturaies de
origen vegetal con propiedades espasmoliticas cuyo mecanismo de accion no

ha sido caracterizado.

ANTAGONISTAS COLINERGICOS MUSCARINICOS

Los metabolitos secundarios mas importantes de este grupo son los
alcaloides tropanicos atropina y escopolamina. Aungue también se han descrito
algunos alcaloides pirrolizidinicos con propiedades anticolinérgicas

muscarinicas.
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Atropina, escopolamina y antagonistas colinérgicos muscarinicos relacionados
La atropina 44 y la escopolamina 45 (Cuadro 4), son alcaloides
obtenidos partir de especies vegetales de la Familia Solanaceae. La atropina

se obtiene principalmente de Afropa belladona y de varias especies del género
Datura, Hyoscyamus Yy Duboisia, la escopolamina es particularmente
abundante en Datura fastuosa var. alba, D. metel, Hyosciamus nigery Scopolia
carnioloca (Tyler et a[, 1989; Gilman et a/, 1992).

Cuadro 4. Antagonistas colinérgicos muscarinicos.

1. Alcaloides tropanicos de origen natural

N,CHa LHs
o) A N
H H
5.9 T § _crom
o} CH,0H o 2
\C—Q’"H 2 \C—(‘;/-H
45, Escopolamina 44, Atropina k'

2. Aminas terciarias

0 Mo 'o‘c' ’
—C—CH —C—CH
T HsC Hy i~
O OH O OH

Hac— H3C_
46, Homatropina 47, Eucatropina
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Continuacién del cuadro 4

CH
_ c HaC Hzc: 3
N©>—CH2 E ; 2 ¢ 2

{2 6 (e Hac—"‘zc ¢Hy é cL.H2
CHj, OH
48, Tropicamida 49, Amprotropina

3. Compuestos de amonio cuatemario

R

1 -
HC—N-—CH,—CH,—C—C—NH, HQ H,C~OH
R O /@

O—C—éH
HC . ) Il

i ©
.50, Ambutonio (R = etil, R' = metil) NG

Isopropamida (R = R’ = isopropil) .5 lpratropio(Sghfl'd(._Jb)‘if

CT‘Ha CH2-CH2-CH2—CH3
Hac—H;,_.C—N—CHz—CHz—O-—(If N\
CH, . O  CHp=CH,—CH,~CH,

52, Dibutolina

La atropina se considera como el prototipo de los agentes
antimuscarinicos y su estructura molécular ha constituido un modelo para la
obtencién de numerosos compuestos semisintéticos y sintéticos de accién mas
selectiva, sobre todo a nivel del intestino. En el Cuadro 4 se muestran ias
férmulas de diversos farmacos de tipo atropinico, los cuales se dividen en dos
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grupos principales: aminas terciarias y compuestos de amonio cuaternario
(Foye et al, 1995).

El efecto farmacolégico de los blogueadores muscarinicos es
cualitativamente el opuesto al efecto de la Ach en los receptores muscarinicos:
las dosis pequerias reducen la secrecion salival y bronguial y la sudoracion;
dosis mayores producen midriasis y bloqueo de los efectos vagales sobre el
corazén, por lo que originan un aumento de la frecuencia cardiaca; dosis aun
mayores inhiben el control parasimpatico de la vejiga y el tracto
gastrointestinal, produciendo una inhibicion de la miccién y de la motilidad
intestinal (Londong, 1986).

La atropina y la escopolamina son bloqueadores competitivos de los
receptores muscarinicos localizados en los érganos efectores inervados por el
sistema nervioso auténomo parasimpatico y de los receptores muscarinicos
neuronales y ganglionares localizados en el sistema nervioso periférico (SNP)
y en el SNC (Gilman et a/, 1992; Foye, 1995).

Con el objeto de facilitar l1a comprensién del mecanismo de accién de
los antagonistas muscarinicos, a continuacién se describen de manera breve
los receptores colinérgicos muscarinicos y sus mecanismos de transduccion de
sefnales.

Los receptores colinérgicos se clasifican en dos grupos principaies:
nicotinicos y muscarinicos. Los receptores nicotinicos son canales idnicos
abiertos por ligando cuya activacién provoca un aumento rapido en la
permeabilidad celular al Na* y al K, despolarizacion y excitacién (Gilman et al,,
1992). Por otra parte, los receptores muscarinicos pertenecen a la clase de los
receptores acoplados a proteina G (Haga, 1985)

Los receptores muscarinicos son glucoproteinas con pesos moleculares
de aproximadamente 80 KDa y, como ya se menciond, pertenecen a una
superfamilia de proteinas receptoras cuyas funciones estan mediadas por
interaccion con proteinas G (Haga et al, 1985; 1986). Estos receptores constan
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de 400-600 residuos de aminodcidos con un arreglo de siete segmentos
transmembranales, en el cual el grupo COOH se localiza en la regién
extracelular y el grupo NH, terminal se localiza intracelularmente. El sitio de
unidn para la Acetilcolina (Ach), sus agonistas y antagonistas, se encuentra en
el interior del haz de hélices que se localiza extracelularmente, de tal forma que
la unién al ligando puede inducir un cambio conformacional en la superficie
citoplasmatica del receptor (Bonner, 1989) (Figura 1).

La proteina G acoplada al receptor membranal muscarinico, actua como
un enlace entre el sitio de unién al ligando en la superficie celular y la enzima
localizada en el lado citoplamico de la membrana celular. La proteina G esta
unida a la superficie interna de la membrana plasmatica y consiste de tres
subunidades designadas como o, B y y. Cuando el sistema se encuentra en
fase inactiva porque no existe union de ligando en el receptor membranal, el
difosfato de guanina (GDP) se une a la subunidad «. En el momento en que se
une un ligando (agonista) al receptor membranal, aumenta la afinidad de la
subunidad o por el trifosfato de guanina (GTP). La fijacion de GTP activa la
subunidad a y entonces el complejo a-GTP se disocia del complejo By, el cual
se une a la enzima efectora asociada madificando su actividad (Figura 2). Las
enzimas efectoras cuya funcién se encuentra regulada por proteinas G
acopladas a receptores colinérgicos muscarinicos son la adenilato ciclasa y la
fosfolipasa C (Gilman et al,, 1992).
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Figura 1. Representacién de| receptor muscarinico.
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Actualmente se han se han detectado, por clonacién molecular, cinco subtipos
de receptores colinérgicas muscarinicos designados como My, M,, M3, My y Ms
(Bonner, 1989). Los receptores M, se localizan en los ganglios y en varias
glandulas secretoras; los receptores M, predominan en el miocardio y también
parecen encontrarse en el musculo liso; los receptores M3 se localizan en el
musculo liso y las glandulas secretoras y existe poca informacion con relacién
a la localizacion de los receptores M, y Ms.. Los cinco subtipos de receptores
se localizan en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Gilman et al., 1992).

Los receptores muscarinicos actian por dos vias, dependiendo de la
enzima efectora acoplada a la proteina G asociada al receptor. Los receptores
M;, M3 y Mg parecen activar una proteina G que es la responsable de la
estimulacion de la actividad de la fosfolipasa C; el resultado es la hidrolisis de
los polifosfatos de fosfatidilinositol membranales para formar polifosfatos de
inositol. Alguncs de los isémeros del polifosfato de inositol, principaimente el
inositol-1,4,5 trifosfato, producen una liberacion de Ca2* intracelular de los
depésitos en ef reticulo endoplasmico. De tal forma, que estos receptores
median fenémenos Ca2+-dependientes como la contraccidon del muscuio liso y
la secrecién (Berridge, 1988). El otro producto de la reaccion de la fosfolipasa
C, el diacilglicerol, activa con el Ca2* una proteina cinasa C, modulando la
actividad de diferentes sistemas enzimaticos (Nishizuka, 1986).

Los receptores M, y M, interactan con proteinas G; produciendo
inhibicién de la adenilatociclasa, activacion de los canales de K* y modulacién
de la actividad de los canales de Ca2* en ciertos tipos celulares (Gilman, 1987).
Las consecuencias funcionales de estos efectos son mas evidentes en el
miocardio, donde la inhibicién de la adenilato ciclasa y la activacién de los
canales de K* podrian explicar los efectos ionotrépicos y cronotrépicos
negativos de la Ach (Gilman et a/,, 1992).

Tanto la atropina como la escopolamina son antagonistas colinérgicos
muscarinicos no selectivos, que deben su efecto relajante de la musculatura
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lisa gastrointestinal principalmente a su interaccién y bloqueo de los receptores
muscarinicos Mz y My (Gilman et a/, 1992). Se ha propuesto que estos
alcaloides tropanicos asi como la Ach, requieren una conformacién especifica
para interaccionar con los receptores muscarinicos (Figura 3). En el caso de la
Ach, se propone que los unicos grupos que interaccionan con el receptor son el
grupo catiénico amino cuaternario [-N+(CH;)3] y el grupo metilo C(7), el primero
mediante fuerzas electrostaticas y el segundo por fuerzas de Van der Waals.
La distancia del plano que contiene los hidrégenos del C(7) al residuo catidnico
en la Ach es muy similar a la distancia entre el anillo benzénico y el atomo de
nitrégeno en la atropina (575 y 625 pm, respectivamente), indicando que
ambas moléculas interaccionan con el receptor muscarinico en el mismo sitio y
de manera semejante. Las interacciones de Van der Waals del grupo metilo
C(7) en la Ach es paralela a la interaccion del anillo benzénico plano de la
atropina; en tanto que los atomos de nitrégeno cargados positivamente
interaccionan con el mismo sitio aniénico en el receptor.

Las caracteristicas estructurales que distinguen a los antagonistas
muscarinicos parecen ser. a) la presencia de un grupo lipofilico capaz de
interaccionar con el receptor muscarinico mediante fuerzas de Van der Waals a
una distancia de un grupo nitrdgeno cargado positivamente semejante a la
distancia entre el metilo C(7) y el nitrégeno en la Ach y b) ia presencia de un
grupo nucleofilico adicional, OH (3) en el caso de la atropina, en una relacién
espacial similar a la existente en la moiécula de atropina (Pauling y Petcher,
1970; Foye et al 1995).
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Figura 3. Conformacion requerida para la interaccion de las moléculas de la
Ach y la atropina con los receptores colinérgicos muscarinicos.
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Alcaloides pirrolizidinicos con accidn anticolinérgica muscarinica

Otro grupo de metabolitos secundarios a los que se les ha demostrado
un efecto antiespasmddico relacionado con un blogueo de los receptares
muscarinicos, es el de los alcaloides pirrolizidinicos (Pomeroy y Raper, 1971;
Hattocks, 1986 y referencias alli citadas). Este tipo de alcaloides se encuentra
‘distribuido en diversas familias de plantas, que se han utilizado durante mucho
tiempo en la medicina tradicional para el tratamiento de diferentes afecciones.
Sin embargo, el interés en el estudio de los alcaloides pirrolizidinicos ha
disminuido debido principalmente a su hepatotoxicidad (Shoental, 1957,
Culvenor et al., 1962; Hattocks, 1986).

Pomeroy y Raper (Pomeroy y Raper, 1971) describieron la evaluacién
del efecto antiespasmodico de 11 alcaloides pirrolizidinicos, empleando una
preparacién de iledn aislado de cobayo (Cuadro 5). Los resultados de dicha

investigacion demostraron que estos metabolitos pueden dividirse en dos
grupos, de acuerdo a su mecanismo de accion antiespasmoddica. El primer
grupo incluye pirrolizidinas que producen un bloqueo competitivo de los
receptores colinérgicos muscarinicos (la platifilina, la cinaustralina, la heleurina
y la supinina). El segundo grupo esta constituido por pirrolizidinas con un
mecanismo de accién inespecifico (la senecionina 59, la heliotrina 56, la 7-
angelato-heiotridina 67, la sarracina 63, la espectabilina 61, |a lasiocarpina 62
y la monotrotalina 58).

Los alcaloides pirrolizidinicos con posible actividad antimuscarinica
poseen caracteristicas estructurales similares a las de los antagonistas
muscarinicos clasicos: un atomo de nitrégeno terciario, un enlace éster y
’ grupos hidroxilos y alquilos. Mas aln, su estructura molecular indica que estos
compuestos pueden adoptar una conformacién que les permite unirse a todos
los sitios de unidn propuestos para los antagonistas de los receptores
muscarinicos (Pomeroy y Raper, 1971).
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Cuadro. 5 Alcaloides pirrolizidinicos relajantes de la musculatura lisa.

H3C\ /C H3
H

CHp-O—CO—C—CH—CHy
' HO OH

53, Cynaustralina

H3C\ /CHS
H H
H24O—CO—?—CH—CH3
OH
A
N 55, Supinine
H\C_CICH;,
=c{ . .
HC CO—0  CHyOH
N\
N

57, 7-Angelilheliotridina

HiC, H OH
A, CH;C—C;-CH,
HaC 0 /
o] Hy
N\
N

59, Senecionina

H3C\ ,CHS
HE' OCHs
Hz-O—CO—(F—CH—CHg
OH
A
N .
54, Heleurine
H3C\ /CHg
HCID ?CHa
I,-iO,j, S Hsz—CO—(I‘,—CH—CHg
/.56, Heliotrine
CHy—CH——C—C—CH;
Coeor oH GO
- _’ o ',‘f~'.CH2;'O

HiG, H OH
ML C—CoCH,
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HC"  Co !

1 e
O cH;
N

60, Platifilina




Continuacion del cuadro 5

OCH3 H\ CH, ‘ ?Ha
c=c/ » CHy—C—OH
? OH CHY  CO-0  CHF0—CO—C—CH—CH,
CHy—CH—C——C—CHj ' HO OCH,
o CHy €O A
CH,-O 62, Lasiocarpin
N\

N

61, Espectabilina

Ho cH HOCH, M
_C=c, £=C_
CHj co-0 CH;-0—CO  CHs
AN
N
63, Sarracina

AGONISTAS OPIOIDES

Ofro grupo importante de antiespasmédicos de origen vegetal incluye a
los alcaloides del opio: morfina y codeina, que consituyen ios ﬂnico§ agonistas
opiodes aislados de fuentes vegetales. |

El opio es el latex desecado que se obtiene por la incisfén de las
capsulas de semiilas inmaduras del Papaver somniferum Linné o su variedad
album DeCandolle (Fam. Papaveraceae). A partir del opio se han alslado mas
de treinta alcaloides, entre los que destacan: la morfina, que se encuentra en
una proporcién de 4 a 21%,; la codeina, de 0.8 a 2.5%; la noscapina, de 4 a
8%, la papaverina, de 0.5 a 2.5%,; y la tebaina, de 0.5 a 2% (Tyler e( al., 1989)
(Cuadro 6). :
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Cuadro 6. Agonistas opiodes aislados del Papaver somniferumn.

CH30 CH3;0
0 Q
N-CH; N-CH,
HO™ CH, 0~ "
64, Morfina 65, Codeina

Considerando que la morfina y la codeina son agonistas directos de
neuropéptidos opioides, a continuaciéon se describen algunos aspectos de los
receptores opioides que facilitaran la comprension del mecanismo de accién de
estos alcaloides.

Los péptidos opiodes constituyen el grupo de neuropéptidos mas
estudiado, cuya distribucion celular y funcion se localiza principalmente en el
CNS y en el tracto gastrointestinal. Actualmente se reconocen tres distintas
familias quimicas de neuropéptidos opiodes, las encefalinas, ias endorfinas y
las dinorfinas. Asimismo, existen evidencias, que apoyan la existencia de tres
categorias principales de receptores opioides, que se designan con las letras
del alfabeto griego u, x y 8 (Zukin y Zukin, 1981). Los tres tipos de receptores
actuan principaimente por modulacion inhibitoria de la transmision sindptica en
el SNC y en el plexo mientérico y se encuentran principaimente en las
terminaciones nerviosas presinapticas donde su accidén es el resultado de una
disminucién de la liberacién de neurotransmisores excitadores. Los receptores
p y & estan asociados a una proteina Gi, de tal modo que la activacion de los
receptores origina una inhibicién de la adenilato ciclasa. Sin embargo, éste no
parece ser el unico mecanismo involucrado en la funcién de estos receptores,
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ya que por ejemplo, la activacion de los receptores i en las neuronas del locus
ceruleus o de los receptores § en las neuronas entéricas, produce activacion de
los canales rectificadores de K* originando una hiperpolarizaciéon de la
membrana neuronal que ocasiona una reduccion de la duracion del potencial
de accion presinaptico, con la consecuente disminucién de la liberacién de
neurotransmisores excitatorios (North y Williams, 1985). Por otra parte, la
activacién de los receptores k produce un blogueo de los canales de Ca2*
voltaje-dependientes tipo N en las neuronas del plexo mientérico y de los
gangiios de las raices dorsales (Cherubini y North, 1985). A la fecha se
desconoce si estos efectos son el resultado directo de la interaccidn de una
proteina G con el canal idnico o si implican la hidrdlisis de los fosfoinositésidos
(Gilman et al., 1992; Foye et al, 1995).

Con base en estudios de afinidad por agonistas, se han detectado dos
tipos de receptores u.: los receptores u,, localizados principalmente en el SNC y
los receptores u, localizados en el SNC y en el plexo mientérico (Gilman et al.,
1992).

La morfina y la codeina, al igual que todos los agonistas opioides,
actdan principaimente en los receptores opioides tipo u y tal vez en los x y 8.
Es probable que estos compuestos produzcan anaigesia principalmente por su
interaccion con los receptores u. Otras consecuencias de las activacion de los
receptores u incluyen depresion respiratoria, miosis, reduccién de la motilidad
gastrointestinal y euforia. Se ha propuesto que los receptores u; son los
mediadores de las acciones analgésicas y que los receptores p, y 5 median la
depresion respiratoria y la relajacién de la musculatura lisa gastrointestinai
(Pasternak, 1988).

En el tracto gastrointestinal, ila morfina y los agonistas opiocides
disminuyen las secreciones gastrica, biliar, pancredtica e intestinal y originan
un aumento del tono basal de la porcidn antral del estdmago y de los intestinos
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delgado y grueso. Estos compuestos producen también un aumento de las
contracciones intestinales ritmicas no propulsivas y una disminucién del
peristaltismo propulsivo; originando por lo tanto, que la circulacion del
contenido intestinal se retrase y, en consecuencia, se aumente la absorcién de
agua. Adicionalmente, el tono del esfinter anal se incrementa y esto, junto con
la disminucién del movimiento en todo el tubo digestivo, y la deshidratacion de
las heces, justifica el empleo de los agonistas opioides para el tratamiento de la
diarrea (Gilman et a/., 1992).

Se propone que la disminucion del peristaltismo producida por la
morfina, la codeina y los agonistas opioides, probablemente se debe a su
interaccién con receptores y, presentes en las fibras nerviosas
posganglionares parasimpaticas, la cual origina una disminucidon de la
liberacion de Ach a partir de las terminales axodnicas de las neuronas
colinérgicas del plexo de Auerbach en el intestino (Coupar, 1987).

Los agonistas opioides constituyen los medicamentos basicos para el
tratamiento farmacolégico inespecifico de la diarrea. Aunque durante mucho
tiempo se utilizaron soluciones hidroalcohdlicas de poivo de opio, ahora se
prefiere el uso de los agonistas opicides sintéticos tales como el difenoxiiato, la
loperamida y difenoxina, que producen una disminucidn de la motilidad
intestinal y contrarrestan la secrecion excesiva que acompafia a algunas
formas de diarrea (Gilman et a/., 1992).

BLOQUEADORES DE CANALES DE Ca2* DE ORIGEN VEGETAL

A partir de especies vegetales se han aislado numerosos metabolitos
secundarios que tienen la propiedad de bloquear, especifica o
inespecificamente, canales de Ca2*. La diversidad estructural de estos
compuestos incluye principaimente, alcaloides, flavonaoides, terpencides y
cumarinas. ’

Con el objeto de comprender el mecanismo de accion de estos
compuestos, en primer término se haran algunas consideraciones generales
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acerca de ios canales de Ca2*, el papel del Ca2* en la regulacién de la
contraccién muscular y de los bloqueadores de canales de Ca2* sintéticos y su

aplicacion terapéutica.

