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Resumen

Como parte de un estudio sistematico de la interaccién entre plantas
medicinales y farmacos. en el presente trabajo de tesis se describe, mediante un
analisis isobolografico, la interaccion entre el extracto acuoso de Temstroemia
pringlei Standl, mejor conocida como flor de tila, y farmacos con actividad
depresora sobre el Sistema Nervioso Central (diacepam, difenhidramina, etanol,
buspirona, haloperidol y pentobartbital) y con el extracto hidroalcohédlico de
Valeriana edulis ssp procera. Con el propésito de conocer cuales son los efectos
potenciales al administrar simultdneamente dichas sustancias.

Como primer paso se determind la DEsp a través de la construcciéon de las
curvas dosis respuesta individual de cada farmaco y del extracto de las plantas, se
realizd el calculo tedrico de las dosis aditivas de las combinaciones planta-
farmaco. En seguida se determiné la DEsp de las combinaciones planta-farmaco
en una proporcion fija 1:1. Lo anterior se llevo a cabo en un modelo de exploracion
en ratones macho ICR.

Los resultados se analizaron estadisticamente a través de un analisis
isobolografico recomendado por Tallarida (2000), considerando diferencias
significativas para una p < 0.05, con el propésito de conocer el tipo de interaccién

entre el extracto acuoso de T. pringlei y los farmacos depresores del SNC.
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En general todos los farmacos y extractos de prueba mostraron actividad
depresora del SNC, con efecto dependiente de la dosis. El haloperidol fue el
compuesto mas activo, seguido de buspirona, diacepam, pentobarbital,
difenhidramina, Temstroemia pringlei, Valeriana edulis y etanol. Las interacciones
entre buspirona + flor de tila y diacepam + flor de tila indican una interaccion
aditiva en la combinacion evaluada, en contraste en la administracion simultanea
de flor de tila + difenhidramina, flor de tila + haloperidol y flor de tila + pentobarbital
presentaron un efecto sinergista en las combinaciones de dosis evaluadas. En la
combinacion flor de tila + valeriana existe una interaccion sinergista entre estos
dos extractos. Para la combinacién de flor de tila + etanol se presentdé una
atenuacion del efecto.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion sustentan que
el extracto acuoso de T. pringlei en estudio presenta actividad depresora sobre el
SNC, justificando el uso tradicional de ésta como agente auxiliar para inducir el
suefio, como tranquilizante y como ansiolitico. Ademas el efecto sinergista,
demostrado a través del andlisis isobolografico, con difenhidramina, haloperidol,
pentobarbital y valeriana, sugiere que deben tomarse precauciones al administrar
simultaneamente la flor de tila con esos farmacos ya que pudiesen presentarse
efectos toxicos de consideracion. Las mismas precauciones se deben considerar
en la administracion simultanea con el extracto de valeriana. En contraste, el
efecto aditivo observado con diacepam y buspirona, indican que de manera

predecible se pueden disminuir las dosis de estos farmacos y aumentar la dosis de
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flor de tila para alcanzar el mismo efecto sedante pero con una disminucion de los
efectos secundarios de diacepam y buspirona. Finalmente este es el primer
estudio de la interaccion entre farmacos depresores del sistema nervioso central y

una planta medicinal mexicana.

iii
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INTRODUCCION

El desarrollo cientifico y tecnolégico ha proporcionado un gran numero de
satisfactores que nos permite tener una vida mas cémoda y saludable. Los
avances médicos, han logrado ampliar la esperanza de vida en cerca de 40 afos;
en la década de los 20’s, el promedio de vida apenas alcanzaba los 30 afios,
mientras que hoy en dia la cifra es en promedio, de 70 afios (OMS, 2000). Para el
caso de México la esperanza de vida es de 73.7 para hombres y 78.2 para
mujeres (INEGI, 2003).

Al mismo tiempo, este desarrollo ha promovido un crecimiento acelerado que
ha agravado ciertos problemas de salud, como el estrés, la ansiedad, la depresion
y el insomnio, todos estos padecimientos relacionados con el sistema nervioso.
Por esta razon es que al hablar de medicamentos, por ejemplo las
benzodiacepinas se encuentran como uno de los productos farmaceuticos mas
consumidos en el mundo industrializado (Roth, 1990).