Canales de Ca2*

La concentracién intracelular de Ca2* desempeiia un papel crucial en la
regulacion de Ia actividad celular, controlando actividades como la secrecion, la
liberacidbn de neurotransmisores, la contraccidbn muscular, la actividad
enzimatica y la apertura de canales idnicos, entre otras (Hofmann ef a/,, 1994).

La entrada de calcio al interior de las células se lleva a cabo a través de
canales localizados en la membrana plasmatica y ocurre como respuesta a la
despolarizacién membranal, en cuyo caso se activan canales de Ca2* voltaje-
dependientes, o mediante la estimuiacion de receptores a neurotransmisores
activandose canales de Ca2* ligando-dependientes (Hofmann et al., 1994).

El flujo de ia entrada de Ca2* a través de los canales voltaje-
dependientes es responsable de: el acopiamiento excitacién-contraccion de la
musculatura lisa, cardiaca y esquelética; la sintesis y liberaciébn de
neurotransmisores; la despolarizacion de los nodos sinoauricular y auriculo
ventricular; la activacion de diversos sistemas enzimaticos; la quimiotaxis y la
diferenciacion celular (Hagiwara y Yoshikami, 1981).

Los canales de Ca2* voltaje-dependientes se han dividido en dos
grandes grupos: los canales activados e inactivados a bajos potenciales de
membrana y los canales activados e inactivados a altos potenciales
membranales. Dentro del primer grupo se.encuentran los llamados canales T,
en tanto que el segundo grupo se ha subdividido en cuatro clases distintas que
incluyen: canales B (brain channels), canales L (long lasting channels), canales
P (Purkinje channels) y canales N (neither L nor T channels). Los canales tipo
B, L, P y N son activados a altos potenciales de membrana (aproximadamente
30 mV), se inactivan lentamente (son de larga duracion) y se expresan en
células neuronales y no neuronales (Tsien efal, 1991).

Los canales de Ca2* tipo L se expresan en celulas neuronales y
endocrinas; en células de musculo liso, esquelético y cardiaco;, en los
fibroblastos y en los rifiones. En el musculo esquelético son esenciales para el
proceso de acoplamiento excitacién-contraccion (Rios ef al/, 1992). En el
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corazdén, son necesarios para la generacion y propagacién de los impulsos
eléctricos y para la iniciacion de la contraccion en el musculo auricular y
ventricular. En el musculo liso estan involucrados en el proceso de contraccion,
para el cual proveen parte del calcio necesario. Sin embargo, no estan
involucrados en Ia liberacion de neurotransmisores, ya que este proceso, esta
ligado en varias celulas neuronales a canales tipo N. Por otra parte, los
canales tipo B constituyen el mayor tipo de canales de Ca?* distribuidos en las
neuronas (Hofman et al, 1994).

La gran mayoria de los estudios realizados sobre la estructura molecular
de los canales de calcio se han llevado a cabo en canales purificados de
musculo esquelético. El canal de Ca2* tipo L aislado de musculo esquelético
esta compuesto de cuatro proteinas (Figura 4): la subunidad o4 (212 kDa), que
contiene los sitios de unién para todos los bloqueadores de Ca2* conocidos, el
sensor de voltaje y el poro conductor de calcio; la subunidad 8 (57 kDa)
localizada intracelularmente; la subunidad transmembranal vy (25 KDa); y la
subunidad a;-5, un dimero unido por puente disuifuro de 125 kDa (Hofman et
al, 1994).

Regulacién de la contraccién del musculo lisg por el Ca2+

L.as celulas del musculo liso contienen las proteinas contractiles actina,
miosina y tropomiosina. La miosina, que tiene una actividad ATP-asa
dependiente de Mg2* y activada por Ia interaccidon con actina y caimodulina, es
la principal proteina de los filamentos gruesos de la célula del musculo liso y se
compone de dos subunidades de elevado peso molecular y cuatro subunidades
de bajo peso molecular o cadenas ligeras. El peso molecular de cada
subunidad de cadena pesada es de aproximadamente 200,000 daitons, en
tanto que dos de las subunidades de cadenas ligeras pesan 20,000 daltones y
las otras dos pesan 17,000 daltones.
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Figura 4. Representacion del canal de Ca2+*-voltaje dependiente tipo L.

La forma hexamérica de la miosina se encuentra configurada en tres
regiones, una de ellas forma una especie de "cola enrroilada" contenida en el
filamento grueso vy las otras dos regiones forman "cabezas" que sobresalen del
filamento grueso para formar puentes. Las regiones "cabeza" contienen los
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dominios de union a actina y el sitio catalitico para la hidrélisis de ATP. De
acuerdo con la "teoria del deslizamiento de filamentos" de la contraccién
muscular, los filamentos gruesos (miosina) y los filamentos delgados (actina y
tropomiosina) se deslizan traslapandose entre ellos, en un proceso que
involucra la formacién de enlaces a través de puentes cruzados entre la
miosina y la actina con la correspondiente hidrdlisis de ATP como suplemento
de energia (Kamm y Stull, 1985).

Las interacciones entre actina y miosina en el musculo liso se
encuentran reguladas por Ca2* mediante diferentes mecanismos bioquimicos
que comprenden procesos regulatorios en los filamentos gruesos y delgados.
Durante la iniciacion de la contraccidn, la concentracion de Ca2* intracelular
aumenta mediante la activacion de canales de Ca?* membranales
(principaimente canales tipo L) y/o mediante la liberacién de Ca2* a partir de
depdsitos intracelulares. En la regulacion de los filamentos gruesos, el Ca2t se
une a la caimodulina y el complejo calmodulina-Ca2* se une y activa una
cinasa de la cadena ligera de miosina de 20,000 daltones. La activaciéon de
esta protein cinasa resulta en la fosforilacién de la cadena ligera de miosina
(cadena ligera P) estimulando la actividad ATPasa del complejo miosina-actina
(Adelstein y- Eisenberg, 1980).

La combinacion del arreglo estructurai y las propiedades enzimaticas de
las proteinas contractiles en la célula muscular actia como un sistema de
transduccion quimico-mecanico, convirtiendo la energia de hidrélisis de ATP en
trabajo mecanico, el cual se expresa como fuerza en las contracciones
isométricas y como acortamiento en las contracciones isotonicas: En la teoria
del "deslizamiento de filamentos" la fuerza desarrollada se atribuye al nimero
de puentes cruzados que se establecen entre las cadenas de miosina y actina,
proceso que depende de la energia proporcionada por la hidrélisis de ATP
(Kamm y Stull, 1985).

Bloqueadores de canales Ca2*
Los bloqueadores de la entrada de Ca2* constituyen un grupo muy

heterogéneo de compuestos quimicos que actian principaimente a través de
interacciones con sitios especificos en la subunidad a4 de los canales de Ca2*
voltaje-dependientes tipo L. Estos sustancias bloqueadoras de los canales de
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Ca?* inhiben el influjo de Ca2* en las células excitables de musculo liso,
esquelético y cardiaco (Godfrain et al, 1986).

Las principales categorias estructurales de los bloqueadores de canales
de Ca2* voltaje-dependientes tipo L con aplicacién terapéutica incluyen: las
fenilalquilaminas como el verapamil; las benzotiazepinas como el diltiazem y
las 1,4-dihidropiridinas como la nifedipina (Cuadro 7).

Cuadro 7. Bloqueadores de canales de calcio de uso clinico.

T
HaC~_Ne__CH;
38
CHs0C GOCH;
CH,CHaN(CH), N2
66,Diiazem =~ .. ' 67,Nifedipina
GH CHCHy,
CH20H2NCHZCH2CHZCCN
' OCH;
OCH
68, Verapamilo

Las aplicaciones terapéuticas mas importantes de estos compuestos se
basan en sus efectos cardiovasculares, que incluyen una accion vasodilatadora
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que reduce la tension arterial induciendo reflejos simpaticos que dan como
resultado un aumento en la frecuencia cardiaca e inotropismo positivo. Por esta
razon, los bloqueadores de canales de Ca2* son utilizados en el tratamiento de
numerosas enfermedades cardiovasculares, tales como la hipertension arterial,
la angina de pecho y la insuficiencia cardiaca, entre otras. Se empiean también
en casos de diversos trastornos cerebrovasculares, como el vasoespasmo
cerebral secundario a una hemorragia subaracnoidea y el ictus agudo
isquémico, asi como en la profilaxis y el tratamiento de la migrafia. De manera
adicional, los bloqueadores de canales de Ca2* producen un efecto
espasmolitico generalizado en el musculo liso de tracto gastrointestinal,
bronquial, uretral, y uterino, por lo que también se emplean para tratar los
espasmos esofagicos e intestinales, la incontinencia urinaria, la enuresis
nocturna, la vejiga irritablelas y las dismenorreas. En las mujeres embarazadas,
estos farmacos reducen la presion intrauterina y atentian las contracciones
uterinas espontaneas o inducidas por prostaglandinas y oxitocina, por lo que
pueden ser utiles para prevenir o retrasar el parto prematuro (Gilman et a/,
1992).

Bloqueadores de canales de Ca?* aislados a partir de especies vegetales

Los bloqueadores de canales de Ca2* de origen natural mejor
caracterizados son los alcaloides benciltetrahidroisoquinolinicos y bis-
benciltetrahidroisoquinclicos aislados de diversas fuentes vegetales (Cuadro
8).

Mediante el empleo de técnicas de afinidad, utilizando ligandos
radiactivos, se ha demostrado que, tanto los alcaloides
benciitetrahidroisoquinolinicos como los bis-benciltetrahidroisoquinolinicos, se
unen a la subunidad «4 del canal de CaZ2* voitaje-dependiente tipo L en el
mismo sitio en el que se unen los bloqueadores de tipo benzotiazepina,
modulando alostéricamente las propiedades del canal (King et al, 1988,
Triggle et al., 1989, lvorra et al,, 1993; Chulia et al, 1994).

Los resultados de los estudios realizados, parecen indicar que las
caracteristicas estructurales de los aicaloides bencilisoquinolinicos que definen
una actividad reiajante muscular especifica, mediante el bloqueo de canales de
Ca?* voltaje-dependiente tipo L, estan relacionadas con la geometria de las
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moléculas, la cual esta definida por la presencia de un dtomo de nitrégeno con
hibridaciéon sp3, un centro quiral y un anillo tetrahidroisoguinolinico
parciaimente flexible (Chulia et a/, 1994) .

Cuadro 8. Ejemplos de alcaloides benciltetrahidroisoquinolinicos y bis-
benciltetrahidroisoquinolinicos blogqueadores de canales de caicio.

1. Alcaloides benciltetrahidroisoquinolinicos

OCH;
69, S-Glaucina

. OCH,
71, R-Apomorfina’ 72, Laudanosina
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Continuacion del cuadro 8

2. Alcaloides bis-benciltetrahidroisoquinolinicos
OCH; - H;CO

74, Isotetrandrina

Mas aun, en la serie de alcaloides bisbenciltetrahidroisoquinolinicos, la
configuracion absoluta del carbono quiral, contribuye también a la especificidad
de la interaccion con el canal de Ca?*. Se observa, por ejempio, que los
alcaloides con una configuracion absoluta 1S,1'S, como en el caso de la
tetrandrina 73, producen un bloquec mas especifico del canal de Ca2+, que
los correspondientes alcaloides con una configuracion 1R, 1'S, como en el caso
de la isotetrandrina 74 (Anselmi ef a/, 1994).

Los flavonoles y algunas flavonas constituyen otro grupo de metaboilitos
secundarios a los gque se les ha demostrado una actividad relajante de la
musculatura lisa, asociada con un bloqueo de canales de Ca2*. Entre los
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flavonoides cuya actividad antiespasmédica se ha comprobado, se encuentran:
la quercetina 76, el kaempfero!, la rutina 77, la 3,3'-di-O-metilquercetina, la
apigenina y la cirsimaritina 78, entre otros (cuadro 9) (Morales y Lozoya, 1993;
Abdalla et a/, 1989; Abdalla y Abu Zarga, 1986; Bergendorff y Sterner, 1995).
La mayoria de estos compuestos, se han aislado a partir plantas con
reputacién como agentes espasmoliticos en la medicina popular y constituyen
los principios activos de las mismas. Asi por ejemplo, la quercetina, la
apigenina, la luteolina y la patuletina, constituyen los principios relajantes de la
musculatura lisa de la Matricaria chamomil/a, especie utilizada a nivel mundial
para el ftratamiento de codlicos del tracto gastrointestinal (Achterrath-
Tuckermann et al, 1980). Otro ejemplo que recientemente ha recibido mucha
atencién a nivel nacional es la Psidium guajava, planta que se emplea en la
medicina popular para el tratamiento de ia diarrea. Esta especie presenta un
alto contenido de quercetina, que constituye el principio activo espasmolitico
(Morales y Lozoya, 1993; Lozoya et al, 1994).

Cuadro 9. Ejemplos de flavonoides bloqueadores de canales de calcio.

76, Quercetina 77, Rutina
R = Rhamnosido-Glucosa
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Continuacion del cuadro 9

78, Cirsimaritina

79, 7-O-Metileriodictiol

Es importante mencionar que la propuesta de que los flavonoides
interfieren con el influjo de Ca2* al interior de las céiulas musculares, se ha
fundamentado casi exclusivamente en resultados obtenidos a partir de estudios
farmacologicos  realizados in vitro con diferentes tejidos aislados. Estas
investigaciones han permitido comprobar que estos metabolitos inhiben las
contracciones del ileén de cobayo inducidas por diferentes espasmogenos con
diferentes mecanismos de accidn (Ach, prostaglandina E,, histamina, cloruro
de bario, etc.), sugiriendo que los flavanoides podrian estar actuando en un
paso comun del mecanismo contractil de los agonistas empleados, como podria
ser |a interferencia con el influjo de Ca2* en los miocitos.

Indudablemente, la quercetina es el flavonoide mas estudiado desde el
punto de vista de su mecanismo de accidén, en particular como agente
blogueador de canales de Ca2*. De los diferentes estudios realizados sobre el
efecto relajante muscular de la quercetina en tejidos aislados, se ha
demostrado que este flavonol inhibe las contracciones evocadas por la
histamina, la 5 hidroxi-triptamina, la Ach, el BaCl,, la prostaglandina E,, el
leucotrieno D4 y por estimulacién eléctrica en el iledn de cobayo (Capasso ef
al, 1991, Capasso ef al, 1991). También se ha descrito que la quercetina
produce un desplazamiento a la derecha de las curvas de Ca2* en tejidos
aislados de iledn y de aorta despolarizados con altas concentraciones de K*,
sugiriendo una inhibicion no competitiva de la entrada de Ca2* mediante el
bloqueo que canales de Ca?2* voltaje-dependientes tipo L (Morales ef al, 1994;



47

Morales y Lozoya, 1994). En tejido de aorta, la quercetina no inhibe las
contracciones inducidas por cafeina, agonista que promueve la liberacién de
Ca?* a partir del reticulo sarcoplamico, razén por la cual se propone que este
compuesto no modifica la extrusion de Ca?* de los depositos intracelulares
(Morales y Lozoya, 1994).

Existen otras clases de metabolitos secundarios relajantes de Ia
musculatura lisa a los cuales, con base exclusivamente en estudios
farmacolégicos realizados in vitro con diferentes tejidos aislados, se les
atribuye la propiedad de bloquear canales de Ca2*, Entre estos compuestos se
encuentran algunos monoterpenoides simples tales como el timol y el carvacrol
(Van Den Broucke y Lemli, 1982; Van Den Broucke y Lemli, 1982) y
monoterpencides de tipo iridoide como fa aucubina y el catalpo! (Ortiz de
Urbina et al/, 1993);, diterpenoides de tipo kaureno, como e! acido
kauradienoico 80, el acido 16a-hidroxi-ent-kauran-19-0ico 81 y su ester
. metilico (Bejar et al, 1984; Ponce-Monter ef al/, 1988); el aicaloide tipo
acridona, citracridona 82 (Yang et a/,, 1986); la cumarina, ostrutol 83 (Rauwald
et al, 1994) y la cromona, visnadina (Rauwald ef a/, 1994) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Ejemplos de metabolitos secundarios blogueadores de canales de
calcio.

CH, Bejar et al, 1984.

80, Acido Kauradienoico
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Continuacién del cuadro 10

Ponce-Monter, 1988.

OH

“COOR
R=H

81, Acido 16a-hidroxi-ent- kauran-19-oico

Yang ef al,, 1986.

Rauwald et al, 1994.

(o]
I AN
O O (@]
83, Ostrutol

La capacidad de estos compuestos para bloguear las contracciones
inducidas por Ca2* en diferentes tejidos aislados (Utero, ileo o aorta)
despolarizados con altas concentraciones de K*, permitié caracterizarios como
posibles bloqueadores de canales de Ca2*. Cabe mencionar que Ila
despolarizacion con K* abre canales de Ca2* voltaje-dependientes tipo L y las
contracciones musculares evocadas por concentraciones aditivas de Ca2+
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dependen exclusivamente del influjo de Ca2* al interior de la célula muscular
(Granger et al,, 1986, Varagic et a/.,, 1984),

INHIBIDORES DE LA ADENOSIN 3'5-MONOFOSFATO CICLICO (AMPc)
FOSFODIESTERASA

El compuesto mas importante de este grupo de antiespasmoédicos de
origen vegetal es la papaverina, la cual se considera como el prototipo de los
denominados relajantes musculares inespecificos, ya que no interactia con
ningun tipo de receptor membranal (Bolton, 1979).

La papaverina (Figura 5) es uno de los alcaloides bencilisoquinolinicos
del opio; a diferencia de la morfina y la codeina, no interacciona con los
receptores a péptidos opiodes y por lo tanto carece de las acciones narcoticas
y analgésicas de aquelios.

Se ha demostrado que la relajacion de la muscuiatura lisa inducida por
la papaverina se debe a la inhibicion de la adenosin 3',5'- monofosfato ciclico
(AMPc) fosfodiesterasa con la subsecuente acumulacion de adenosin-3°,5"-
monofosfato ciclico (AMPc) en |a célula muscular (Demesy y Stoclet, 1972;
Lugnier et al,, 1972; Triner et a/., 1970). Asimismo, existen evidencias de que ia
papaverina, también interfiere de manera inespecifica con la entrada de calcio
en las células musculares (Schneider et a/, 1975; Reinhardt ef al, 1977).

La acumulacion de AMPc en la célula muscular produce una disminucion
de la concentraciéon de Ca2* en el citoplasma. Esta disminucion de los niveles
de Ca?* se realiza mediante los siguientes procesos: a) un aumento de ia
captura de Ca2* en los depositos intracelulares; b) un incremento del efiujo de
Ca2?* mediante la activacion de la actividad de la bomba Na*-K* dependiente de
AMPc, lo que ocasiona la extrusion de Ca2* por el mecanismo de intercambio
Na*-Ca2* y c) la activacion de una protein cinasa dependiente de AMPc que, al
fosforilar la cinasa de la cadena ligera P de miosina, la inactiva inhibiendo el
proceso de fosforilacion de la miosina, que es necesaric para activar ia
actividad ATPasa del complejo miosina-actina indispensable para Ia
contraccién muscular (Cumiskey y Feigenson, 1983).
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Figura 5. Estructura quimica de la papaverina

ACTIVADORES DE LA ADENILATO CICLASA

El producto natural mas importante de este grupo es la forskolina (Figura
6), diterpeno aislado a partir de las raices de Coleus forskohli. Esta sustancia
produce relajacion de la musculatura lisa mediante la activacion de la adenilato
ciclasa, posiblemente estimulando directamente el componente catalitico de la
enzima (Darfler ef a/, 1982; Adnot ef a/,, 1982, Litusch ef al., 1982). El efecto
relajante inducido por la forskolina se debe a la acumulacién de AMPc en la
célula muscular, la cual produce una disminucidn de la concentracion de Ca2*
en el sarcoplasma, mediante Ios mecanismos ya descritos para explicar la
accidn de la papaverina. Se ha propuesto también que la forskolina estimula
directamente una Ca2*- ATPasa, cuya accion es regulada por fosforilacion
mediante la accion de una protein cinasa dependiente de AMPc. La
estimulacién de la Ca2*-ATPasa, estimula el transporte de Ca?* al espacio
extracelular, disminuyendo por lo tanto la concentracién citoplasmica de Ca2*
{Den Hertog et al, 1985).

El empleo terapéutico de la forskolina como relajante muscular esta
restringido debido a que sus efectos son de corta duracion y a su falta de
selectividad. Sin embargo, este diterpeno constituye una herramienta
importante de investigacion farmacoldgica (Den Hertog ef a/, 1985).
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Figura 6. Estructura quimica de la forskolina

RELAJANTES MUSCULARES DE ORIGEN VEGETAL CON MECANISMO DE
ACCION NO CARACTERIZADO

En el Cuadro 11 se muestran algunos ejemplos de metabolitos
secundarios de origen vegetal con propiedades relajantes musculares
demostradas /n vitro, cuyo mecanismo de accion no se ha caracterizado. Estos
compuestos incluyen: compuestos aromaticos simples (3,4-dihidroxifeniletanol
84, derivados de 1,3-diariipropan-2-ol 85, 86) (Rauwald et a/, 1993; Hagos et
al, 1986); cumarinas (umbeliferona, herniarina, clausmarina A) (Achterrath-
Tuckermann ef a/,, 1980; Patnaik y Dhawan, 1981); monoterpenoides (valtrato,
acevaltrato, didrovaltrato, algunos derivados del eugenol 87, 88, 89) (Wagner y
Jurcic, 1979, Wagner et al, 1979), diterpenoides (viguiepinol,
sandaracopimaradien-7a,18 diol 90) (Hernandez-Falcén et al. 1991; Puyvelde
et al, 1987) y un sesquiterpenoide (capsidiol 91) (Nasiri ef a/, 1992).

Cuadro 11. Ejemplos de metabolitos secundarios relajantes de la musculatura
lisa con mecanismo de accién indeterminado.

HO Rauwaid ef a/, 1994.
T
HO

84, 3,4-dihidroxi-feniletanc!
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9
HO. O OH
OH
OH

85 Quracol A

86, Quracol B
R=0H

OCOCH,

©/OCH3

CH,-CH=CH,
87, Acetato de eugenol

CH;3
OCH3

CH,-CH=CH,

88, Eter metilico del eugenol

Hagos ef al., 1986.

Hagos et al,, 1986

Patnaik y Dhawan, 1982.

Wagner y Jurcic, 1979
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OH
OCHs

CH=CH—CH;
89, Isoeugenol

, H
HsC —on
90, 8 (14),15-sandaracopimaradieno-
7a,18-diol
OH
HO CHg
i CH3
HsC CH,

91, Capsidiol

Wagner y Jurcic, 1979.

Van Puyvelde. et al., 1987.

Nasiri etal, 1992,




54

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las enfermedades gastrointestinales comprenden dos grupos generales
de padecimientos. El primer grupo incluye las diarreas, de diversa etiologia,
que invariablemente van acompariadas de una disfuncién del peristaltismo. En
en el segundo, se encuentran los trastornos que alteran la motilidad de la
musculatura lisa gastrointestinal, entre los que se pueden mencionar: los
célicos intestinales, la emésis, el iledn adinamico y la constipacion, entre otros
(Gilman et al,, 1992). Estas enfermedades constituyen uno de los principales
padecimientos de la poblacion mundial, especialmente en los paises en vias de
desarrollo donde las afecciones diarreicas son la causa mas importante de
mortalidad ( Caceres et al, 1992).

En el caso particular de Mexico, las diarreas representan el principal
problema de salud publica. Segun los datos estadisticos proporcionados por la
Direccién General de Epidemiologia de la SSA, el numero de casos
acumulados de enfermedades diarreicas en México durante 1994 asciende a 1
195, 579 casos. La morbilidad por esos padecimientos inciuye casos de
diarreas originadas por amibiasis, shigellosis, fiebre tifoidea, salmonelosis,
intoxicacion alimentaria bacteriana y trastornos gastrointestinales de etiologia
indeterminada. De estos uitimos se describieron 797,680 casos; ie siguen las
amibiasis con 351,780 casos; salmonelosis con 26,784; intoxicacion alimentaria
bacteriana con 11,470; shigellosis con 5,008 y fiebre tifoidea con 2,857 casos
(Boletin de la Direccion General de Epidemiologia de la SSA, 1994).

Es importante destacar que las plantas medicinales constituyen el
principal recurso terapéutico empleado por la poblacidn mexicana para el
tratamiento de las enfermedades gastrointestinales. De hecho, en las practicas
meédicas tradicionales de México, se estima que aproximadamente el 38% del
total de plantas utilizadas en la herbolaria medicinal mexicana, se emplean
para tratar disenteria, colicos intestinales dolores abdominales y otros sintomas
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relacionados con el aparato digestivo. (Aguilar y Camacho, 1984; Lozoya ef a/,
1987). Un ejemplo representativo de esta situacién, se refleja en los resultados
obtenidos en un estudio epidemiolégico realizado entre 1982 y 1989 en 14
comunidades mayas de los altos de Chiapas. En estas comunidades indigenas,
las enfermedades gastrointestinales representan el principal problema de
salud, con una morbilidad del 90%. Se describe que de las 1650 especies
vegetales que son empleadas con fines medicinales, 125 se utilizan para el
tratamiento de diversos trastornos gastrointestinales. Mas aun, en estudios
recientes se ha demostrado que el 47% de estas plantas tienen actividad
espasmolitica (Berlin y Berlin, 1994). Resultados similares se han encontrado
en investigaciones realizadas en las comunidades de los indios Mixe de
Oaxaca (Heinrich, 1892).

Desafortunadamente, a nivel nacional, la gran mayoria de estas plantas
no ha sido objeto de estudios sistematicos interdisciplinarios que permitan la
validacién farmacoldgica de su uso en la terapeutica tradicional y la
caracterizacion de sus principios activos.

El otro recurso terapéutico empleado por una minoria de la poblacién
para tratar los trastornos gastrointestinales, inciuye a los medicamentos
alopaticos. Estos medicamentos comprenden dos tipos de farmacos: los que
combaten a los agentes etiologicos y los que relajan o activan, segun sea el
caso, la muscuiatura lisa gastrointestinal (Gilman et a/, 1992). La mayoria de
estos farmacos presentan una serie de desventajas, entre las que destacan:
problemas de toxicidad aguda y cronica, reacciones de hipersensibilidad,
gastroenteritis, reacciones del sistema nervioso, trastornos del tracto urinario y
del sistema inmune, entre otros. De manera adicional, algunos de los
organismos causales de enfermedades gastrointestinales han desarrollado
resistencia a los antibidticos o agentes antiparasitarios de uso comun (Gilman
et al,, 1992).
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Con base en estas consideraciones, resulta evidente la conveniencia de
comprobar cientificamente el efecto farmacoldgico que se les atribuye a cientos
de plantas medicinales para la cura de trastornos gastrointestinales, debido a
que estas especies podrian significar una via alterna en la resolucién de un
problema de salud publica de nuestro pais, mediante el aprovechamiento
racional de los recursos naturales nacionales. Por otra parte, se requiere
encontrar nuevas alternativas para la obtencion de moléculas novedosas,
naturales o sintéticas, que constituyan prototipos estructurales para el
desarrolio de farmacos utiles, de menor toxicidad, para el tratamiento de las
enfermedades gastrointestinales. En este sentido, la flora medicinal representa
una fuente potencial valiosa de nuevos principios activos que aun no han sido
explorada.

En este contexto, |a presente disertacion doctoral plantea un proyecto de
investigacion interdisciplinario con los siguientes objetivos fundamentales: 1)
demostrar cientificamente, mediante el empleo de los ensayos farmacoldgicos
adecuados, el efecto antiespasmodico que se les atribuye a algunas especies
selectas de la flora medicinal mexicana con la finalidad de encontrar nuevas
opciones para el tratamiento de las enfermedades gastrointestinales y 2)
obtener principios activos relajantes de la musculatura lisa que constituyan la
base para el desarrolio de nuevos agentes antiespasmobdicos con posible

aplicacion terapéutica.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. Evaluar el efecto relajante de la musculatura lisa intestinal de los
extractos metandolicos de ocho especies vegetales de amplio uso como agentes
antiespasmodicos, mediante la determinacidn de su accion sobre las
contracciones espontaneas del iledn aislado de rata. Las especies
seleccionadas fueron: Conyza filaginoides (D.C) Hieron (Asteraceae), Croton
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fragilis HBK (Euphorbiacea), Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae),
Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less. (Asteracea), Parfhenium tomentosum
D.C. var. stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), Potentilla thurberi A. Gray
(Rosaceae), Plerogonum atrorubens (Englem.) H. Gross (Polygonaceae) y
Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae).

3.1.2. Determinar la potencia relajante de los extractos activos, mediante la
comparacién de sus respectivas Clgp, con la finalidad de seleccionar el
candidato mas idéneo para la obtencion de principios activos portenciales con

propiedades espasmoliticas.

3.1.3. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos cloroférmicos y
metanolicos de las plantas sobre 10 cepas de enterobacterias patdgenas,
aisladas a partir de muestras clinicas, con el objeto de comprobar si estas
especiés tenian un efecto antibidtico adicional a su efecto relajante. Las
bacterias de prueba inciuyeron: Aeromona hydrophila, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Vibrio parahemolyticus y Yersinia

enterocolitica.

3.1.4. Comprobar el efecto relajante de la musculatura lisa de! extracto
metanodlico de la especie mas potente sobre la contractilidad espontanea del
iléon aislado de cobayo. Este tejido constituye un modelo farmacolégico mas
apropiado para la evaluacion de la actividad antiespasmodica en la busqueda
de nuevos agentes con propiedades espasmoliticas.

3.1.5. Obtener los principios activos antiespasmodicos de la especie mas
potente, mediante la realizacion de un estudio fitoquimico biodirigido utilizando
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como ensayo de monitoreo farmacologico la evaluacion del efecto sobre la
contractilidad espontanea del ileén aislado de cobayo.

3.1.6 . Determinar la estructura molecular de los principios activos mediante e!
empleo de técnicas espectroscdpicas y espectrométricas convencionales.

3.1.7. Efectuar la caracterizacion farmacolégica preliminar de los principios
activos con la finalidad de proponer su posible mecanismo de accién relajante
de la musculatura lisa. Para ello se contempld la evaluacion de! efecto de los
constituyentes activos sobre las contracciones del iledn de cobayo inducidas
eléctricamente y por diversos espasmoégenos (Ach, histamina y cloruro de

. bario).
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4. RESULTADOS

Los resultados de la presente disertacion se dividen en dos partes. La
primera, se describe en e! articulo de investigacidn titulado "SPASMOL\,flTlc
POTENTIAL OF SOME PLANTS USED IN MEXICAN TRADITIONAL
MEDICINE FOR THE TREATMENT OF GASTROINTESTINAL DISORDERS"
(Articulo 1), el cual fué publicado recientemente en {a revista Phytomedicine
Vol. 2 (1), pp. 51-55, 1995. En este articulo, se presentan los resultados
derivados del rastreo farmacolégico preliminar de las ocho especies vegetales
seleccionadas para su estudio. El bioensayo empleado para la evaluacion
farmacoldgica, implicé la determinacion del efecto de los extractos metandlicos
de las plantas sobre la contractiidad espontédnea del ileon de rata. Los
resultados de estas evaluaciones demostraron el potencial antiespasmoédico de
las plantas y permitieron seleccionar a la D. viscosa como el candidato mas
idoneo para la obtencidn de principios activos con posible actividad
espasmolitica. En esta publicacién, también se describen los resultados
derivados de la evaluaciéon del efecto antimicrobiano de los extractos
cloroférmicos y metandlicos de las especies seleccionadas sobre 10 cepas de
enterobacterias patogenas causales de diarrea o disenteria, aisladas a partir
de muestras clinicas.

La segunda parte de los resultados comprende el fraccionamiento
biodirigido del extracto cloroférmico-metandlico de D. viscosa con la
subsecuente obtencion de los principios activos antiespasmodicos. Esta parte
incluye también la caracterizacion farmacoldgica preliminar del mecanismo de
accion relajante de los principios activos aislados. Los resultados de esta
investigacién y las implicaciones de los mismos, se describen en el articulo
titulado "SMOOTH MUSCLE RELAXING COMPOUNDS FROM DODONAEA
VISCOSA" (Articulo 2). E! articulo fué aceptado para su publicacion, a reserva
de realizar algunas correcciones menores, en ia revista Planta Medica.
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DISORDERS ’

Rojas Alejandra, Cruz Silvia, Rauch Vladimir, Bye Robert, Linares Edelmira y
Mata Rachel.

PHYTOMEDICINE Vol. 2 (1), pp. 51-55, 1995
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ABSTRACT

The present investigation describes the effect on the isolated rat ileum of
the methanolic extracts derived from Conyza filaginoides (D.C) Hieron
(Asteraceae), Croton fragilis HBK. (Euphorbiaceae), Dodonaea viscosa Jacq.
(Sapindaceae), Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less. (Asteraceae),
Parthenium tomentosum DC. var. stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae),
Potentilla thurberi A. Gray (Rosaceae), Pterogonum atrorubens (Englem.)
H.Gross (Polygonaceae), Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae) and Daturav
lanosa Barclay ex Bye (Solanaceae). In all the cases the extracts inhibited, in a
concentration-dependent manner, the spontaneous contraction of the intestinal
smooth muscle. The most active extract was that of D. viscosa. These findings
tend to support the ethnomedical uses of the selected species as spasmolytic
agents in Mexican traditional medicine. Addmonally, the potential antimicrobial

activity of the extracts against pathogemc enterobactena was investigated.

Seven of the nine plants evaluayt‘ed‘ i yed‘antlbactenal effects.

Keywords: Conyza filaginoides; Croton fragi/is; Dodonaea viscosa;
Gymnosperma glutinosum; Parthen/um tomentosum, Potentilla thurberi;
Pterogonum atrorubens; Zornia venosa; Datura : /enoaa, isolated rat ileum;

spasmolytic effect, smooth muscle relaxation;'aryitimierobia'/ effect.

(8]



INTRODUCTION

Mexican herbolaria literature refers the use of several plants for the
treatment of stomachaches (with or without diarrhoea), pains of hepatic or
splenic origin, uterine cholics and other disorders involving smooth muscles.
However, most of these species have not yet been investigated from a
pharmacological or a phytochemical point of view. Therefore, we have initiated
a screening program to evaluate the spasmolytic activity of some of these
4species and to isolate the active constituent(s) for therapeutic exploitation.

Among the most commonly prescribed herbs to treat stomachaches, the
following species were selected for their pharmacological evaiuation: Conyza
filaginoides (DC.) Hieron. (Asteraceae), Croton fragilis HBK.
(Euphorbiaceae), Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae), Gymnosperma
glutinosum (Spreng.) Less. (Asteraceae), Parthenium tomentosum DC. var,
stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae), Potentilla thurberi A. Gray
(Rosaceae) , Pterogonum atrorubens (Englem.) H. Gross (Polygonaceae),
Zornia venosa Mohienbr. (Fabaceae) and Datura lanosa Barclay ex Bye
(Solanaceae)

‘Studies concerning the chemical compositi.c.)n<of some of these species
have been previously described; however neither the plants extracts nor their
constituents have been studied pharmacologically.,,,,‘;Phytochemical
investigations of D. viscosa have allowed the isolation ofraifwfeferrmt‘ typés of
secondary metabolites including several flavonoids. (Sésfry and -Nayudamma
1966; Sachdev and Kulshreshtha, 1983: Mata et al., 1991),‘some dlterpenordsl
(Hsu et al., 1971; Sachdev and Kulshreshtha, 1983;" Méta t’,;:fal.', ,1991),

condensed tannins (Sastry and Nayudamma, 1986), trlterpenoi‘d"s';a'nd iwo



biologically active saponins (Wagner ef al., 1987). Phytochemical analyses of
P. tomentosum have revealed the presence in the plant of a number of
compounds inciuding several guaianolide type of sesguiterpene lactones
{(Maldonado et al., 1985), a flavone (Rodriguez et al., 1972) and some
monoterpenoids (Kumamoto et al., 1985). From G. glutinosum there have
been isolated two flavones , three monoterpenes (Dominguez, 1874) and one
diterpene (Mikayado et al., 1974). a~Spinasterol and B-Amyrin were isolated
from C. filaginoides (Dominguez, 1972) and D. fanosa was found to contain
several tropane alkaloids including scopolamine and atropine, two well known
antispasmodic agents (Bye ef al., 1991).

The present study was undertaken in order to confirm the spasmolytic
action suggested by the traditional use of the selected species by investigating
the effect of their methanolic extracts on the spontaneous contractions of the
isolated rat ileum. In addition, the potential antimicrobial activity of the extracts

against pathogenic enterobacteria was investigated.

MATERIALS AND METHODS.
Plant material

The plant materials used in the present study were collected in different
parts of Mexico: Conyza filaginoides from Juchitepec, State of Mexico;
Dodonaea viscosa from Oaxaca; Gymnosperma glutinosum from Santa
Catarina State of Mexico ; Croton fragilis, Datura lanosa, Parthenium
tomentosum var. stramonium, Potentilla thurberi, Pterogonum atrorubens
and Zornia venosa from Chihuahua, Authenticated Voucher specimens (Bye

and Linares 17983, Cisneros 368, Bye and Linares 17985, Bye 18019, Bye



15622, Bye 18014, Bye 18057, Bye 18037 and Bye 18069, respectively) are
deposited in the Ethnobotanical Collection of the National Herbarium (MEXU).
located in the Botanical Garden of the Institute of Biology, U.N.A.M, Mexico

City.

Extraction

Pharmacological and microbiological studies were performed with the
extracts of the dried plants prepared as follows: 20 g of the dried plant material
finely ground were Soxhlet extracted with 100 m! of methano! at 70° C or 100
ml of chioroform at 50° C for 6 hours. The extracts were evaporated under
vacuum to a thick residue which was stored at room temperature for later use.

‘For pharmacological bioassay, all extracts were dissolved in
dimethylsulfoxide. The final concentration of the solvent in the isolated organ

bath chamber was 0.2 % v/v.

Isolated rat ileum test

Sprague-Dawley male rats (200-250 g) were killed by cervical
dislocation. After discarding the 10 cm nearest the ileocaecal junction, the
terminal ileum was removed and placed in a Krebs-Henseleit solution (at 37°C
and pH 7.4) of the following composition (mM): NaHCO; 20, NaCl 119, KCl 4.6,
KH,PO,1.2, MgS0,1.2, CaCl,1.5 and glucose 11.4, bubbled with 95% O, and
5% CO, The intestinal content was removed by washing with the Krebs-
Henseleit solution and the mesenteric residues were eliminated.

The ileum was cut into 1-cm long segments. Each segment was placed

vertically in a 10 ml tissue chamber and bathed with the Krebs-Henseleit



solution. An initial tension of 1 g was applied to the ilea and a 30 min period of
stabilization was allowed, afterwards spontaneous activity was measured using
force transducers (Grass FTO3) connected to a polygraph (Grass 7D).

Following the stabilization time, a 10-min control period was recorded.
Afterwards, each methanolic plant extract was added to the bath chamber in a
volume of 20 ul at different non-cumulative concentrations (only one
concentration was used for each ileum segment). The concentrations used were
from 0.5 to 5000 pg/ml. When required, intermediate dosis were tested. The
methanolic extract of D. Janosa (from 0.5 to 500 pg/ml) was used as a positive
control due to its high content of scopolamine and atropine. All the responses
were recorded during 10 min.

Pharmacological data analysis

The effect of the extracts was determined by comparing the areas under
the curve inscribed by the frequency and the amplitude of the ileum contraction,
before and after the application of the extracts. Areas were calculated from the
polygraph tracings, using an analogical-digital tablet (CPLAB-10) and a
specially designed software. The values were expresed as percentages of
inhibition of contractile response calculated from six data + S.E. The
differences between the means of two groups were esjimated using the
Student's t test for unpaired data. |

The concentration-response curves for the ext ac’:'ts;were plotted and the

experimental data from the CRC were adjusted by dﬁlihear, least squares,
curve fitting program (PC NONLIN), using the fqilowlng;équagion: E=(Emax Cvy/
(C7 -+ ICsor) where Emax is the maximum inhibitory effect, C is the concentration

of the extract, ICso is the concentration at which 50% of the maximum inhibition



of ileum spontaneous contraction was achieved; y (gamma) is a number
expresing the sigmoidity or the concentration-effect relationship. When v is less
than 1, the curve flattens, while when it is greater than 1, the curve becomes
stepper (Schwinghammer and Kroboth, 1988). Parameters derived from this
adjustment were compared by means of their 95% confidence intervals. The
initial values for noniinear adjustment were obtained after the logit

transfortmation of experimental data.