En este mismo sentido, la sintesis de nuevos compuestos con actividad
neurofarmacolégica, ha incorporado importantes sustancias a la terapéutica de
trastornos neuropsiquiatricos; la fluoxetina, la buspirona y el zolpidem, son algunos
ejemplos. En cambio, todas estas sustancias presentan ciertos inconvenientes
debido a sus efectos colaterales.

Desde tiempos remotos, el hombre ha buscado en el mundo vegetal su
alimento y cura. En el pasado las plantas fueron utilizadas “enteras” y sobre la

base de un conocimiento empirico. Posteriormente, el estudio de las plantas se
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caracterizd por la identificacion botanica de las especies consideradas como
medicinales. A partir de entonces se ha puesto atencion en la identificacion,
caracterizacion y andlisis de los principios activos que expliquen las propiedaces
de las plantas. En los ultimos afnos, las plantas medicinales son utilizadas para la
preparacion de tinturas y extractos, o particularmente como materia prima para
obtener principios activos puros. Los productos elaborados con plantas
medicinales ofrecen resultados satisfactorios solamente cuando son quimica y
farmacolégicamente dosificables, lo que indica la necesidad de estudios
farmacologicos (Pesce, 1992).

Sin embargo, no todo esta hecho y menos en un pais con tanta riqueza de flora
medicinal como el nuestro. En este sentido son muchas las especies vegetales a
las que se les atribuye actividad neurofarmacoldgica que faltan por estudiar. Entre
ellas se encuentra Temstroemia pringlei Standl., mejor conocida como flor de tila.

La flor de tila tiene usos medicinales diversos que han sido difundidos a través
de todo el pais; enire ellos estan el tratamiento de enfermedades cardiovasculares
y hematologicas, asi como el tratamiento de padecimientos psiquiatricos como la
ansiedad y el insomnio (Frei et al., 1998).

Por lo contrario, a pesar de que la flor de tila es una planta ampliamente
utilizada para el tratamiento de la ansiedad, no existe ningin reporte cientifico o
estudio sistematico sobre su actividad neurofarmacolégica. De ahi la importancia
de realizar un estudio preliminar sobre su actividad que pueda proporcionar las

bases que sustenten su uso tradicional.
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Son muchos los aspectos que se desconocen en general de las especies de
Ternstroemia. Uno de estos aspectos es que si bien puede esperarse, de una
manera logica, que exista interaccién con otros farmacos que tienen accion sobre
el sistema nervioso central, no existe un estudio que de manera clara sefale la
existencia o no de tal interaccion y menos aun el tipo de interaccion que se
pudiese presentar. En los ultimos afos el estudio de la interaccion entre dos
sustancias activas se ha realizado utilizando el analisis isobolografico, que ofrece
una evaluacion rigurosa de la interaccion entre dos sustancias activas, para definir
una simple adicion de los efectos individuales, una atenuacién o un sinergismo
entre ellas. La aplicacion de esta metodologia se ha dado tanto en estudios en
animales de laboratorio como en estudios clinicos. Lo anterior puede proporcionar
las bases experimentales de las interacciones que pudiesen presentarse en
aquellos pacientes que utilicen concomitantemente flor de tila y otro farmaco con

accion depresora del sistema nervioso central.
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I. MARCO TEORICO

A continuacién se describiran algunos aspectos generales de los farmacos
utilizados en este estudio que tienen efecto sobre el sistema nervioso central

(SNC).

A. FARMACOS CON ACTIVIDAD SOBRE EL SNC UTILIZADOS EN LA

INTERACCION

1. Buspirona

La buspirona alivia la ansiedad sin casos marcados de efectos sedantes y
euforicos. La buspirona no interactia directamente con el sistema GABA/ergico y
ejerce su efecto ansiolitico por accién como un agonista parcial de los receptores
5HT;A cerebrales. Los efectos ansioliticos de la buspirona pueden llevar mas de
una semana para establecerse, haciendo estos farmacos adecuados
principalmente para generalizar los estados de ansiedad. La buspirona causa
menores dafnos psicomotores que el diacepam y no afecta la habilidad de instinto,
no potencia los efectos depresores del SNC de sedantes-hipnéticos
convencionales como el etanol o antidepresivos triciclicos y pacientes geriatricos

no parecen ser mas sensibles a estas acciones (Trevor y Way, 2001).
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2. Diacepam
El diacepam tiene afinidad por los receptores GABAs/canal de cloro presentes
en la membrana neuronal en ei SNC. Para el diacepam son bien conocidos sus

efectos sedantes y ansioliticos (Trevor y Way, 2001).