Screening for antimicrobial activity

. The enteropathogenic bacteria used in the present study were isolated
from human clinical samples. They include: Aeromona hydrophila,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomona aeruginosa, Salmonella
typhi, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Vibrio
parahemolyticus and Yersinia enterocolitica. All microorganisms are
deposited in the stock culture of the Faculty of Chemistry, University of
Querétaro.

The methanolic and the chloroformic extracts were evaluated for
qualitative antimicrobial activity using the agar plate difussion assay (Hufford et
al., 1975; Rios et al., 1988) Agar piates containing 1 ml (106 bacterla/ml) of. an ;

overnight broth culture were prepared Frlter paper dISCS (¢ 6 mm);(Schlelcher' -

and Schuell) were drenched wrth 100 and 50 ul of the c ude extracts at a'

concentration of 10 mglml and drred rn the open 'rscs were placed on

the inoculated medrum and the plate w en rncubated at 37°C for 24 h.
Appropriate  antibiotics were, u, ive ;:ontrols, depending on the

suceptibility of the tested bacteria (gentamicine: P. mirabilis, 8. flexneriand Y.



enterocolitica, sulphametoxazole: A. hydrophila;, ampiciline: E. coli,
gentamicine: P. mirabilis; carbeniciline: P. aeruginosa, amikacine: S. typhi,
cephalotine: S. aureus and tetracicline: V. cholerae and V. parahemolyticus).
in all the cases, the diameters of the resultant inhibition zones were measured.
Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) was
accomplished by the serial dilution technique (Hufford et al., 1975). For the
quantitative antimicrobial assays, each extract was dissolved in MeOH-H20 1:1
(20 mg/ml); 0.5 m! of this solution was then added to 4.5 m! of nutrient broth.
Doubling serial dilutions were aseptically prepared from this broth with
concentrations ranging from 2000-4 ug/mi. Each dilution was inoculated with 10
ul of bacteria to a final concentration of 108/ml. After overnight incubation the

MIC was determined.

RESULTS
Intestinal smooth muscle relaxant activity.

The methanolic extracts of all the species tested showed a
concentration-dependent inhibition of the tone and the amplitude of the
spontaneous contraction on the rat ileum. Figure 1 shows the concentration-
response curves for the nine extracts.

It is worth noting that all the extracts displayed a similar efficacy in
inhibiting the spontaneous activity. No statistically significant differences in the
95% confidence intervals were observed between the Emax of the extracts. The
main difference between the groups was related to their inhibitory potency (see
Table 1). D. viscosa showed the highest potency compared to the extract of D.

lanosa (positive control).



Antibacterial activity
The potential antimicrobial activity against some enteropathogenic

bacteria of the methanolic and chioroformic extracts of the selected species are
presented in Table 2. The results are expressed as minimal inhibitory
concentrations (MIC). As shown, only five of the ten microorganisms employed
were susceptible to the tested extracts. The most active extract was that of D.
lanosa, which exhibited antimicrobial activity against S. flexneri, S. aureus, V.
cholerae, V. parahemolyticus and Y. enterocolitica with MICs of 625, 858,

950, 875 and 1961 png/m! respectively.

DISCUSSION
The results obtained in the present investigation indicate that the

methanolic extracts of the nine plants evaluated have a spasmolytic activity to a
varing degree on the isolated rat iteum preparation. The demonstrated activity
may account for the use of thesé species as antispasmodic agents in Mexican
traditional medicine.

As previously mentioned, the potency of the extracts was calculated by
comparing their relaxant effects with that of the methanolic extract of D. lanosa,
which contains the spasmolytic alkaloids atropine and scopolamine. Both
compounds possess anticholinergic activity. The most active extract was that of
D. viscosa, which exhibited aimost the same potency as D. lanosa. The
methanolic extracts of G. glutinosum, P. thurberi, Z. venosa and C.
filaginoides, displayed antispasmadic activities corresponding to 32%, 31%,
23% and 22% of the positive control respectively. The less active extracts were

those of P. tomentosum and C. fragilis, while the extract of P. atrorubens



produced only moderate relaxation of the spontaneous contractions of the rat
ileum.

It has been reported that some flavonoids produce inhibition of induced
or spontaneous contractions of guinea pig ileum (Capasso et al., 1991; Fanning
et al., 1983; Havsteen, 1983; Macander, 1986). Therefore, the presence of this
type of secondary metabolites could be related to the intestinal relaxant effect
demonstrated by the methanolic extracts of D. viscosa and G. glutinosum.
Since the spontaneous movements of the intestine are Ca 2* dependent, it is
probable that the inhibitory effect induced by the extracts of these species,
might be due to interference with Ca2* influx and/or Ca?* release from an

intracelular store, as it has been suggested to interprete the inhibitory effects of

some flavonoids on guinea-pig (Capasso et al., 1991, Fanning et al., 1983, ="

Havsteen, 1983).

The data obtained from the present pharmacological evaluatlon are i ot

sufficient to propose a possible mechanism of actlon" 'mvolved in the
antispasmodic activity of the species. Therefore, further. pharmacologlcal and
phytochemical studies must be undertaken in order to clarify the mode of action
of the active principies obtained from those plants.

Regarding the investigation of the plant extracts for a possibble
antimicrobial activity, the only susceptible enterobacteria were S. flexneri, S.
aureus, V. cholerae, V. parahemolyticus and Y. enterocolitica. Seven of the
nine plants evaluated displayed antibacterial effect against one or more of the
susceptible microorganisms. However, the grade of antibiotic potency obtained

for the active extracts tend to be low compared with that of the positive controls.



The most remarkable activity was that produced by the chioroformic
extract of C. filaginoides and the methanolic extracts of G. glutinosum and
Z. venosa against S. aureus with minimal inhibitory concentrations less than
400 ug/ml. On the other hand, the methanolic extract of D. lanosa showed the
widest spectrum of activity; the extract significantly inhibited the bacterial growth
of 8. flexneri, S. aureus, V. cholerae, V. parahemolyticus and Y.
enterocolitica with minimal inhibitory concentrations ranging from 600 to 1200
ug/ml.

CONCLUSIONS

The antispasmodic activity demonstrated by the methanolic extracts of
the species evaluated in the present study, could provide the pharmacological
basis for the traditional uses of these plants as spasmolytic agents in Mexican
traditional medicine. Futhermore, the moderate antibacterial activity exerted by
the extracts against some pathogenic enterobacteria may be of additional
benefit in the case of stomachaches associated with infective diarrhoea.

The presence of flavonoid type of compounds in D. viscosa and G.

glutinosum could be related with the displayed spasmolytic activity.
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Table 1. Inhibition of the spontaneous contraction of isolated rat ileum

induced by the methanolic extracts of the plants.

G. glutinosum ) £ 3.7
(85.77 - 100.8)

D. viscosa 90.58 1-891
| (72.8- 108.4)
P.tomentosum  95.81 + 4.04 i
(87.73-103.9) (9

P. thurberi 1034 £5.29

P. atrorubens 88.65 3.53

2. venosa 102.75 £5.3

EXTRACT Emax ICso (ug/mi) Y POTENCY
D. lanosa 8698407  965:116  1.89%0.46 1
(81.84-9512)  (7.33-11.97)
C.filaginoides ~ 109.55:675  43.87+15  053+006 022
(95-123)  (13.87 -73.87)
C. fragilis 94751768  146.53+24.83 057010 0.0

27.9-8764) -
4132+ 17.95
(92.07-113.4) _ (5.42 - 77.22)

0.39+0.05" .~

Values are means £ S. E.; n=6 (95% confidence intervals)

Potency was obtained by the formula: ECso Datura lanosa/ECso plant extract, assumiﬁg é

value of 1.00 for Datura lanosa.

15



Table 2. Antimicrobial activity of the methanolic and the chioroformic
extracts of the plants against tested microorganisms.

MICROORGANISM EXTRACT MIC (ua/ml)
| Shigella flexneri D. lanosa (methanolic) 625
P. thurberi (chloroformic) 1250
P. thurberi (methanolic) 821

Sulphametoxazole *

Staphylococcus aureus

C. filaginoides (chloroformic)

C. fragilis (chioroformic)

D. lanosa (methanolic)

G. glutinosum (methanolic)

P. atrorubens (methanoilic)

Z. venosa (methanolic)

Ampiciline *

Vibrio cholerae

D. lanosa (methanolic)

P. thurberi (methanolic)

P. atrorubens (methanolic) B

Tetracicline *

Vibrio parahemolyticus

D. lanosa (methanolic)

‘Tetracicline

Yersinia enterocolitica

C. filaginoides (chioroformic)

C. i.'agilis (chloroformic)

D. lanosa (methanolic)

Gentamicine *

* Positive control

N

\

~




Figure 1. Concentration-response curves forﬁ the methanolic extracts of Conyza
filaginoides, Croton fragilis, Dodonaea viscosa, Gymnosperma glutinosum,
Parthenium tomentosum, Potentilla thurberi, Pterogonum atrorubens, Zornia

venosa and Datura lanosa on the spontaneous contraction of isolated rat ileum.
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ABSTRACT

Bioassay directed fractionation of the chloroform-methanol (1:1) extract
of Dodonaea viscosa (L.) Jacq. (Sapindaceae) resulted in the isolation of four
active spasmolytic principles: sakuranetin 1, 6-hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl
ether 2, hautriwaic acid 3 and ent-15,16-epoxy-SaH-labda-13(16)14-diene-
3B,8a-diol 4. All the isolated compounds elicited a concentration-dependent
inhibition of the spontaneous and electrically induced contractions of guinea-pig
iteum

Sakuranetin and the ent-labdane inhibited the ileum contractions evoked
by acetyicholine (Ach), histamine and barium chioride. In addition, both
substances were capable of relaxing contractions of rat uterus induced by Ca2*
in K*-depolarizing solution, displacing to the right the concentration-response
curves to Ca2*. These results suggest that sakuranetin and ent-15,16-epoxy-
9aH-labda-13(16)14-diene-3B,8a-diol produce - an iﬁierféregge with calcium

metabolism in smooth muscle cells.

The spasmolytic activity exhibited. by th
viscosa, provides the pharmacological bas}é_ 'for;th

as an antispasmodic agent.

Keywords: Dodonaea viscosa, Sapindaceae, sakuranetin, . 6-
hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl ether, hautriwaic acid, ent-15,16-epoxy-SaH-
labda-13(16)14-diene-38,8q-diol, smooth muscle relaxation, spasfnolytic effect,

calcium blocker, isolated guinea pig-ileum, rat uterus.



INTRODUCTION

Dodonaea viscosa (L.) Jacq. (Sapindaceae) is widely distributed in
Mexico and reputed to possess several medicinal properties. The leaves are
used against several kinds of aches, rheumatism, skin infections, fevers,
swellings and "gastrointestinal disorders" inciuding diarrhea (1).

Previous chemical studies on this species resuited in the isolation and
characterization of several flavonoids (2-4), three diterpenoids (3-5), condensed
tannins (2), some triterpenoids (6), one p-coumaric acid ester of 1-L-myo-
inositol (4) and two saponins with antiexudative, phagocytosis enhancing and -
molluscicidal activities (6, 7).

Recently, as a part of a screening program established to evaluate the
spasmolytic activity of plants used in Mexican traditional medicine for the
treatment of stomach aches and other disorders involving smoo_th muscles, it
was demonstrated that the chloroform-methanol (1:1) extract of D. viécésa

displayed a significant concentration-dependent‘inhibition‘of ihe sbontaneoUs

contractions of the isolated rat ileum (8).

The present paper describes the isolaﬁon df fhe major spasmolytic‘
principles from the CHCI3-MeOH (1:1) extract of D. viscosa aerial parts, which
initially displayed a relaxing activity on the spontaneous and electrically induced
contractions of isolated guinea pig-ileum. In addition, the effects of the isolated
compounds on the electrically, acetyicholine (Ach), histamine and barium
chioride induced contractions of the guinea-pig ileum were evaluated. Finally, in
order to extend the pharmacological characterization with respect to the/ o

interaction with contractile mechanisms, the ability of two of the active princip’leS



to inhibit responses of rat uterus to added Ca2* was examined in a K*-

depolarizing medium.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The plant material (aerial parts) was coliected by Biologist Alejandro
Cisneros in Oaxaca, on the route to Jayacatlan (17 Km), in March 1989. A
reference sample has been deposited at the Herbarium of the Department of
Botany, School of Chemistry, Universidad Auténoma Benito Juarez de Oaxaca,
Oaxaca, México (voucher no. Cisneros 368).
Isolation of the active principles from D. viscosa

The air-dried shredded plant material (1.9 Kg) was macerated three
times with a mixture of CHCI3-MeOH (1:1) at room temperature for 1 week. The

extract was evaporated to dryness to yield 363 g of a dark resndue whlch was‘

based on their TLC profiles to vyield “maijol act.qris :(F1-F10).

Pharmacological testing showed five active fractions‘("l‘-""1 4?/5).; S
F1 (35.77 g, eluted with hexane-CHCly 1:1, CHCI; ‘and  CHCl;-MeOH
95:5) was further chromatographed on a silica gel column (500 g) using hexane

with increasing amounts of CHCI; and CHCI; gradually enriched with MeOH.



From fractions 150-160 (eluted with hexane:CHCIl; 4:6) crystallized 240 mg of
1.

F2 (34 g, eluted with CHC!;-MeOH 85:5) was subjected to column
chromatography on silica gel (388 g) eluting with hexane-EtOAc 7:3 to yield
impure 4 which was further purified by preparative TLC (Hexane-EtOAc 1:1, 3
developments) to afford pure 4 (284 mg).

F3 (40 g, eluted aiso with CHCI;-MeOH 95:5) was rechromatographed on
a silica gel column (800 g) and eluted with CHCI3 with increasing amounts of
MeOH to yield 13 g of 2.

From fractions F4 and F5 (25 g, -eluted with CHCl;-MeOH 8:1)

crystallized 480 mg of 3. =
The spectral properties of the lsolated c
those of reference compounds (4). P
The methanol extract of D. lanosa was pr'eoa‘redlae: pr:ev‘lousl‘yoeseribed '
(9).

Pharmacological evaluations

Pharmacological tests employing the gumea-plg lleum model were
performed using two different types of experlments In the ﬂrst one the crude

extract, primary fractions and isolated compounds were evaluated for thelr

ability to refax the spontaneous ileum contractlons In the second, the effect of .. -

pure compounds on the contractions: of the ileum induced by electr:cal
stimulation, Ach, histamine and banum:chlorlde was investigated.

Isolated guinea-pig ileum test

lieum segments (2 cm each) were nsolated from male gumea "‘lgs (600-‘?‘ :

800 g) and prepared for recordl‘ng .0 lsometnc contractlons usmg” forcer




transducers (Grass FT03) connected to a polygraph (Grass 7D) as previously
described (8).

After a stabilization time of 30 min, a 10 min control period was recorded.
The test substances (extract, chromatographic fractions and compounds)
dissolved in dimethylsulfoxide were added to the bath in a volume of 50 nl at
different concentrations (one concentration was used per ileum segment). All
the responses were recorded during 10 min.

In a parallel experimental set, the ileum segments were electrically
stimulated with supramaximal rectangular puises (20 V) with a 0.5 msec .
duration at 0.1 Hz. The effect of different non-cumulative concentrations of the - .-
extract, pure compounds and atropine (positive control) was evaluated follbv&ing:“
the same procedures as described above. o

The effect of the extract, fractions and isolated compounds wasfj'—l :

determined by comparing the areas under the curve (AUC) mscnb

frequency and the amplitude of the ileum contractlons;

application of the test materials. Areas were: cal

compounds were tested at the IC5p for the inhibition of the electncally mduced



contractions. The substances were allowed to act on the ileum for 10 min and
afterwards, the agonists were administered at the foliowing concentrations: Ach
1 x 10-5M, histamine 1 x 10-M and BaCl, 1 x 102M_. The response of the
compounds on the contractions elicited by the three agonists was recorded
during 10 min and the corresponding effect was determined by comparing the
average amplitude of the ileum contractions with the ampiitude of the
contractions obtained when the agonists alone were added to the bath.

Based on the experimental findings obtained in the ileum assay, it was
decided to further analyze the mechanism of action of sakuranetin and ent-.
15, 16-epoxy-SaH-labda-13(16), 14-diene-38,8a diol by studying their effect on
the contractile responses of rat uterus. e
Rat uterus test

Uteri were obtained from adult female sttar rats (150-220 g) that were

treated with estradiol benzoate (mg/k) 24 hr before the" xperlments and killed
ips; ee frofn adherlng tissue, were
3 § nger-Krebs solution (31°C) of the
following composition (mM): NaC 120, NaHCO:5 20, KCl 4.7, KH,PO, 1.2,
MgSQ, 1.2, CaCl, 1.5 and glucose ,11;5,-‘ bobbled w:th 95% 02 and 5% CO,.

Tissues were bathed for 60 min in- the Rlnger-Krebs solutlon with a resting

tension of 1g and then exposed to a high K+ (30 mM) Caz*-free depolarizing
\ ,30 5.6 mM) were

solution. Cumulative amounts of CaCl, (. 32 0 58 1. 0' A, 8

added in order to make cumulative concentratlon re onse control curves to

CaCl,. Additionally, concentration response cu m the presence of

different concentrations of sakuranetin (1, 3, 5 nd the ent-labdane (3,

10, 18 uM) were made. Each preparatuon was exposed to only one



concentration of the test compounds. Paraliel experiments were performed with
nifedipine 10nM (10).

The effects of the compounds were determined by comparing the AUC
of the tracings corresponding to the control responses, with the areas of the
tracings obtained after the addition of the test substances.

Data and Statistical analysis

All the results are expressed as the mean of 6 experiments + SE.

CRC for the extract and pure compounds were piotted and the
experimental data from the CRC were adjusted by the nonlinear, least squares, .
curve fitting program (PC NONLIN), using the following equation. E = (Emax
CY)/ICY + IC50Y) where Emax is the maximum effect, C is the concentration of the
test substance, IC5; is the concentration at which §0% of the maximum effect
was achieved and y (gamma) is a number expressing the sigmoidity of the
concentration-effect relationship (11). The initia! values for nonlinear adjustment
were obtained after the logit transformation of experimental data.

The statistical significance (P< 0.05) of differences between means was

assessed by an Analysis of Variance (ANOVA) followed by a Tukey's test (12).

RESULTS AND DISCUSSION

The chloroform-methano! (1:1) extract of Dodonaea viscosa showed a
concentration-dependent inhibition of the tone and the amplitude of the
spontaneous coﬁtraction of the guinea-pig ileum. The extract of D. viscosa
(ICs0= 79.5 ug/mi) resulted to be 20 times less potent than the methanolic
extract of Datura /anosa (ICgp= 4.4 ng/mi), which was used as a positive control

because of its high content of scopolamine and atropine (see Table 1). These



résults confirm the spasmolytic activity previously demonstrated for the
chloroform-methanol (1:1) extract of D viscosa, employing an isolated rat ileum
model (8).

Column chromatography fractionation of the D. viscosa extract yielded
ten primary fractions. Five of these fractions (F1-F5) decreased the
spontaneous contractions of isolated guinea-pig ileum when tested at the IC5,
of the original extract. The results of this testing are shown in Figure 1.

Antispasmodic active fractions F1 to F5 were exhaustively
chromatographed by CC and TLC to yield four active compounds, which had
been previously described in the plant (4): sakuranetin 1, 6-hydroxy-kaempfery}-
3,7-dimethyl ether 2, hautriwaic acid 3 and ent-15,16-epoxy-SaH-labda-
13(16),14-diene-3f3,8a-diol 4 (see Figure 2).

The isolated compounds also induced a concentration-dependent
inhibition of the spontaneous contractions of the guinea-p.ig ileum. Figure 3
shows the CRC for the active principles and Table 1 indicates their respective
IC5o and Emax values. It is important to point out that all metabolites were more
potent than the original extract, but less potent than the extract of D. /anosa.
These results did not provide any information on'the mechanism of action of the
compounds, since they could be acting on many different sites and ievels in the
enteric system (13). Therefore, we de’cided to investigate the antispasmodic
action of the four compounds by studying their influence on the contractions of
the guinea pig is'olated ileun;n indﬁced by electrical stimulation, Ach, histamine
and barium chloride.

Although i't,is': well established that several mediators are involved in the

contraction of .ileum muscles evoked by electrical stimulation, ie. 5-



hydroxytryptamine (14), histamine (15) and certain prostaglandins (16), this test
is commonly employed to preliminary detect anticholinergic drugs (17). The four
active principles from D. viscosa produced a concentration-dependent inhibition
of the twitch contractions (see Figure 4). In these experiments, the ent-labdane
and the two flavonoids were more potent than the original extract, while
hautriwaic acid was less potent. In fact, sakuranetin elicited the highest
spasmolytic activity with an ICg= 4.7ng/ml. However, the potency of all
compounds turned out to be much lower than that exhibited by atropine
(IC50=0.0053 pg/ml). Table 2 shows the IC5, and Emax values for the evaiuated
substances.

Sakuranetine and the ent-labdane significantly inhibited the contractions
provoked by Ach, histamine and BaCl, (see Figure 5). Since these spasmogens
have different modes of action, the antagonism elicited by the flavanone and
the diterpene indicated that they might be acting at a common step in the
contraction mechanism elicited by these agonists.

Based on the results previously described and considering that reports
dealing with the pharmacological effects of flavanones and diterpenes on
smooth muscles are scarce, we examined the mechanism of smooth muscie
relaxation induced by sakuranetin and the ent-labdane in rat uterus.

When the uterus is exposed to a high concentration of KCI (a
depolarizing medium), contractions are the result of an increased Ca2*-influx
through voltage-stimulated type-L Ca?* channels. If under this conditions the
tissue is bathed in a Ca2*-free solution, the uterus relaxes. Subsequent addition
of cumulative concentrations of Ca2*, causéé a §radual increase in tonic

contraction, which is dependent of extra,é:eilvulajr Ca?* infiux. These tonic



contractions are inhibited by Ca2* entry blockers like nifedipine, diltiazem and
gallopamil (10, 18, 19).

In the present study, we designed a series of experiments in order to
evaluate the effect of single concentrations of sakuranetin and the ent-labdane
on the Ca2* concentration-response curves. Sakuranetin at concentrations of 1,
3 and 5.8 uM and the ent-labdane at concentrations of 3, 10 and 18 uM,
produced a rightward shift of the Ca2*-effect control curves (Figure 6) and a
reduction in the maximum effect, without significantly affecting the ECg, values
(Table 3). The same trend of effects was observed with the positive control
nifedipine (10nM). The shift to the right of calcium-contraction curves produced
by sakuranetin and the ent-labdane suggest‘s that both compounds might be

inhibiting Ca2* influx into the smooth musole oelle However this behavior does

not rule out the possibility that these me tat ohtes compete with Ca2* for Ca2*

binding proteins such as calmodulm %
6-hydroxykaempferyl-3,7- dlmethyl e"trwer inhibited the contractions

evoked by histamine and banum chlorrde ( gure 5) However thls compound

did not affect the response to Ach Thrs lack of. antagomsm of the response to

Ach is not in agreement with the results previous ound for other flavonols

since this type of compounds usually rnhlblts ‘Ach |nduoed contractions of

guinea pig ileum (20, 21, 22, 23). Moreover t has: been.reported that quercetin

behaves as a caicium-antagonist, avond zatron of external calcium in

aortic smooth muscle (24) and in gurne 25) Further work is in

progress in order to explore in detail the phar a ologr al mode of action of 6-

hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl ether.
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Hautriwaic acid produced an inhibition of the histamine-induced
éontractions and an increase of the contractions evoked by barium chioride,
without modifying the Ach-induced contractions (Figure 5). It is difficult to
explain the variable behavior exhibited by hautriwaic acid on the basis of a
simple mechanism of action and obviously more detailed pharmacological
investigation is necessary to characterize the mode of action of this diterpene.

The results obtained in the present investigation provide
pharmacological support for the traditional use of D. viscosa as an
antispasmodic agent in Mexican traditional medicine. Pharmacological
characterization of sakuranetin and ent—15,16-epoxy-9aH-labda-13(16)14-
diene-3p,8a-diol suggests that their mechanism of- action might be due to an
interference with caicium metabolism in smooth muscle cells.
Acknowledgments :

The authors thank Abraham Contreras: and Teodoro Villanueva for their
technical assistance. This work was partlally supported: by grant IN-203494
DGAPA-UNAM. A, Rojas acknowledges the fellowshlp awarded by‘ :
INTERCAMBIO ACADEMICO, U.N, AM to carry out her PhD thesxs '




REFERENCES
1.- Martinez, M. (1989) in: Las plantas medicinales de México, p. 105,
Ediciones Bota, México.

2.- Sastry, L.N.S. Nayudamma, Y. (1966) Leather Sci. 13, 174-176.

3.- Sachdev, L., Kulshreshtha, D.K. (1983) Phytochemistry 25, 1967-1969.

4.- Mata, R., Contreras, J.L., Crisanto, D., Pereda-Miranda, R., Castaneda, P.,
del Rio, F. (1991) J. Nat. Prod. 64, 913-917.

5.-Hsu, U, Chen, Y.P., Kakisawa, H. (1971) Phytochemistry 10, 2813-2814.

6.- Dimbi, M.Z., Kapundu, M., Darimont, E., Warin, R., Dlelaude, C Huls, R.
(1985) Bull. Soc. Chim. Belg. 94, 141-148. . vy o
7.- Wagner, H., Ludwig, C., Grotjahn, L., Khan,,l}/l.i Y
26, 697-701. b
8.- Rojas, A., Cruz, S., Rauqh}i\f By

ﬁﬁyioéhemistry

Phytomedicine, in press.

9.- Bye, R, Mata, R..: Pin
Mexico, Ser. Bot. 61
10.- Granger, S.,‘H
147456,
11.- Schwingharﬁrﬁgr, TL

279, Academnc Press lelted New York ) ]
14.- Takaki, M., Branchek T Tamlr, H., V,Gversk‘hah, M.D. (,1985)' J. of
Neuroscience. 5, 1769 1780. ‘ o



15.- Yamanaka, K., Kitamura, K. (1987) Eur. J. Pharmacol. 144, 29-37.

16.- Yagasaki, O., Funaki, H., Yanagiya, I. (1984) Eur. J. Pharmacol. 103, 1-8.
17.- Ennis, C. Haroun, F., Lattimer, N. (1985) J. Pharm. Pharmacol. 38, 24-27.
18.- Varagic, V.M., Milovanovic, S.R., Srkalovic, G. (1984) Arch. int.
Pharmacodyn, Ther. 270, 79-87.

19.- Nayler, W.G., Horowitz, J.D. (1983) Pharmac. Ther. 20, 203-262.

20.- Fanning, M.J., Macander, P., Drzewiecki, G., Middleton, E. (1983) Int. Arch. .
Allergy Appl. Immunot. 71, 371-373.

21.- Capasso, F., Pinto, A., Mascolo, N., Autore, G., Franco, F.P. (1 988)1
Pharmacol. Res. Commun. 20 (Suppl. 1) 201-202. . o
22.- Capasso, A, Pinto, A, Mascolo, N., Autore, G,, Capasso F (1991)‘7'
Phytother. Res. 5, 85-87. i =

23.- Havsteen, B. (1983) Biochem. Pharmacol. 32, 1141-1148.

24.- Morales, M.A,, Lozoya, X. (1994) Planta Med. 60, 313-317.

25.- Morales, M.A,, Tortoriello, J., Meckes, M., Paz, D., Lozoya, X (1994) Arch
Invest. Med. (Mex.) 21, 155-162.



Table 1. Inhibition of the spontaneous contractions of isolated guinea-pig
ileum induced by the extract and isolated compounds from D. viscosa.

SUBSTANCE Emax* ICs (ng/ml) Y
D. lanosa extract 91.08 £ 1.13 445+ 0.53 0.58 + 0.03
D. viscosa extract 87.09 + 2.63 79.51 £17.11 0.60 £ 0.06
Sakuranetin 84.74 + 0.82 15.86 £ 0.82 1.07 + 0.05
6-hydroxykaempferyl- 93.67 £1.19 15.89 + 1.58 ;
3 7-dimethy! ether ‘ L
Ent-15,16-epoxy-9uH- 9217 £1.47
labda-13(16)14-diene- TR :
3.8aH-diol , . L
Hautriwaic acid 82.95 +2.86 - 8.50 %233 0.63 + 0.08

Values are means + S.E.; n=6
* Emax indicates the percentage of maximun inhibition




Table 2. Inhibition of the electrically induced contractions of isolated
guinea-pig ileum produced by the extract and isolated compounds from D.

viscosa.

SUBSTANCE Emax"* ICs, (ng/mi) y
Atropine 89.37 £ 3.22 0.0053 £ 0.0008 1.16 + 0.17
D. viscosa extract 105.92 + 8.07 106.19 £+ 15.00 1.90 £ 0.40
Sakuranetin 104.47 + 3.20 469 +0.29 1.70 £ 0.15
6-hydroxykaempferyl- 101.87 £1.19 37.87 £0.89 235011
3.7-dimethyl ether i
Ent-15,16-epoxy-9aH- 100.16 £ 2.06 19,37 £0.83.
labda-13(16)14-diene- L
3p.8aH-diol
Hautriwaic acid 98.2 % 1.2 148,48 + 6.4

Values are means ¢ S.E.; n=6
* Emax indicates the percentage of maximun inhibition

** Experimental value; *** Value obtained by linear regression- -

16



Table 3. Effect of Sakuranetin and ent-15,16-epoxy-9aH-labda-13(16)14-
diene-3p,8a-diol on the Ca2*-induced contractions of rat uterus

SUBSTANCE Emax* ECsp (mM)** ¥
ca?+ 103.04 + 4.86 1.14 £0.16 1.97 +0.36
Nifedipine 10nM 69.43 +7.62 1.61.% 0.09 3.32 £ 0.80
Sakuranetin: LUl Vi :
1M 101.78 + 17.08 1.57 & 0.43 CL 15130260
3.uM 4314 % 368" L1.87.20.205 5 |7 f2.37 0,39+

5.8 uM

21.97 3479

Ent-15,16-epoxy-9aH-
labda-13(16)14-diene-

3,8a-diol
3 uM

10 uM '63.41'+ 6,077 " -

18 uM 30.40 £ 2.52 2.42 % 0.49

Values are means ¢ S E B ;
* Emax lndvca(es the percentage of maxumum mhlbmon s
i Concentratuon of Caz* at wh;ch 50% of the maxlmum response to Caz" is achieved.



Figure 1. Effect of the chromatographic fractions from the chloroform-methanol
(1:1) extract of Dodonaea viscosa on the spontaneous contractions of the
guinea-pig ileum. Values are expressed as the percentages of inhibition of
contractile response obtained at the 1C5, of the original extract calculated as the
mean from six data = S.E.

*E: D. viscosa CHCI3-MeOH (1:1) extract.

Figure 2. Smooth muscle relaxing compounds isolated from Dodonaea viscosa.

Figure 3. Concentration-response curves for the inhibitory effect of the extract
and isolated compounds from Dodonaea viscosa on the spontaneous
contractions of isolated guinea-pig ileum. Values are expressed as the
percentages of inhibition of contractile response calculated as the mean from
six data + S.E.

*ent-1‘5,16-epoxy-9aH-Iabda-1 3(16)14-diene-3pB,8c-diol;
**6-hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl ether.

Figure 4. Concentration-response curves for the inhibitory effect of the extract
and isolated compounds from Dodonaea viscosa on the electrically induced
contractions of isolated guinea-pig. ileum Values are expressed as the
percentages of inhibition of contractite response calculated as the mean from
six data £ S.E.

*ent-15,16-epoxy-9oH-labda- -13(16)14- dlene-3[3 8a-diol;
**6-hydroxykaempferyl-3,7-dimethyl ether



Figure 5. Effect of the isolated compounds from Dodonaea viscosa on the
contractions induced by Ach, Histamine and Barium chloride on the guinea-pig
ileum. In the tests with BaCl,, substances were tested at their ICg, for the
inhibition of spontaneous contraction of the ileum. In the experiments with Ach
and histamine, the compounds were tested a the IC;, for the inhibition of the
electrically induced contractions. Values are expressed as percentages of the
mean responses when the agonists alone were added to the bath calculated as
the mean from six data + S.E.

1: ent-15,16-epoxy-SaH-labda-13(16)14-diene-33,8a-diol; 2: Sakuranetin; 3: 6-
hydroxy-kaempferyl-3,7-dimethyl ether; 4: Hautriwaic acid.

Figure 6. Calcium concentration-response curves of rat uterus in the presence
of nifedipine (10nM), sakuranetin (1, 3 and 5,8 uM) and ent-15,16-epoxy-SaH-
labda-13(16)14-diene-3p,8a-diol (3, 10 and 18 uM). Values are expressed as
percentages of the maximum response to Ca2* calculated as the mean from six
data + S.E.
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5. DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS

5.1 POTENCIAL ESPASMOLITICO DE ALGUNAS PLANTAS UTILIZADAS EN
LA MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA PARA EL TRATAMIENTO DE
DESORDENES GASTROINTESTINALES

Uno de los objetivos fundamentales planteados en la presente
disertacion era la demostracion . farmacolégica de las propiedades
antiespasmodicas que se les atribuyen a ocho especies vegetales de amplio
uso en la medicina popular de México.

Las especies se seleccionaron con base en un criterio etnobotanico, el
cual ha demostrado, en numerosas ocasiones, ser un buen punto de partida
para el descubrimientc de nuevos productos naturales con propiedades
biolégicas interesantes (Cordell ef a/, 1891; Hamburger y Hostettmann, 1991;
Mata, 1993; Viietinck y Van den Berghe, 1991, infer alia). ’

Con base en los antecedentes etnobotanicos de las plantas para el
tratamiento de diversos padecimientos gastrointestinales, el estudio
farmacognéstico de las mismas podia abordarse desde dos puntos de vista
diferentes. E| primero de ellos tendria por objeto establecer si estas especies
tienen un efecto directo sobre los agentes etiolégicos de las enfermedades de
origen infeccioso o parasitario. El segundo enfoque, se avocaria a determinar
si las plantas tienen alguna accién que contribuye al alivio de los sintomas de
las enfermedades, como por ejemplo, reduciendo la motilidad de la
musculatura lisa intestinal.

En el caso particular del presente trabajo, tomando en cuenta la facilidad
de implementacion de los ensayos microbiolégicos, se decidio hacer una
evaluacién preliminar del efecto antimicrobiano de los extractos cloroférmicos y
metandlicos de las plantas sobre 10 cepas de enterobacterias patdgenas. Los
microorganismos evaluados incluyeron: Aeromona hydrophila, Escherichia col
Proteus mirabilfs, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri,
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Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Vibrio parahemolyticus y Yersinia
enteroca/’/t/‘ca. Estas bacterias se seleccionaron considerando la frecuencia de
su aislamiento a partir de heces diarreicas provenientes de pacientes
infectados (Koneman et a/, 1992). Cabe mencionar gque en estos ensayos se
decidid utilizar cepas patdgenas aisladas directamente de muestras clinicas,
considerando que los resultados obtenidos a partir de las evaluaciones,
estarian mas directamente relacionados con una efectividad "real" de las
plantas para el tratamiento de las infecciones bacterianas que ocasionan
diarrea.

La determinaciéon de la actividad antibacteriana se llevé a cabo en dos
fases. En la primera fase se determind cualitativamente las propiedades
antibidticas de los extractos vegetales en estudio (Hufford et a/, 1975; Rios et
al, 1988). En la segunda, los extractos que resultaron activos en la '
determinacién cualitativa, se evaluaron mediante un método de dilucién en
caldo a fin de cuantificar su potencia antimicrobiana y compararla con la de los
controles positivos adecuados (Hufford ef a/, 1975).

Los resultados de la evaluacion microbiolégica se muestran en el
Cuadro 2 (Articulo 1). Se observa que las unicas enterobacterias susceptibles
al ef_ecto de los extractos fueron S. flexneri S. aureus, V. cholerae, V.
parahemolyticusy Y. enterocolitica.

Todas las plantas evaluadas mostraron un efecto antibacteriano contra
uno o mas de los microorganismos susceptibles. Sin embargo, de manera
general, el grado de potencia antibidtica obtenido para los extractos activos,
tiende a ser baja comparada con la de los controles positivos.

La actividad antimicrobiana mas notable fué la que presentaron los
extractos metandlicos de G. glutinosum y Z. venosa sobre la cepa
enteropatdgena de S. aureus, los cuales mostraron concentraciones minimas
inhibidoras (CMI) menores de 400 ng/ml. De manera adicional, vale la pena
destacar que el extracto metandlico de D. /anosa mostré el mas amplio
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espectro de actividad inhibiendo el crecimiento de S. flexneri S. aureus, V.
cholerae, V. parahemolyticus 'y Y. enterocolitica, con un rango de CMI entre
600 y 2000 ug/m!.

Los resultados derivados a partir de la evaluacion microbioldgica,
permiten concluir que la moderada actividad antibacteriana que presentaron
algunos de los extractos de las plantas, puede ser de beneficio para el
tratamiento de las diarreas infecciosas. Sin embargo, no justifica por si sola el
uso tradicional de esas especies para tratar los desdrdenes gastrointestinales
de etiologia bacteriana.

Recientemente, Calzada y colaboradores demostraron, en pruebas
realizadas /in vitro, que los extractos derivados de todas estas especies
vegetales carecen de efecto amebicida y giardicida (Calzada ef al, 1995).
Estos resultados, aunados con el pobre efecto antibacteriano demostrado en el
presente trabajo, apoyan las observaciones etnomédicas acerca del uso
primario de estas plantas agentes antiespasmaodicos.

Con base en estas observaciones, se decidié conducir la investigacion
hacia la demostracion del efecto espasmolitico de las especies seleccionadas.
La deteccion del efecto relajante de la musculatura fisa intestinal se realizé
mediante un ensayo farmacoldgico /n vitro, que consistid en la evaluacion del
efecto de los extractos metandiicos de las plantas sobre la contractilidad
espontanea del iléon aislado de rata.

Antes de continuar con la discusion de los resultados, en este punto
resulta conveniente hacer algunas consideraciones generales con relacion a la
preparacion del iledn aisiado y su aplicacion como herramienta farmacolégica
para la deteccion de farmacos con efecto sobre el Sistema Nervioso y/o la
musculatura lisa.

Es un hecho bien establecido que el tracto gastrointestinal esta inervado
por lo que se considera la tercera divisién del sistema nervioso auténomo
(SNA), conocida como sistema nervioso entérico (SNE). Conjuntamente con el
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SNE, las otras divisiones del SNA (simpatico y parasimpatico), son los
responsables del control de las secreciones y motiiidad de! tracto
gastrointestinal (Gershon, 1981).

Se han encontrado evidencias que indican la presencia en el SNE de
numerosos neurotransmisores que inciuyen: la Ach, la noradrenalina, la
serotonina, el acido y-aminobutirico (GABA), el trifosfato de adenosina (ATP),
péptidos endogenos (encefalinas, dinorfinas y endorfinas), la sustancia P y el
polipéptido vasoactivo intestinal (Furnes, 1982). La presencia de sustancias
neurotransmisoras adicionales a la Ach y a la noradrenalina, indica una
semejanza entre el SNE y el SNC (Gershon, 1981). De tal forma que ia
musculatura lisa gastrointestinal constituye un tejido adecuado para la
caracterizacion de compuestos con actividad farmacolégica.

La presencia en el SNE de diversas terminales nerviosas, con diferentes
neurotrasmisores y varios tipos de receptores, le proporciona una gran
versatilidad a la preparacidon de iléon aislado. Ademas, la relativa facilidad del
bioensayo y el requerimiento de pequefias cantidades de sustancia para
inducir un efecto en el iledn, hacen que este modelo sea muy apropiado para la
evaluacion preliminar de los efectos farmacoidgicos de los extractos de plantas
y para el monitoreo de la actividad biolégica durante el proceso de aislamiento
de los principios activos (Samuelsson, 1991).