3. Difenhidramina

La difenhidramina es un antagonista histaminico H; de la primera generacion.
La difenhidramina presenta una alta sedacion marcada. A dosis ordinarias,
ocasionalmente en nifios (raro en adultos) manifiesta mayor excitacion mas que
sedacion. A niveles muy altos de dosis téxica, presenta estimulacién, agitacion y

constantes convulsiones que pueden preceder al coma (Trevor y Way, 2001).

4. Etanol

El SNC esta marcadamente afectado por el consumo constante de etanol. El
alcohol es un depresor del SNC que causa sedacidon y alivia la ansiedad, a
concentraciones altas en sangre provoca intoxicacién o embriaguez y puede

producir coma, depresion respiratoria y hasta la muerte (Trevor y Way, 2001).
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5. Haloperidol

El antagonista dopaminérgico D,, haloperidol, actia sobre el receptor
GABAJ/canal cloro (Trevor y Way, 2001), es un prototipo antipsicético. En extensos
trabajos de experiencias clinicas con pacientes esquizofrénicos, el haloperidol esta
indicado como primera linea de tratamiento de los sintomas. Como todos los
neurolépticos, el haloperidol después de una sobredosis, produce un efecto
limitado sobre los sintomas negativos de esquizofrenia, tales como apatia,
carencia de instinto, abstinencia social y depresion (Megens et al., 1992). La
administracion de haloperidol en animales de experimentacion comunmente
resulta en catalepsia, un fenomeno definido como el largo periodo de

mantenimiento de un animal en una postura anormal (Bethany et al., 1993).

6. Pentobarbital

El pentobarbital es un antagonista de los receptores GABA,, produce altos
grados de depresion del SNC, con accion de una leve sedacion a una anestesia
general. Las propiedades ansioliticas del pentobarbital no son equivalentes a las
ejercidas por las benzodiacepinas, especialmente con respecto al grado de
sedacion que estas producen. El pentobarbital tiene efectos euféricos mayores

que las benzodiacepinas (Charney et al., 2001).
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También se ha recurrido a utilizar sustancias de origen natural como
ansioliticos, tal es el caso de los fitofarmacos.

Los fitofarmacos son medicamentos cuya sustancia activa esta contenida en el
extracto de una determinada planta, a diferencia de un farmaco quimico que
proviene de una molécula quimicamente sintetizada, aislada o identificada.

La medicina herbolaria forma parte de una terapéutica farmacolégica racional,
dentro de la medicina cientifica, su eficacia y tolerancia se someten a ensayos
clinicos controlados. En general, los fitofarmacos no son medicamentos para
tratamiento agudo o de urgencia. De ahi que su utilidad en los servicios de
hospitalizacion sea limitada. De manera adicional, la fitoretapia también ha
encontrado remedios eficaces para el tratamiento de la ansiedad; plantas como la
valeriana, pasiflora y el kava-kava, son algunos ejemplos importantes de plantas
para este tipo de padecimiento. La razén por la que la gente busca tratamientos no
convencionales es simple: “desean sentirse mejor” sin tomar productos quimicos
con posibles efectos secundarios.

A continuacion se presenta una resefna acerca de las plantas con actividad
neurofarmacolégica mas relevantes, misma que incluye aspectos botanicos,

quimicos y farmacoldgicos.
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B. PLANTAS CON ACTIVIDAD NEUROFARMACOLOGICA

A continuacién se presenta una resefia acerca de las plantas con actividad

neurofarmacologica mas relevantes.

1. Almizcle

Almizcle se refiere a Moschus moschiferus L., miembro de la familia
Moschidae. Se utiliza como un componente en fragancias y como fijador en
perfumes (Lawrence, 1993). El almizcle tiene actividad antiinflamatoria y
antihistaminica, asi como también presenta actividad espasmadica, depresion del

SNC, estimulante y actividad antibacteriana (Leung, 1980).