En el caso de la presente investigacion, se evalué el efecto de los
extractos metandlicos de las plantas objeto de estudio sobre las contracciones
espontaneas del iléon aislado de rata. Esta evaluacidon demostré que los
extractos metandlicos de las ocho plantas evaluadas inducen una disminucion
en el tono y la amplitud de las contracciones espontaneas del iledn, de una
manera dependiente de la concentracion. La Figura 1 del Articulo 1 muestra las
respectivas curvas concentracidn-respuesta obtenidas para el efecto inhibidor
de los ocho extractos. A partir de estas curvas se obtuvieron los valores del
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efecto maximo (Emax) y la concentracion inhibidora media (Clsg), mismos que
se indican en el Cuadro 1 del Articulo 1.

Los valores de potencia se calcularon utilizando como comparacion el
efecto inhibidor inducido por el extracto metanolico de Datura /anosa (Clsg=

11.91 ug/mi), el cual tiene un alto contenido de los alcaloides espasmoliticos
atropina y escopolamina (Bye et al, 1991). Se demostro que el extracto
metandlico de D. viscosa (Clsp= 9.65 ug/ml) es el mas potente, con una
potencia casi comparable a la del extracto de D. /anosa.

Los resultados derivados de esta evaluacion farmacoldgica preliminar
permitieron corroborar el efecto antiespasmoédico que se les atribuye a las ocho
especies objeto de estudio en la medicina popular mexicana. De manera
adicional, indicaron que la especie Dodoanea viscosa era el candidato mas
idoneo para la obtencidon de principios activos potenciales con propiedades

antiespasmodicas.

52 COMPUESTOS RELAJANTES DE LA MUSCULATURA LISA DE
DODONAEA VISCOSA

Con la finalidad de obtener los principios activos espasmoliticos de la
Dodoanea viscosa, se decidid realizar un estudio fitoquimico biodirigido,
utilizando para el monitoreo de la actividad biologica la determinacidon del
efecto inhibidor del extracto, fracciones y compuestos puros sobre las
contracciones espontaneas de! iledn aislado de cobayo. La razén por la cual se
decididé cambiar el modelo farmacologico, se baso en la consideracion de que
el ilebn de cobayo es un tejido de uso mas difundido en los estudios
farmacologicos (Wagner et al, 1979; Achterrath-Tuckermann et a/, 1980;
Hagos et al, 1986; Abdalla et al, 1989, Capasso ef al, 1980; Capasso ef al,
1991; Morales et al, 1994, Lozoya et a/, 1994, Sammuelson, 1991; inter alia).
Esta circunstancia permitiria comparar mas facilmente los resultados obtenidos
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en la presente investigacién con los resultados de trabajos publicados por otros
investigadores.

En una serie de experimentos posteriores a la realizacidon del rastreo
farmacolégico preliminar, se demostré que el extracto CHCiz-MeOH (1:1) de D.
viscosa era tan activo como el extracto metandlico en el iledn de cobayo. En la
Figura 3 del Articulo 2 se indica la curva concentracion-respuesta
correspondiente al extracto CHCI3-MeOH (1:1), el valor de Clgy calculado a

partir de esta curva fué de 79.5 ng/ml. Con base en estos resultados, se
decidid utilizar la mezcla CHCI3;-MeOH (1:1) como disolvente de extraccion

para la realizacion del estudio fitoquimico biodirigido.

En este estudio, 1.9 Kg de la planta seca y molida, se extrajeron con
una mezcla de CHCI;-MeOH (1:1). El extracto activo se fracciond via una
cromatografia en columna de gel de silice utilizando como eiuyentes mezclas
de hexano-cloroformo, cloroformo y cloroformo con cantidades crecientes de
metanol. Como resultado de este proceso se obtuvieron 10 fracciones
cromatograficas primarias. Todas las fracciones fueron evaluadas sobre la
contractilidad espontanea del ileén de cobayo a la Clgy del extracto original.
Estas evaluaciones demostraron que Ias cinco fracciones menos polares tenian
un efecto relajante y que ia mayor actividad se concentraba en la Fraccion 1.
Las fracciones restantes no mostraron ningun efecto relajante significativo e
incluso la fraccién 10 inducia contracciones en el ileén (Figura 1 del Articulo 2).

Con base en estos resultados, se procedio a realizar el aislamiento de
los principios activos mediante sucesivas recromatografias en columna y en
capa fina. Estos procesos de separacion permitieron el aislamiento de cuatro
principios espasmoliticos. Estos compuestos se caracterizaron, mediante
meétodos espectroscopicos y espectrométricos como: la sakuranetina , la 3,7-
dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona el acido huatriwaico y el ent-15,16-epoxi-SaH-
labda-13(16)14-dien-3p-8a-diol (Figura 2 del Articulo 2). Las constantes fisicas
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y espectroscopicas derivadas de cada uno de los compuestos aislados fueron
comparables a las descritas previamente (Mata ef a/, 1991).

Los cuatro compuestos aislados también inducian una inhibicién de las
contracciones espontaneas del iléon de cobayo, de una manera dependiente
de la concentracién (Figura 3 del Articulo 2). Todos los compuestos resultaron
ser mas potentes que el extracto original, pero menos potentes que el extracto
metandlico de D. /anosa (Cuadro 1 del Articulo 2).

El efecto inhibitorio de las contracciones espontaneas del iléon de
cobayo inducido por los cuatro principios activos, no proporcionaba ninguna
informacién con relacion al mecanismo de accion de los mismos. La
disminucién de la contractilidad originada por los metabolitos de D. viscosa en
el iledn de cobayo, podria ser el resultado de una interferencia con la sintesis,
liberacion o degradacion de neurotransmisores en el SNE. Pero también podria
ser una consecuencia de la interaccion directa de los principios activos con los
receptores para neurotransmisores, hormonas o autacoides. Asimismo, los
compuestos podrian estar interfiriendo con el metabolismo de segundos
mensajeros, que influyen en los niveles intraceluiares de Ca2*, el cual es
importante para la contraccién. De manera adicional, también existia la
posibilidad de un efecto directo sobre los algunos de los componentes
involucrados en la contraccion del muascuio liso (Samuelsson, 1991).

Con la finalidad de iniciar la caracterizacién farmacoldgica del
mecanismo de accidn de los principios activos, se decidio investigar su efecto
sobre las contracciones del ileén de cobayo inducidas por estimulacion
eléctrica y por diferentes agentes espasmégenos (Ach, histamina y cloruro de
bario).

En primer lugar, con el objeto de detectar si la actividad relajante de ios
principios activos involucraba un componente anticolinérgico, se determiné la
influencia de los cuatro compuestos sobre las contracciones inducidas
eléctricamente y por ia Ach. El primer modeio se seleccioné considerands que
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la Ach es el principal neurotransmisor liberado del plexo mientérico del iledn de
cobayo estimulado eléctricamente (Ennis ef a/., 1985; Samuelsson, 1991).

El conjunto de experimentos disefiados para determinar el efecto de los
compuestos sobre el iléon precontraido eléctricamente, demostrd que los
cuatro principios activos producian una inhibicion de las contracciones, de una
manera dependiente de Ia concentracion (Figura 4 del Articulo 2). En estas
evaluaciones el ent-labdano y fos dos flavonoides fueron mas potentes que el
extracto original, en tanto que el acido hautriwaico fué menos activo. Sin
embargo, todos fos compuestos fueron considerablemente menos potentes que
la atropina (Cuadro 2 del Articulo 2).

En el caso de los experimentos en presencia de Ach, los principios
activos se evaluaron a la Clsy requerida por el extracto original para inhibir las
contracciones del iledn evocadas eléctricamente (106.19 ug/ml). Estas pruebas
demostraron que el entlabdano, la sakuranetina y el acido huatriwaico
inhibieron las contracciones inducidas por fa Ach, siendo los mas potentes el
eni-labdano y la flavanona.

Por otra parte, con relacion al flavonol, estudios previos han demostrado
que los flavonoles 5,7 disustituidos generalmente relajan el ileén de cobayo
precontraido con Ach a concentraciones menores de 106.19 ug/mi (Fanning et
al, 1983; Capasso ef a/, 1988, Capasso ef a/, 1991; Havsteen, 1983). Sin
embargo, la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona, no modificé la respuesta del
ileén precontraido con Ach a la concentracién de 106.19 ug/m (Figura 5 de!
Articulo 2). Existe la posibilidad de que este compuesto, que tiene un patrén de
sustitucion diferente al de los flavonoles previamente evaluados, sea menos
potente. En tal caso, seria necesario evaluar concentraciones mayores para
definir inequivocamente si la accion de la flavona no involucra ningln

componente anticolinérgico.
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A partir de los resuitados derivados de los dos modelos experimentales
antes mencionados (Figuras 4 y 5 del Articulo 2) se puede inferir que la
sakuranetina, el entlabdano y el Aacido huatriwaico no bloqueaban
directamente los receptores colinérgicos muscarinicos como en el caso de la
atropina. Sin embargo, no descartan la posibilidad de que estos metabolitos
interfieren en alguno de los pasos involucrados en la neurotransmision
colinérgica o en los mecanismos de transduccion mediados por la Ach en el
proceso de la contraccion muscular.

En ofra serie de pruebas, se evaluo el efecto de los principios activos
sobre el iledn de cobayo precontraido con histamina, utilizando un disefio
experimental semejante al empleado en los ensayos con Ach. El empleo de
histamina como espasmogeno de prueba se considerd conveniente dada la alta
poblacién de receptores histaminérgicos en el iledn de cobayo y la importancia
de este neurotransmisor en la regulacion de los movimientos del musculo liso
gastrointestinal (Samuelsson, 1991).

Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 5 del
Articulo 2. Como se puede observar, los cuatro compuestos inhibieron, de una
manera significativa, las contracciones del ileén evocadas por la histamina.
Estas observaciones sugerian que los principios activos podrian estan
interfieriendo en alguno de los pasos de la neurotransmision histaminérgica y/o
en los mecanismos de transduccion de sefales activados por la histamina.

LLa siguiente evaluacion en la secuencia metodologica planteada para la
caracterizacion farmacologica preliminar de los principios activos, fué la
determinacion del efecto de los compuestos sobre las contracciones del iledn
de cobayo generadas por el BaCl,. En esta ocasion la concentraciéon de prueba
empleada para evaluar la accion de las sustancias fué la Clsy del extracto
original requerida para inhibir las contracciones espontaneas del iledn (79.51

png/mi).
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Estos experimentos se realizaron con el objeto de evaluar una posible
interferencia de los principios activos en el transporte y/o el metabolismo del
Ca2* en la célula muscular. Se ha determinado, que el bario, de manera
semejante al calcio, activa las proteinas contractiles de musculo. Asimismo, se
sabe que el cloruro de bario ocasiona una despolarizacién en la membrana
muscular, originando la activacion de canales de Ca2* voltaje-dependientes
con el subsecuente aumento en la entrada de Ca2* al interior de la célula. De
manera adicional, este aumento en la concentracidon intracelular de CaZ2+
provoca un incremento en la liberacion de Ca2* a partir del reticulo
sarcoplamico. En resumen, la activacibn de las contracciones musculares
provocada por el BaCl,, es una consecuencia del aumento de la concentracion

citoplasmica de Ca?* y de la activacién directa de las proteinas contractiles
(Antonio et al., 1973; Van Den Broucke y Lemii, 1982; Capasso ef a/, ‘1991;
inter alia).

En la Figura 5 del Articulo 2, se presentan los resultados derivados a
partir de la evaluaciéon de los compuestos sobre las contracciones del iledn
inducidas por el BaCl,. Estas observaciones parecen iﬁdicar que la

sakuranetina, el entlabdano y la flavona, interfieren de alguna manera con el
transporte del Ca2* y/o con los procesos metabélicos mediados por este cation
en las células del musculo liso. Por otra parte, el acido huatriwaico indujé un
efecto excitatorio de las contracciones del iledn, el cual resulta muy dificil de
explicar con base exclusivamente en los hallazgos obtenidos a partir de este
disefio experimental.

Los resultados de las evaluaciones descritas hasta este punto, con
relacién al comportamiento de la sakuranetina y el entlabdano, indicaron que
ambos compuestos blogueaban las contracciones inducidas por estimulacion
eléctrica, Ach, histamina y BaCl,. Todas estas observaciones conducian a

pensar que el mecanismo de accion relajante de los dos metabolitos, no
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involucraba la interaccién con algtin receptor membranal en especial y mas
bién, sugerian que estos compuestos podrian estar actuando en un paso
comun’ en el mecanismo de contraccidon mediado por los espasmogenos de
prueba. Mas aun, el bloqueo de las contracciones inducidas por el BaCl,

indicaban una probabie interferencia con el transporte de Ca2* y/o con los
procesos metabdlicos mediados por el Ca2+.

Con base en las razones anteriormente expuestas y considerando que
las investigaciones relacionadas con los esfectos espasmoliticos de las
flavanonas y diterpenoides son muy escasos. Se decidié examinar el efecto de
la sakuranetina y el ent-labdano en las contracciones inducidad por el Ca2* en
tejido de utero, previamente despolarizado con altas concentraciones de K*. En
estas condiciones, el Utero se contrae como consecuencia del influjo de Ca2* a
través de los canales de Ca?* voltaje-dependientes tipo L (Bolton, 1979,
Granger et al, 1986; Godfraind ef a/, 1986). En un medio libre de Ca2*, el
utero se relaja, de tal forma que la subsecuente adicién de concentraciones
acumulativas de Ca2*, ocasiona un aumento gradual de las contracciones
ténicas del Utero que depende exclusivamente del influjo de Ca2* extracelular
(Granger et al, 1986).

) En el caso del presente estudio, se disefiaron una serie de experimentos
en los que se evaluo el efecto de concentraciones Unicas de la sakuranetina (1,
3y 5.8 uM) y del ent-/labbdano (3, 10 y 18 uM) sobre las curvas concentracion
de Ca2*-respuesta contractil. En estas evaluaciones, ambos compuestos
produjeron un desplazamiento hacia ta derecha de las curvas control de Ca2*
(Figura 6 del Articulo 2) y una reduccion en el efecto maximo, sin afectar
significativamente los valores de la concentracién efectiva media (CEgp)
(Cuadro 3 del Articulo 2). Por lo tanto, asumiendo que las contracciones
evocadas por el Ca?* en el tejido de Utero despolarizado estan directamente
realcionadas con el influjo de Ca2* al interiror de la célula, se puede proponer
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que la sakuranetina y el entlabdano actian como blogqueadores no
competitivos de la entrada de Ca2*. Sin embargo, con base exclusivamente en
estos resultados, no se puede descartar la posibilidad de que estos
compuestos interfieran en alguno de los procesos metabdlicos mediados por el
Ca?* en el proceso de contraccion muscular. Mas aun, existe la posibilidad de
que el efecto relajante de la musculatura lisa que presenta la flavanona y el
diterpeno, se deba a la accién sinérgica de diferentes mecanismos de accion
que involucren no solamente la interaccion con algun receptor membranal, sino
también la interferencia con algun proceso metabélico en el mecanismo de la
contraccidén muscular (Bolton, 1979).

Por otra parte, los resultados de este trabajo sugieren que el mecanismo
de accion relajante de la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona no involucra la
interaccion con aigin receptor membranal especifico. De hecho, el efecto
inhibitorio sobre las contracciones inducidas por BaCl, indican que
posiblemente este flavonol interfiere con el transporte de Ca2* y/o con su
metabolismo. La validez de esta hipotesis dependera en parte, de los
resultados que deriven de los estudios sobre el efecto de este compuesto a
concentraciones mayores de 79.5 ug/ml! sobre el iledn de cobayo precontraido
con Ach y de los resultados de estudios en Gtero de rata despolarizado con
altas concentraciones de K*.

Finalmente, las observaciones derivadas de los experimentos
efectuados con el acido huatriwaico resultan insuficientes para la proposicion
de un mecanismo de accion especifico. Sin embargo, la significativa respuesta
inhibidora de las contracciones inducidas por histamina y el débil efecto
obtenido en el caso de los experimentos de estimulacién eléctrica y con Ach,
sugieren a priori que este compuesto tiene un importante componente
antihistaminérgico en su mecanismo de accion relajante.
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo, se comprobd el uso etnomédico como agentes
antiespasmodicos de las especies vegetales Conyza filaginoides (D.C) Hieron
(Asteraceae), Crofon fragilis HBK (Euphorbiacea), Dodonaea viscosa Jacq.
(Sapindaceae), Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less. (Asteracea),
Parthenium tomentosurn D.C. var. stramonium (Greene) Rollins (Asteraceae),
Potentilla thurberi A. Gray (Rosaceae), Pterogonum atrorubens (Englem.) H.
Gross (Polygonaceae) y Zornia venosa Mohlenbr. (Fabaceae), mediante la
demostracién /n vitro del efecto relajante de la musculatura lisa intestinal de los
extractos metandlicos, empieando el modelo de iléon aislado de rata. La

especie mas potente fué la D. viscosa.

2. El fraccionamiento biodirigido del extracto CHCI;-MeOH (1:1) permitié el
aislamiento de cuatro principios espasmoliticos. Estos compuestos se
baracterizaron como: la sakuranetina , la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona
el acido huatriwaico y el ent-15,16-epoxi-SaH-labda-13(16)14-dien-33-8a-diol.

3. La caracterizacion farmacoldgica preliminar de la sakuranetina y el ent-
labdano, indicé que el mecanismo de acciéon antiespasmoédica de estos
compuestos involucra un bloqueo de ia entrada del Ca2* al interior de la célula
muscular y/o una interferencia con alguno de los procesos metabdlicos
mediados por el Ca2* en el proceso de contraccidon muscular.

4. Los resultados obtenidos en la presente investigacion, sugieren que la
relajacién de la musculatura lisa inducida por la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-
flavona, se debe a una interferencia con el transporte de Ca2* y/o con el
metabolismo de este catidn en la célula muscular.
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5. Las observaciones derivadas de la caracterizacion farmacoldgica del acido
huatriwaico, resultan insuficientes para proponer un mecanismo de accion
especifico. Sin embargo, sugieren que la relajacion muscular inducida por este
diterpenoide, involucra un componente antihistaminérgico.

6. El diterpeno ent-15,16-epoxi-9aH-labda-13(16)14-dien-3p-8a-diol, constituye
una nueva clase de metabolitos secundarios que interfieren con el transporte
y/lo con el metabolismo del Ca2* en las células del musculo liso. En
consecuencia, los diterpenoides de tipo entlabdano representan un nuevo
prototipo estructural de farmacos, para el desarrollo de agentes medicinales .
novedosos con posible utilidad en la terapéutica de los trastornos

cardiovasculares.

7. Como lo demuestra el presente trabajo, es indudable que el empleo de una
estrategia de investigacion interdisciplinaria permite por una parte, corroborar
las propiedades farmacoldgicas de plantas medicinales de reconocido uso
etnomédico, que podrian constituir nuevas alternativas para la resolucion de
problemas primarios de salud publica. Y por otra, obtener nuevos prototipos
estructurales de productos naturales utiles para el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos.
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7. PERSPECTIVAS

1. Culminar la caracterizacién farmacoloégica preliminar de la 3,7-dimetoxi-
5,6,4'-dihidroxi-flavona, mediante la determinacion de su efecto, a
concentraciones mayores de 106.19 ug/ml, sobre las contracciones del ileén
aislado de cobayo precontraido con Ach y el andlisis de su accion en el modelo
de Utero de rata despolarizado con altas concentraciones de K*,

2. Confirmar, de manera inequivoca, si la relajacion de la musculatura lisa
producida por la sakuranetina, el ent15,16-epoxi-9aH-labda-13(16)14-dien-3p-
8u-diol y la 3,7-dimetoxi-5,6,4'-dihidroxi-flavona invoiucra un bloqueo de los
canales de Ca2* voltaje-dependiente tipo L. Par tal fin, se propone el empleo de
métodos electrofisioldgicos mas especificos, como por ejemplo las técnicas de
patch clamp y voltage clamp. En este sentido, ya se han establecido los
contactos pertinentes con investigadores del Departamento de Neurobiologia
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, con quienes se
realizara un trabajo de colaboracidn para analizar el efecto de los principios
activos de D. viscosa sobre canales ionicos membranales, mediante la técnica
de voltage-clamp en ovocito de Xenopus /aevis.