2. Amapola de california

Nombre cientifico Eschscholzia californica Cham. Es una planta herbacea
anual que alcanza los 40-50 cm de altura, originaria de California (Lawrence,
1990). Se utiliza como tranquilizante menor, para combatir el insomnio en ninos y
ancianos, para lo cual se utilizan las flores en infusion acuosa. Los principios
activos fundamentales son alcaloides isoquinoleinicos diversos, heterdsidos
cianogenéticos, flavonoides y carotenoides. Estudios in vivo demuestran actividad

sedante-hipnoética importante (Sala y Valles, 1993).
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3. Barberry

Nombre cientifico Berberis vulgaris L y B. Aquifolium Pursh. Sin embargo, se
les designa mas apropiadamente Mahonia aquifolium Nutt.; de la familia
Berberidaceae (Lawrence, 1991). Los extractos de la planta son usados en
homeopatia para el tratamiento de transtorno intestinal (Schauenberg y Paris,
1977). Berberina es un alcaloide de barberry, tiene propiedades
anticonvulsivantes, sedantes, estimulante uterino y produce efecto hipotensor

(Lawrence, 1991).

4. Betonica

Nombre cientifico Stachys officinalis L., también referido como Betdnica
officinalis L. pertenece a la familia Labiatae. Originaria de Europa occidental y
meridional, crece en las paredes forestales, calveros y pastos, lo mismo en el llano
que en la montana (Lawrence, 1990).Se utiliza contra las infecciones de las vias
respiratorias y por sus propiedades sedantes, para el tratamiento del asma. Su

raiz fue empleada como emético (Volak y Stodola, 1992).

5. Calderona amarilla

Planta nativa de México cuyo nombre cientifico es Galphimia glauca, de la
familia Malpighiaceae. Esta especie ha sido utilizada en la medicina tradicional
mexicana como tranquilizante (Tortoriello y Romero, 1992). El estudio fitoquimico

biodirigido logré aislar dos moléculas nuevas del tipo secotriterpenoide: la
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galfimina A y la galfimina B, las cuales son los compuestos responsables de su
actividad neurofarmacolégica (Tortoriello et al., 1998). El extracto metanénlico de
la calderona amarilla prolonga la hipnosis inducida por barbituricos, reduce los
efectos estimulantes de estricnina y pentilentetrazol y disminuye la conducta

exploradora (Tortoriello y Lozoya, 1991).

6. Carpintera

También llamada tilo cubano o cerebral, cuyo nombre cientifico es Justicia
pectoralis Jacq. de la familia Acanthaceae. La carpintera es una hierba perenne
con ramas delgadas, nativa de los tropicos de América (Roig, 1988). El uso
etnomédico mas comun es como sedante. La forma de preparacion es la de
decoccion de las hojas frescas o secas. Durante el analisis fitoquimico del extracto
acuoso se identificaron cumarinas, flavonoides, alcaloides indélicos y lignanos
(Justicidina B) (Joseph et al, 1988). Las investigaciones farmacologicas
demuestran un efecto ansiolitico que no corresponde al perfil de farmacos del tipo

de las benzodiacepinas. (Fernandez et al, 1992).
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7. Chamomila

Nombre cientifico Matricaria chamomilla L. y Anthemis nibilis; dos géneros de
la familia Asteraceae (Lawrence, 1991). M. chamomilla es una planta anual, tiene
un crecimiento lento y continuo. Las flores fragantes son colectadas y secadas
para usarse como té y extractos. La M. chamomilla contiene aceite esencial de o-
bisabolol, compuestos de apigenina (flavonoide) y acido angélico. El bisabolol
ejerce numerosos efectos farmacolégicos, como antiespasmadicos, sedantes,
antiinflamatorios y antipiréticos (Jakavlev et al., 1979). Asi como los flavonoides
(crisina, apigenina) de esta planta presentan efecto ansiolitico (Palidini et al.,
1999). En un estudio realizado en humanos para evaluar su efecto sedante, se

obtuvo un 83% del efecto (Lucinda et al., 1991).

8. Fo-Ti

Nombre cientifico Polygonum multiflorum rum Thunb. De la familia Pligonaceae
(Lawrence, 1992). P. multifiorum es una planta trepadora verde que se parece a
un pequeno arbusto. Es nativa de Japén y es ampliamente usada en la medicina
China (Tyler, 1987). En la raiz se encuentra crisofanol y emodin, junto con
pequenas cantidades de reina, quiénes poseen actividad antitumoral, los extractos
de la planta poseen efectos antiprogestacional, antipirético y sedante (Duke,

1985).

i
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9. Ginkgo

El Ginkgo biloba es el nombre cientifico de un arbol de la familia Ginkgoaceae,
originario de la China cuyo tronco alcanza los 30 m. El ginkgo es el
fitomedicamento mas prescrito en Europa, y sin duda el mas estudiado en el
mundo (Tortoriello, 1999). Los principios activos aislados del ginkgo, pertenecen a
dos grupos fitoquimicos principales: flavonoides glicosidicos y lactosas terpénicas,
ginkgolidos y bilobdlidos, respectivamente (Tang et al, 2001). Las investigaciones
sobre el extracto estandarizado de ginkgo (EGb 7619) estan dirigidas hacia
diferentes aspectos del funcionamiento del SNC y han demostrado efectos de
neuroproteccion, capacidad antioxidante, mejoramiento de la funciéon cognitiva y
promocién de la circulacion cerebral. Debido a tales propiedades farmacologicas,
el ginkgo esta indicado en insuficiencia cerebrovascular, isquemia neuronal y

embolia (McKena et al, 2001).

10. Ginseng

Comunmente se refiere a Panax quinquefolium L. o Panax ginseng C. A.
Meyer, dos miembros de la familia Araliaceae. Los ginsengs fueron clasificados
como miembros del género Aralia en antiguos textos (Lawrence, 1990). Es una
planta herbacea de raices gruesas y aromaticas; tallos simples con hojas
digitadas, con cinco hojuelas; flores en umbela, pentameras, nativa de Canada
(Martinez, 1987). Ginseng ejerce sus efectos cuando se administra oralmente.

Estos efectos varian con la dosis, duracion del tratamiento, etc. y provoca

side
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depresion o estimulaciéon del SNC; también presenta actividad analgésica y

aniinflamatoria (Lucinda et al, 1998).

11. Hierba de San Juan

Nombre cientifico Hypericum perforatum L. Fam. Clusiaceae. Es el fitofarmaco
mas utilizado por su actividad antidepresiva. Durante los estudios de su actividad
farmacologica se encontraron propiedades antivirales, antimicrobianas, ademas de
un importante efecto antiespasmolitico (Di Carlo, 2001). Tras un analisis
fitoquimico, fue posible demostrar que el extracto alcohdlico de Hypericum
perforatum L. posee una actividad sobre el SNC, especialmente como ansiolitico y
antidepresivo (Barnes et al.,, 2001). La hiperforina fue el compuesto identificado
como principio activo; diversos estudios indican que esta sustancia inhibe la
recaptura de los neurotransmisores serotonina, noradrenalina y dopamina

(Gresson et al., 2001).

12. Kava-kava

Se denomina kava-kava al rizoma de Pyper methysticum G. Fam. Piperaceae.
Es un arbusto originario de Oceania (Polinesia). En la medicina tradicional el kava-
kava es utilizado como brebaje ceremonial, del cual se dice que induce un estado
placentero y jovial (Pepping, 1999). Estudios quimicos y farmacolégicos atribuyen
a las kavalactonas (kavapirona, metisticina, kavaina y dihidrokavaina) su actividad

depresora del SNC. Tal actividad incluye los efectos sedante-hipnético,

5
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miorelajante, anticonvulsivo y analgésico. Actualmente el kava-kava es uno de los
fitofarmacos mas reconocidos para el tratamiento de ansiedad e insomnio. Las
preparaciones mas utilizadas contienen un exiracto estandarizado de

kavalactonas (Pittler y Ernest, 2000).

13. Lavandula

Lavandula es el nombre comun de varias especies de la familia Lamiaceae,
como: Lavandula stoechas L. y Lavandula officinalis L., entre otras. Es una planta
aromatica, nativa del Mediterraneo y Asia Menor (Lawrence, 1996). Estudios
farmacolégicos han demostrado que el extracto hidroalcohdlico de Lavandula
stoechas L. posee actividad depresora del SNC, caracterizada por retardar la
latencia de convulsiones clénicas, disminuir la conducta exploradora y prolongar la
hipnosis inducida por barbituricos. No se han realizado estudios para conocer la

naturaleza quimica de los probables principios activos (Gilani et al., 2000).

14. Lupulo

Lupulo es el nombre comun de la especie Humululus lupulus L. Es una planta
trepadora que se da en los bosques caducifolios de las regiones templadas
(Martinez, 1987). Sus principales principios activos son resinas, concretamente
derivados del fluoroglucinol (lupulonas y humulonas), aceite esencial, taninos y
glicosidos flavénicos. En la medicina tradicional las inflorescencias son utilizadas

para diversos estados de intranquilidad, nerviosismo e insomnio. Tal uso esta
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apoyado por estudios farmacologicos que demuestran que diversos extractos de

lupulo presentan accion sedante-hipnética y depresora del SNC (Martinez, 1987).