3. Realizar los estudios correspondientes para la determinacion de la toxicidad
de los principios activos de D. viscosa.

4. Explorar nuevas fuentes naturales de diterpenoides de tipo labdano, con la
finalidad de obtener moléculas novedosas que permitan la realizacion de
estudios de relacidon estructura quimica-actividad biolégica, a fin de encontrar
candidatos potenciales para el desarrolio de nuevos agentes antiespasmaodicos

con posible aplicacion terapéutica.



77

BIBLIOGRAFIA

Abdalla, S. y Zarga, M. A. (1987). Effects of cirsimaritin, a flavone isolated from
Artemisia judaica, on isolated guinea pig ileum. Planta Med. 53, 322-324.

Abdalla, S., Zarga, M. A., Afifi, F., Al-Khalil, 8., Mahasneh, A. y Sabri, S. (1989)
Effects of 3, 3-di-O-methylquercetin on guinea-pig isolated smooth muscle. J.
Pharmacol, 41, 138.

Achterrath-Tuckerman, U., Kunde, R., Flaskamp, E., Isaac, O. y Thiemer, K.
(1980). Investigations on the spasmolytic effect of compounds of chamomile
and kamillosan on the isoleted guinea-pig lleum. Planta Med, 39, 38-50.

Adelstein, R. S. y Eisenberg, E. (1980). Regulation and kinetics of the actin-
myosin-ATP interaction. Annu. Rev. Biochem. 49, 921-956.

Adnot, 8., Desmier, M., Ferry, N. y Hanoune, J. (1982). Forskolin, a powerful
inhibitor of human platelet aggregation. Biochem. FPharmacol 31, 4071.

Aguilar, A. y Camacho, J. R. (1984). La Herbolaria como Recurso Basico.
Estadisticas Nacionales. En: Medicina Tradicional y Herbolaria. Materiales para
su estudjo. Publucacion del IMSS, México, pp 88-92.

Aguilar, A., Camacho, J. R., Chino, 8. Jacquez, P. y Lopez, M. E. (1994).
Informacion etnobotanica. En: Herbario Medicinal del Instituto Mexicano de/
Seguro Social. Publicacion del IMSS, México, pp. 10-12.



78

Anselmi, E., Fayos, G., Blasco, R., Cardenas, M. L., Cortes, D. y D'ocon, M. P.
(1992). Selective inhibition of calcium entry induced by benzylisoquinolines in
smooth muscle. J. Pharm. Pharmacol. 44, 337-343.

Anselmi, E., Gomez-Lobo, M. D., Blasquez, M. A., Zafra-Polo, M. C. y D’'ocon,
M. P. (1994). Influence of the absolute configuration on the vascular effects of
tetrandrina and isotetrandrine in rat aorta. Pharmazia. 49, 440-443.

Antonio, A., Rocha e Silva, M. y Yashuda, Y. (1973). Thé tachyphylactic effect
of barium on intestinal smooth muscle. Arch. int. Pharmacoadyn. 204, 260-267.

Bejar, E., Lozoya, X., Enriquez, R. y Escobar, L. (1984). Comparative effect of
zoapatle (Montanoa tomentosa) products and of verapamil on the in vitro
. uterine contractility of rat. Arch. Invest. Méd. (Méx) 15, 223. ’

Bergendorff, O. y Sterner, O. (1995). Spasmolytic flavonols from Artemisia
abrotanum. Planta Med. 61, 370-371. :

Berliin, B. y Beriin, E. A. (1994). Antropological issues in Medlca! Ethnobotany S

En: Ethnobolany and Research for new drugs. CIBA Foundatlon Symposuumr G
185. John Wiley and Sons, New York. e g

Berridge, M. J. (1988). Inositol lipids and calcium signalling. |
[Biol] 234, 359-378. ST

Boletin de Ia Direccion General de Epidemiologia de la SSA semana 25 (1994) :
Meéxico, pp. 1.



79

Bolton, T. B. (1979). Mechanisms of action of transmitters and other substances
on smooth muscle. Physiol. Rev. 59, 606-718.

Bonner, T. I. (1989). The molecular basis of muscarinic receptor diversity.
Trends Neurosci. 12, 148-151.

" Bowman, W. C. v Rand, M. J. (1984). Farmacologia. Bases bioguimicas y
patologicas. Aplicaciones clinicas. Segunda edicion. Editorial Interamericana,

Meéxico.

Bye, R., Mata, R. y Pimentel, J. (1991). Botany, ethnobotany and chemistry of '
Datura lanosa (Solanaceae) in Mexico. Anales Inst Biol. Univ. Nac. Aulton.
Meéxico, Ser. Bot 61, 21-42.

Caceres, A., Torres, M. F., Ortiz, S,, Fioridalma, C. y Jauregui, E. (1992). Plants
used in Guatemaia for the treatment of gastrointestinal disorders. 1V Vibriocidal
activity of five American plants used to treat infections. J. Ethnopharmacology
39, 73-75.

Calzada, F. (1995). Comunicacién Personal.

Capasso, A., Pinto, A., Mascolo, N., Autore, G. y Franco, F. P. (1988). Effect of
flavonoids on PGE,- and LTD4-induced contractions of the guinea pig isolated

ileum. Pharm. Res. Comm. 20 (Suppl. 1), 201-202.

Capasso, A, Pinto, A., Sorrentino, R. y Capasso, F. (1991a). Inhibitory effects
of quercetin and other flavonoids on ellectrically-induced contractions of guinea
pig isolated ileum. J. Ethnopharmacology 34, 279-281.

ESTA TESIS N8 DBERE
SALE DE La BiBLIOTECA



80

Capasso, A., Pinto, A, Mascolo, N., Autore, G. y Capasso, F. (1991b).
Reduction of agonist-induced contractions of guinea-pig isolated ileum by
flavonoids. Phytother. Res. 5, 85-87.

Chen, K. K., Harris, P. N. y Shulze, H. A. (1940a). The toxicity of lasiocarpine. /.
Pharmac. exp. Ther. 68, 123-129.

Chen, K. K., Harris, P. N. y Rose, C. L. (1940b). The action and toxicity of
platyphylline and seneciphylliine. J. Pharmac. exp. Ther. 68, 130-140.

Cherubini, E. y North, R. A. (1985). p and x opioids inhibit transmitter release by
different mechanisms. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 1860-1863.

Chulig, S., Ivorra, M. D., Lugnier, C., Vila , E., Noguera, M. A. y D'ocon, P.
(1994). Mechanism of the cardiovascular activity of laudanosine: comparison
with papaverine and other benzylisoquinolines. 8r. J. Pharmacol 113, 1377-
1385.

Cordell, G. A, Beecher, C. y Pezzuto, J. M. (1991). Can ethnopharmacology
contribute to the development of a new anticancer drug? J. Ethnopharmacology
32, 117-133.

Cortes, D., Torrero, M. Y., D'ocon, M. P., Cardenas, M. L., Cave, A. y Hadi, A.
H. A. (1990). Norstephalagine et atherospermidine, deux aporphines
d’Artabotrys maingayirelaxantes du muscle lisse. J. Nat. Prod. 53, 503-508.

Coupar, I. M. (1987). Minireview. Opioid action on the intestine: the importance
of the intestinal mucosa. Life Sciences, 41, 917-925,



81

Culvenor, C. C. J,, Dan, A. T. y Dick, A. T. (1962). Alkylation as the mechanism
by which the hepatotoxic pyrrolizidine atkaloids act on cell nucleii. Mature 195,
570-573.

Cumiskey, W. R. y Feigenson, M. E. (1983).Spasmolitic activity of cinnamedrina
and papaverine in isolated rat uterine muscle. Arch. Int. Pharmacodyn. Ther.
263, 113-119.

Darfler, F. J., Mahan, L. C., Koachman, A. M. y Insel, P. A. (1982). Stimulation
by forscolin of intact S49 lymphoma cells involves the nucleotide regulatory
protein of adenylate cyclase. J. Biol. Chem. 257, 11901.

Demesy, F. y Stoclet, J. C. (1975). Papaverine, cyclic AMP and the dependence
of the rat aorta on extracellular calcium. Eur. J. Pharmacol. 31, 185-194.

Den Hertog, A., Pielkenrood, J. y Van Den"?Akke}r, J. (1985). The effect of
forskolin on smooth muscle cells of guinea-p‘ig:'k '_a_iehiya caeci. Eur. J. Pharmacol,
106, 181-184. iR

Dimbi, M., Delaude, C.y Kapundo, M. (1985) Trlterpenmds of Dodonaea
viscosa. Bull. Soc. Chem. Belq. 42, 141-148.

D'ocon, M. P., Blasco, R., Cardenas, M. L., lvdrré, M .. Lépez, S., Villaverde,
C., Castedo, L. y Cortes, D. (1991). Inhxbmo
cularines and isocrasifoline in uterine smooth muscle ‘Eur J. Pharmacol. 196,

183-187.

cium entry induced by

Dominguez, X. A. (1972). Triterpenoids and triacontane from Conyza
filaginoides. Phytochemn. 11, 1855-1856.



82

Dominguez, X. A. (1974). Two pentamethoxylated flavonoids from
Gymnosperma glutinosum. Phytochem. 13, 1626-1628.

Dominguez, X. A. y Franco, R. (1980). Aislamiento de 3, 6, 4'-trimetoxi-5, 7-
dioxiflavona en el Capuliztle (Dodonaea viscosa). Rev. Latinaom. Quim /l. 11,
150-151.

Dreyer, L. D. (1978). Kaempferol methy! ethers from leaves of Dodonaea
viscosa. Rev. Latinoam. Quim. 9, 97-98.

Ennis, C., Haroun, F. y Lattimer, N. (1985). Can the effects of meptazinol on the
guinea pig isolated ileum be explained by inhibition of acetylcholinesterase. J.
Pharm. Pharmacol, 38, 24-27.

Fanning, M. J., Macander, P., Drzewiecki, G. y Middleton, E. (1983). Quercetin
inhibits anaphylactic contraction of guinea pig ileum smooth muscle.
International Archives of Allergy and Applied Immunology 71, 371-373.

Foye, W. O., Lemke, T. L. y Williams, D. A. (1995). Principles of Medicinal
Chemistry. Fourth Edition. Editorial Williams and Wilkins, U. S. A.

Furnes, J. B. y Costa, M. (1982). In: Mediators and drugs in gastrointestinal
motility I. G. Bertaccini, Ed. Springer Verlag, Beriin, pp. 383-460.

Gershon, M. D. (1981). In "Smooth Muscle: an Assessment of Curent
Knowledge'. E. Bulbring et al., eds. E. Arnold, London, pp. 263-284.

Gilman, A. G. (1987). G proteins: transducers of receptor-generated signals.
Annu. Rev. Biochem. 56, 615-649.



83

Gilman, A. G., Rall, T. W, Nies, A. S. y Taylor, P. (1992). Las bases
farmacoldgicas de la terapéutica. Novena edicion, Editorial Medica

Panamericana, México, D. F.

Godfraind, T., Miller, R. y Wibo, M. (1986). Calcium antagonism and calcium
entry blockade. Pharm. Rev. 38, 321-415.

Granger, S. E., Hollingworth, M. y Weston, A, H. (1986). Effects of calcium
antagonists on tension development and calcium influx in rat uterus. Brit. J.
Pharmacol 87, 147-156.

Haga, K., Haga, T., Ichiyama, A., Katada, T., Kurose, H. y Ui, M. (1985).
Functional reconstitution of purified muscarinic receptors and inhibitory guanine
nucleotide regulatory protein. Nature 316, 731-733.

Haga, K., Haga, T. y Ichiyama. (1986). Reconstitution of the muscarinic
acetylcholine receptor. J. Biol. Chern. 261, 10133-10140.

Hagiwara, W. A. y Yoshikami, S. (1981). Calcium channel. Annu. Rev.
Neurosci, 4, 69-125.

Hagos, M., Samuelsson, G., Kenne, L. y Modawi, B. M. (1987). Isolation of
smooth muscle relaxing 1,3-diaryl-propan-2-ol deravatives from Acacia tortilis.
Planta Med. 53, 27-31.

Hamburger, M. y Hostettman, K. (1991). Bioactivity in plants: the link between
phytochemistry and medicine. Phytochemistry 30, 3864-3874,



84

Harris, P. N., Anderson, R. C. y Chen, K. K. (1942a). The action of senecionine,
integerrimine, jacobine, logilobine and spartioidine, specially on the liver. J.
Pharmac. exp. Ther. 75, 69-77.

Harris, P. N., Anderson, R. C. y Chen, K K. (1942b). The action of
monocrotalina and retronecine. J. Pharmac. exp. Ther. 75, 78-82.

Havsteen, B. (1983). Flavonoids, a class of natural products of high
pharmacological potency. Biochem. Pharmacol. 32, 1141-1148.

Heinrich, M. (1992). Indigenous phytotherapy of gastrointestinal disorders in a
low land Mixe community (Oaxaca, Mexico). J. Ethnofarmacology 36, 63-80.

Hernandez-Falcon, J., Taboada, J., Guerrero, C., Campos-Lozada, V.,
Fernandez, D. y Fuentes-Pardo, B. (1991). Relaxant effect of viguiepinol on
smooth muscle in vitro. Proc. West. Pharmacol. Soc. 34, 199-203.

Hofmann, F., Biel, M. y Flockerzi, V. (1994). Molecular basis for Ca2+ channel
diversity, Annu. Rev. Neurosci, 17, 399-418.

Hsu, Y., Chen, Y: P. y Kakisawa, H. (1971). Structure of huatriwaic a"cid.‘
Phytochem. 10, 2813-2814. 7’  o

Hufford, C. D., Funderburk, M. J. y Rabertson, L. W (1975 ;
alkaloids from heartwood of Liliodendron t///plfera L J o
792, -



85

Ivorra, M. D., Chulia, S., Lugnier, C. y D'ocon, P. (1993). Selective action of two
aporphines at oy-adrenoceptores and potencial-operated Ca®* channels. Eur. J.

Pharmacol, 231, 165-174.

* Kamm, K. E. y Stull, J. T. (1985). The function of myosin and myosin light chain
kinase phosphorylation in smooth muscle. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 25,
593-620.

_King, V. F., Garcia, M. L., Himmel, D., Reuben, J. P., Lam, Y. T., Pan, J., Han,
G. y Kaczorowski, G. J. (1988). Interaction of tetrandrine with slowly inactivating
calcium channels. J. Biol. Chem. 263, 2238-2244.

Koneman, E. W., Allen, S. D., Dowell, V. R., Janda, W. M., Sommers, H. M. y
Winn, W. C. (1992). Diagndstico Microbioldgico. Tercera edicion. Editorial
Panamericana, Buenos Aires.

Kruk, Z. L. y Pycock, C. J. (1991) Neurotransmitters and drugs. Third edition.
Editorial Chapman and Hall, U. K.

Kumamoto, J., Scora, W. y Cierx, W. (1985) Terpenes of leaves of Parthenium
tormentosum. J. Agric. Food. Chem. 33, 650-652.

Litusch, Y., Hudson, T. H., Mills, 1., Li, 8. Y. y Fain, J. N. (1982).Forskolin as an
activator of cyclic AMP accumulation and lipolysis in rat adipocytes. Mol
Pharmacol 22, 109.

Londog, W. (1986) Present status and future perspectives of muscarinic
receptor antagonists. Scand. J. Gastroenterol 21, 55-59.



86

Lozoya, X., Aguilar, A. y Camacho, J. R. (1987). Encuesta sobre el uso actual
de plantas en la Medicina Tradicional mexicana. Rev. Méd. IMSS (Méx), Vol.
25, Num. 4, pp. 283-291.

Lozoya, X. (1993) Funcion de las plantas medicinales en la medicina del siglo
XX\ En: La investigacion cientlfica de la herbolaria medicinal mexicana.
Secretaria de Salud. México, pp. 255-270.

Lozoya, X. (1994) Two decades of Mexican ethnobotany and research in plant
drugs. En: Ethnobotany and search for new drugs. Chichester (Ciba Foundation
Symposium 185), pp. 130-152.

Lugnier, C., Bertrand, Y. y Stoclet, J. C. (1972). Cyclic nucleotide
phosphodiesterase inhibition and vascular smooth muscle relaxation. Eur. J.
Pharmacol. 19, 134,

Maldonado, E., Mendoza, G., Cardenas, J. y Ortega, A. (1985). Sesquiterpene
lactones from Parthenium tormentosum. Phytochern. 24, 2981-2985.

Mata, R., Contreras, J. L., Crisanto, D., Pereda-Miranda, R., Castafieda, P. y
del Rio, F. (1991). Chemical studies on Mexican plants used in traditional
medicine. XVIl. New secundary metabolites from Dodonaea viscosa. J. of
Natural Products 54, 913-917.

Mata, R. (1993). Chemical studies and biological aspects of some Mexican
plants used in traditional medicine. En: Phytochemical Potencial of Tropical
Plants. Recent Advances in Phytochemistry. Vol. 27, Plenum Press, New York,
pp. 41-64.



87

Mattocks, A. R. (1988). Chemistry and toxicology of pyrrolizidine alkaloids.
Assosiated Press, New York, pp. 191-249.

McKenzie, J. S. (1958). Some pharmacological properties of pirrolizidine
alkaloids and their relationship to chemical structure. Aust J. exp. Biol. med.
Sci. 36, 11-21. -

Mikayado, M., Ohno, N., Yoshioka, H., Mabry, T. y Whiffin, T. (1974).
Gymnospermin. New labdantriol from Gymnosperma glutinosum. Phytac#hékn.
13, 189-190. e

Morales, M. A. y Lozoya, X. (1994). Calcium-antagonist effects of dter@:étin on
aortic smooth muscle. Planta Med 60, 313-317. B

Morales, M. A., Tortoriello, J., Meckes, M., Paz, D. y Lozoya, X. (1994).
Calcium-antagonist effect of quercetin and its relation with the spasmolytic
properties of Psidium guajalval. Arch. Med. Res. 25, 17-21.

Nair, A. G. y Subramanian, S. S. (1975). Isorhamnetin and quercetin glycosides
from Dodonaea viscosa and Sapindus emarginatus. Indian. J. Chemn. 13, 639-
640,

Nasiri, A., Holt, A. y Bjork, L. (1892). Effects of sesquiterpene capsidiol on
isolated guinea-pig ileum and trachea, and on prostaglandin Synthesis /n vitro.
Planta Med. 59, 203-206.

Nishizuka, Y. (1986). Studies and perspectives of protein kinase C. Science
233, 305-312.



|

,®

North, R. A. y Williams, J. T. (1985). On the potassium conductance increased
by opioids in rat locus coeruleus neurines. J/. Physiol. 364, 265-280.

Ortiz de Urbina, A. V., Martin, M. L., Fernandez, B., San Roman, L. y Cubilio, L.
(1994). In Vitro antispasmodic activity of peracetylated penstemonoside,
Aucubin and catalpol. Planta Med, 60, 512-515,

Pasternak, G. W. (1988). Multiple morphine and enkephalin receptors qnd the
relief of pain. J. A. M. A. 259, 1362-1367. \

Patnaik, G. K. y Dhawan, B. N. (1982). Evaluation of spasmolytic actiLlity of
clausmarin-A. A new coumarin from Clausena pentaphylla (roxb.)dc. J.
Ethnopharmacology 6, 127-137. : |

Pauling, P. J. y Petcher, T. J. (1970). Interaction of Atropine with the Muscarinic
Receptor. Nature 228, 673-674. |

Pomeroy, A. R. y Raper, C. (1971). Pyrrolizidine alkaloids: action“s on
muscarinic receptors in the guinea-pig ileum. Br. J. Pharmac. 41, 683-690.:

Ponce-Monter, H., Campos-Lara, G., Pedrén, N., De la Torre, L., Villanueva,
T..Gallegos, A., Romo de Vivar, A, Azpeitia, E. y Pérez, A (1988). The
zoapatie XV. Activity of 16a-hydroxy-ent-kauran-19-oic acid isolated from
Montanoa Hibiscifolia, and its methyl ester on rat and guinea pig uterus. J.

Ethnopharmacology. 24, 127-134.

Rauwald, H. W., Odenthal, K. P. y Brehm, O. (1994). Screening of r\wine

vasoactive medicinal plants for their possible calcium antagonistic activity.



89

Strategy of selection and isolation for the active principles of Olea europaea
and Peucedanum ostruthium. Phytother. Res. 18, 135-140.

Reinhardt, D., Roggenbach, W., Schmidt, U. y Schumann, H. J. (1977). Effects
of papaverine on the frecuency-force relationship in guinea-pig left atria. £ur. J.
Pharmacol. 41, 123-126.

Rios, J. L., Recio, M. C. y Villar, A. (1988). Screening methods for natural
products with antimicrobial activity: a review of the literature. J. of Ethnopharm.
23, 127-149.

Rios, E., Pizarro, G. y Stefani, E. (1992). Charge movement and the nature of
signal transduction in skeletal muscie excitation-contraction coupling. Annu.
Rev. Physiol. 54, 109-133. '

Rodriguez, E., Carman, N. y Chavez, P. (1972). Quercetagenin 3,3'-dimethyl
- ether, a new flavonoid from Parthenium tormentosum. Phytochem. 11, 1507-
1508.

Sachdev, L. y Kulshreshtha, D. K. (1982). Aliarin, a new flavonoid from
Dodonaea viscosa. Indian. J. Chem. 21B, 798-799.

Sachdev, L. y-Kulshreshtha, D. K. (1983). FIavonouds from Dodonaea V/scosa
Phytochem. 25, 1253-1256. ! : :

Sachdev, L. y Kulshreshtha, D. K. (1986). Viscoso! a C-3' prenylated flavonoid
from Dodonaea viscosa. Phytochem. 25, 1967-1969.



90

Samuelsson, G. (1991). Assays for Pharmacological Activity: Non-Specific
Assays. In. Methods in plants biochemistry. Vol. 6, Academic Press, Great
Yarmouth, Norfolk, pp. 261-280.

Sastry, K. N. S. y Nayudamma, Y. (1966). Leucicyanidin from Dodonaea
viscosa bark. Leather Sciences 13, 174-176.

Schneider, J. A., Brooker, G. y Sperelakis, N. (1975). Papaverine blockade of
an inward Ca2* current in guinea-pig heart. J, Mol. Cell. Cardiol. 7, 867-871.

Schoental, R. (1957). Hepatotoxic action of pyrrolizidine (senecio) alkaloids in
relation to their structure. Nature 179, 361-363.

Triggle, D. J., Langs, D. A. y Janis, R.,A._“(719_38.9);;Ca‘-qhannels ligands:
structure-function relationship of the 1,4-dihydfo§yf§d_i’hé$; Med. Res. Rev. 9,
123-180. R

Triner, L., Vulliemoz, Y., Schwartz, I. y Nahas, G. G. (1970). Cyclic
phosphodiesterase activity and the action of papaverine. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 40, 64.

Tsien, R. W., Ellinor, P. T. y Horne, W. A. (1991). Molecular diversity of
voltage-dependent Ca2* channels. 7rends Pharmacol. Sci. 12, 349-354.

Tyler, V. E. (1988). Pharmacognosy. Octava edicion. Editorial Lea and Febiger,
U S A

Van Den Broucke, C. O. y Lemli, J. A, (1982). Antispasmodic activity of
Origanum compactum. Planta Med. 45, 188-190.



91

Van Puyvelde, L., Lefebvre, R., Mugabo, P., Kimpe, N. D. y Schamp, N. (1987).
Active participles of Tefradenia riparia, Il. Antispasmodic activity of 8(14), 15-
Sandaracopimaradiene-7c, 18 diol. Plania Med. 53, 156-158.

Varagic, V. M., Milovanovic, S. R. y Srkalovic, G. (1984). The effect of calcium-
channel-blocking agents on the various types of smooth muscle. Activation of
the isolated rat uterus. Arch. int. Pharmacodyn. 270, 79-87.

Viietinck, A. J. y Vanden Berghe, D. A. (1991). Can ethnopharmacology
contribute to development of antiviral drugs? J. Ethnopharmacology 32, 141-
153.

Wagner, H., Jurcic, K. y Deininger, R. (1979). Antispasmodic activity of
eugenol-esters and ethers. Planta Med. 37, 8-14. ° '

Wagner, H. y Jurcic, K. (1979). On the spasmolitic activity of Valeriana extracts.
Planta Med, 37, 84-95,

Wagner, H., Ludwin, C., Grotjahn, L. y Khan, M. S. Y. (1987). Biologically active
saponins from Dodonaea viscosa. Phytochemn. 26, 697-701.

Yang, M. S, Wu, T. S. y Wang, C. H. (1987). Citracridone-l. a new
antispasmodic from Root Barks of Citrus depressa. Planta Med. 53, 143-147.

Zukin, R. 8. y Z2ukin, S. R. (1981). Multiple opiate receptors: emerging -
concepts. Life Sci. 29, 2681-2690. : ’



EDITORS IN CHIEF
N.R. Farnsworth, Ph.D.
Chicago, (US.A)

. Wagner, PhD
Munich (Germany)

H.D.Reuter, Ph.D.
Cologne (Germany)

G.V. Satyavati, Ph.D,
New Delhi (India).

V.Schulz,MD.
Berlin (Germany) ..
C.PSiegers,M.D.

E.G.Hahn,M.D,
(University grla‘r)\égen)

H.P.T.Ammon, Ph.D,,M.D.
Tubingen (Germzny)

13}, T. Hicks L FAC
Arhngwn. VA (U S.A.)

Host.emnann Ph.D.
Lausanne (Switzeriand)

M. F. Balandrin, Ph.D.
SalcLake Clty UT (U.S

R Baver, PhD; ™ -M.lwu,PhD. Libeck (Germany)
Diisseldorf| (Germ:ny) ; ’ Nsukka(ngena) . Z-Y.Song,Ph.D.
AS. Bingel,Ph.D: D. Kanfanapothi, Ph.D. Befjing (China) +-1,
Chicago, IL(US.A) . AChzangMal (Thalland) PTao.MD.
L Bohlin, Ph.D. J.Kleijnen,M.D.,Ph.D. Bei]in'g(Chlna)
Uppsala (Sweden) Amsterdam (Netheriands) M. Tempesa, Ph.D.
) Dengle T,W ,wmin ChiKoriing MD." ~ * 4" ** SouthSanFrandisco,CA
~ - +Munich (Germany) {USA.
st s ML AL Lacallle-Dubois, Ph.D. K M, D PRD. -
P Devlin, Ph.D. - ' epaawa.
JNewM:llf';rPdhCT (U S .A.) qun (France) -+ = Toyama (japan) -
: D.McKenna, Ph.D, EF Vinclerd,Ph.D.
mﬁ;(rgeh nﬂfy)%“ﬁ"-f s ¥ P Minneapolis, MN (US.A) Fiorence (Italy) *
. svr, . D.D.McPherson,M.D,, Ph.D, A Viietinek, Ph. D,
EainbesN Ky, Ph.D:l' " Phoenix AZ(USA) Antwerpen (Belgium)
orto *"‘B‘.“;"” W.H.Marks,M.D, Ph.D. H.G. Vogel,MD. PhD.

E.Ernst,M.D. ”’““Samle WA (U.S.A)
(Cemofé:anmwm_smns) D, Melchart,MD.,

", Hofheim (Germany) _

, =+ H. Watanabe, Ph.D. /;
e 4 Toyama (Japan)

H.-j.Gabius.PtLD 23 m
Munich (Germany

- . B Goldman-M.Dn

Boston, MA (US.A)

P. Xiao, Ph.D,
Beijing (China) ,,__
H.Yamada, PhD. '--
Tokyo (Japan) .




Phyromedicine Vol. 2 (1}, pp. 51-55, 1995
© 1995 by Gustav Fischer Verlag, Stuttgart « Jena « New York

Spasmolytic Potential of Some Plants Used in Mexican
Traditional Medicine for the Treatment of Gastrointestinal

Disorders*

A. ROJAS™Z, 8. CRUZ3, V. RAUCH*, R. BYES, E. LINARES5 R. MATAT

! Facultad de Quimica, Universidad Naclonal Autd de Méxi Coyoacan 04510 Mex:co D. F., E
México e

2 Facultad de Quimica, Umvers:dad Autonoma de Querétaro, Centro Umversltano 76010 Quereraro, :
México - g
3 Depar > de Far logia, Scccton de Terapéutica Expcnmcmal CINVESTA\’ lPN 14000 Mexrco

D. F., México

* Facultad de I ierfa, Un
Meéxico : :

3 Jardin Botanico, lnsmum de B:ologna Umversndad Nacion
MéxicoD. F, Mcxlco g EE

Auténoma de Mcx:co.:Coypaéan 045 IO,

Summary

'I'he present mvesnganon descnbes the ef

ceae), Dodonaea viscosa Jacq (Sapl
ceae), Parthemum tomenrosum D

c), Potermlla )
ceac), Zorma i

support the ethnomedlca
al medicine. Additionally,

most of these species have not yer been.
pharmacologlcal ora phvtochem al p

: memosum DC. var stmmomum {Greene
“ceae), Potentilla thurberi A, Gray (Rosaceac), Pteroganum
: atrombcns (Englem } H Gross (Pol\'gonaccac), Za(maA ve-
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nosa Mohlenbr. (Fabaceae) and Datiera lanosa Barclay ex
Bye (Solanaceae).

Studies concerning the chemical composition of some of :
these species have been previously: descnbed however, nej-~
ther the plant extracts:nor “their ‘constituents’ have'been”

studied pharmacologic lly Phyzochcmncal mvesnganons “of
D. viscosa have allo ed the iso

Mata er al,, 199]), som
Sachdev and Kulshres

vealed the presence i
including several gua
(Maldonado et al,

Lanosa was found X
cluding scopolamine 2
spasmodic agents (Bye et al.;” 1991)

The present study was undertaken in order to con irm t|
spasmolytic action suggested by the traditional use of the se-
lected species by investigating the effect of their methar
extracts on spontaneous contractions of the lsolated rat ile

um. In addition, the potential antimicrobial activiry of ‘the -
extracts against pathogenic enterobacteria was investigated.:’

Materials and Methods

Plant material

The plant materials used in the present study were collect-

ed in different parts of Mexico: Conyza filaginoides from:
Juchitepec, State of Mexico; Dodonaea viscosa from Oaxa-
ca; Gymnosperma glutinosum from Sana Catarina State of

Mexico; Croton fragilis, Datura lanosa, Parthenium lome
tosum var. stramonium, Potentilla thurberi; Pterogonum
rorubens and Zomia venosa from Chrhuahua “Althenti
ed Voucher specimens (Bye and Lmares '17983, Cisneros
368, Bye and Linares 17985, Bye 18019, Bye{ 5622 Bye
18014, Bye 18057, Bye 18037 and Bye 18069, respecuvely}
are deposited in the Ethnobotanical . Collecnon of ‘the-Na-
tional Herbarium (MEXU) located in the Botanical Garden
of the Institue of Biology, UN.A.M.; Mexico City

Extraction

Pharmacological and mlcrobro]oglcal studies were: per-

formed with extracts of the dried plants prepared as fol-

lows: 20g of the finely ground dned plant marenal were

‘centration at which 50 % of thc max:murn mhlbmon of |I )

Soxhlet extracted with 100ml of methanol ac 70°C or
100 ml. of chloroform at 50°C for 6 hours. The extracts
were evaporated under vacuum to a thick residue which

- were ‘stored at room temperature for later use.

" For bioassays, all extracts were dissolved in dimethylsu-

‘fo)ude The final concentration of the solvent in the lsolar-
by ed organ bath chamber was 0.2 % v/v. -

isolated rat ileum test

Sprague-Dawley male rats (200- 250g) were krlled by o

" cervical dislocation. After discarding the 10 cm’ nearest the.

ileocaecal junction, the terminal ileum was’ removed and

- placed in a Krebs-Henseleir solution (at 37°C and pH 7.4)" -
“of . the following composition (mM):: NaHCO,ZO NaCl ST
;. 119, KCI 4.6, KH;POJ.Z MgS0,1.2, ‘CaCl,1.5. and ‘gl

mal content ‘was rcmoved
it solunon and the s mcsent

Followmg the ‘stabilizatio P od a lOmm control peri-
was recorded. ‘Afierward, each’ methanolic plant extract -
was added to the bath chamber in'a volume of 20 ul at dif-

E fercnt non-cumulative concentrations (only one concentra-

~ tion was used for each ileum segment) The concentrations _
“used were from 0.5 to 5000 ug/ml. When' requxred inter-

- mediate doses were tested. The methanol extract of D. La-

nosa (from 0.5 to 500 pg/ml) was used asa posmvc control
Jdueroits high content of scopolamme and atropine.

. rcsponscs were recorded durmg 10 min

Pharmacolog:cal data analys
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eum spontaneous contraction was achieved; ¥ (gamma) is a
number expressing the sigmoidity or the concentration-ef-
fect relationship. When ¥ is less than 1, the curve flattens;
when it is greater than 1, the curve becomes steeper

(Schwinghammer and Kroboth, 1988). Parameters derived

from this adjustment were compared by.means:of: their

95 % confidence intervals. The initial values for nonlinear =
adjustment were obtained after the logit transformatlon of :

experimental data. .

Screening for antimicrobial activity

The enteropathogenic bacteria used in the present study
were isolated from human clinical samples. They include:
Aeraomonas hydropbila, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flex-
neri, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Vibrio para-

hemolyticus and Yersinia enmterocolitica. All microorgan- -

isms are deposited in the stock culture of the Faculry of
Chemistry, University of Querétaro.
The methanol and the chloroform extracts were ¢

alu

ed for qualitative antimicrobial activity using the a agar plate i

diffusion assay (Hufford et al., 1975; RIOS et al

on the inoculated media and the plates were then i
at 37°C for 24 h. Appropriate antibiotics: were
positive controls, depending on the susceptxbxlm'
bacteria (gentamicin: P. mirabilis, S. flexneri and
colmca, sulphamexhoxazole A hydrophlla, amplcx mV

amlkacm S. typhl, cephalothln S. atireus and tetracvchn
\’ cholerae and V. parabemolyncus) ln all’ the “cases, the

100 ¢ o

Fig.1. Concentration- responsc curve
for the methanolic extracts of Conyza fi-
_Izgmondes, Croron’ fragilis,” Dodonaea
viscosa, Gymnosperma glutinosum; Par->"
henium tomentosum, Potentilla :hurb

Determination of minimum inhibitory concentration
(MIC} was accomplished by the serial dilution technique
(Huffort et al., 1975). For the quantitative antimicrobial
assays, each extract was" dissolved in-MeOH-H,0 1:1
(20 mg/ml), 0.5ml of this  solution was_then added .to
4.5 ml of ‘nutrient broth!” Doubling” serial’ ‘dilutions’ were
epncally ‘prepared from: this broth with? concemanons
ranging ‘from 2000- 4pg/ml Each dxlutlon was ‘inoculated

(27 with ‘10 ul of bacteria toa final concentration of 10%/ml.
. After overnight incubation the MIC’ wasrde’xermmed’

‘Results
I inal smooth le rel.

activity

The methanol extracts of all the species tested showed a
concentration-dependent inhibition of the tone and ampli-..

tude of spontaneous contractions on the rat ileum, Fig. 1.,

shows the concentration-response curves for the nine ex-:.

.- tracts,

It is worth noting that all the extracts dlsplaycd a snmllar_ :

“efficacy in inhibiting spontaneous activity. No statistically.

significant differences in the 95% confidence. mtervalsA

* were observed beween the Emax of the.extracts. The main - ©
‘difference berween the groups was related to their.inhibito-
-y potency (see Table 1). D. viscosa showed the hxghest po-ii

tency compared with the extract of D Ianosa (positive’ con-f

Antibacterial activi

i, Prerogorum atrorubens. Zornia veno ;
and Datura lanosa on the spontane:
ontraction of isolated rat ileum,” "

‘log “concentrotion (ug/ml)
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al activity against S. flexneri, S. aureus, V. cholerae, V. par-
ahemolyticus and Y. enterocolitica with MICs of 625, 858,
950, 875 and 1961 ug/ml respecnvely i

Discussion

The results obtained in the present investigation indicate

that the methanol extacts of thenine plants evaluated have .
spasmolytic activities to varying degrees on the isolared rat -
ileum preparation. The demonstrated activity may account" ;

for the use of these species as antispasmodic agents in mex-
ican traditional medicine.

As previously mentioned, the potency of the extracts was

calculated by comparing their relaxant effects with that of
the methanol extract of D. lanosa, which contains the spas-

molyrtic alkaloids atropine and scopolamine. Both com-
pounds possess anticholinergic activity. The most active ex- . -
tract was that of D. viscosa, which exhibited almost the.
same potency as D. lanosa. The methanol extracts of G. -
glutinosum, P. thurberi, Z. venosa and C. filaginoides, dis-
played antispasmodic activities corresponding ta 32 %,
31%, 23 % and 22 % of the positive control, respectively.:
The less active extracts were those of P. tomentosum and C..;
fragilis, while the extract of P. atrorubens produced only
moderate relaxation of the spontaneous contractions of the i

rat ileum.
It has been reported that some ﬂavononds produce inhibi-
non of induced or spontaneous contracnons of gumea pig

d rat jleum i

of D. viscosa and G. glutinosum Since the spontancous
movements of the intestine are Ca?' dependent, it is prob-
“able that: the: inhibitory effect” induced: by. the extracts' of
" these species, might be due to interference with Caz‘ influx
and/or Ca? rclcase from an intracellular store, as has been
'suggested to interprete the mhnbuor cffects of soine ﬂavo-

antibiotic potency obtained for the active extracts tend to
- be low compared with thar of the positive controls.
*The most remarkable activity was that produced by the
chloroform extact of C. filaginoides and the methanol ex-
tracts of G. glutinosum and Z. venosa against S. aureus,
‘with. minimal inhibitory concentrations less than
400 ptg/ml. On the other hand, the methanol extract of D.
" lanosa showed the widest spectrum of activity; the extract
significantly inhibited the bacterial growth of S. flexneri, S.
is'* aureus, V. cholerae, V. parabemolyticus and Y. enterocoliti-
ca with minimal inhibitory concentrations ranging from
600 to 1200 pg/ml.

4 1

d by the | extracts of the plants

Extract Y Potency i 7
D, lanosa : 1.89=0.46 i |
(81, 84—95 12
C. filaginoides ! 109.55 *6.75 0.5320.06 0 22
IIiT(95-123) (13.87-73.87) X
C. fragilis 194,752 7.68 146.53 = 24.83:> . 000.5720.000 27 s 0 06,
‘ S (79.65110:1) :
G. glutinosum 70 93.2923.76 4 ’ 4 : 0.91=0.17 0.32
5/(85.77-100.8) (23:3-4215)° TR T -
D. viscasa 5 90,58 8917 - 111915318 12720550 0.81
i..{72.8-108.4} {5.55-18.27} e
P, tomentosum 7 95.8154.04 ©145 222,93

(87.73-103.9)
1034529

P. thurberi . L
(92.82-113.9) ..

P. atrorubens .88.65=3.58 '57.80=14,92
(81.49-95.81)" S (27.9-87.64)
Z., venosa 102.75+5.34 ;

(92.07-1134):

(99.14-150.9)
30.58514.98 1
~{0.62-60.54)

Values are mcans:S Esn=61{95% confld:ncc mtcrvals)
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Table 2. Annmncroblal acuvny of the mcthanol and Ih hloroform
extacts of the plants against tested microorganisms. 3

Microorganism Extract

Shigella flexneri D. lanosa {methanol)
P thurberi {chloroform
P.thurbei (methanol)
Sulphamethoxazole ®,
Staphylococcus C. filaginoides (chloroform
aureus C. fragilis (chloroform)
D: lanosa (methanol)

G. glutinosum (methanol

P. atrorubens (merhanol)

2, venosa (methanol)

Ampicillin®

Vibrio cholerae " D. lanosa (met| anol)
P. thurberi (methanol)

P atrombens ‘{methanol)

.\ viscosa bar Leathcr Scxtn ;
‘Schwmghammer, T. L. Kroboth

Wagner, H., Ludwug,
Iy active  saj
697270151987,

Vibrio + ‘D lanosa (methanol)
parabemolyticus . - ;- Tetracycline 7!

Yersinia - . Cfilaginoides (chioroform)
. enterocolitica . C. fragilis (chloraform)
: R D. lanosa (methanol) :
Gentamicin *,

-Auténoma de Mexlco, Covoacnn 04510 \Acxlco D E, "

* Positive control - : Mexlco S
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