15. Ilama

Ilama zapote es el nombre comun de la especie vegetal Annona diversifolia
Saff. Es una planta originaria de las montanas y laderas de México, Guatemala y
El Salvador. Su uso tradicional es como antiepiléptico (Gonzalez-Trujano, 1998).
De las plantas de la familia Annonaceae, se aislan compuestos como
acetogeninas, alcaloides, aceites esenciales, terpenos y compuestos aromaticos
(Rupprecht, 1990). El extracto etandlico de las hojas de esta planta demostro
producir un efecto antiepiléptico, sedante e hipnético; ademas se logro aislar la
palmitona que. es el compuesto responsable de su actividad (Gonzalez-Trujano et

al., 2001).

16. Marihuana

Nombre cientifico Cannabis sativa L., de la familia Cannabacea. Es originaria
de la India y el Medio Oriente, pero se cultiva en muchos otros lugares (Lawrence,
1977). La marihuana se ha utilizado durante siglos para fines medicinales y
distractivos, por su actividad analgésica, antiinflamatoria, hipnotica, sedante,
cataléptica y alucindgena, sin embargo, su uso es ilegal en la mayoria de los

paises, excepto para propositos médicos y cientificos (Wren, 1994). La marihuana

s T8
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también presenta efectos sobre el SNC como: coordinacion motora y percepcion

visual (Lawrence, 1990).

17. Nerium oleander

Nombre cientifico Nerium oleander L. (sinonimo Odorum soland, N. Indicum
Mill), pertenece a la familia Apocynaceae. La planta se conoce como "kaner” y sus
partes son consideradas como agentes terapéuticos en el tratamiento de
inflamacion, lepra y enfermedad de ojos y piel. Investigaciones sobre diferentes
partes de la planta han revelado la presencia de varios glucdsidos, triterpenos y
compuestos de cadena larga. Las hojas de N. oleander contienen cuatro
cardenoidos (nerizosida, A'®-dehidroadinerigenina, neritalosida y odorosida)
quienes presentan actividad cardiotonica, antibacterian, antiplaquetaria y deprime

el SNC (Bina et al., 1997).

18. Nuez moscada

Nombre cientifico Myristica fragrans Houtt. Pertenece a la familia Myristicaceae.
El arbol de nuez moscada se encuentra siempre verde y crece aproximadamente
18.30 m, en la India, Ceilan, Malasia y Granada. Este arbol es de lento
crecimiento produce fruta llamada manzana de nuez moscada, el cual es similar
en apariencia al arbol de durazno o chabacano. Se utiliza en el tratamiento de
enfermedades gastricas, reumatismo, diarrea y como hipnético y afrodisiaco

(Lawrence, 1990). Los componentes (miristicina) de la nuez moscada tienen
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estructura similar al del alilbenceno que pueden ser responsables de la actividad
sobre el SNC. La miristicina, elemicina, safrona o eugenol, se sugieren como
agentes activos: individual o colectivamente incrementan significativamente la

duracion del suefo ligero y profundo en pollos (Sherry et al., 1982).

19. Pasiflora

También llamada flor de la pasion, corresponde a la especie Pasiflora incarnata
L. Fam. Pasifloraceae. Tiene flores blancas o rojizas con el centro violaceo vy
crema (Martinez, 1987). Quimicamente esta compuesta de maltol, cumarinas,
flavonoides y alcaloides (harmano y pasiflorita), siendo estos Ultimos los
responsables de su actividad. En la medicina tradicional se utilizan las hojas y
frutos en infusién acuosa para el tratamiento de ansiedad, estrés e insomnio
(Tortoriello y Romero, 1992). Los estudios de farmacologia realizados a esta
especie, sustentan sus actividades ansiolitica, hipnética y espasmolitica (Speroni y

Mingheft, 1998).

20. Ruda

El nombre cientifico de la ruda es Ruta chalepensis y pertenece a la familia
Rutaceae. En Medio Oriente, el extracto acuoso caliente es utilizado para el
tratamiento de desordenes mentales, mientras que en Argentina la infusion de
hojas se emplea para el tratamiento de la epilepsia y la histeria (Tortoriello y

Romero, 1992). Estudios sobre la farmacologia del extracto etandlico de ruda,

o
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indican una significativa actividad depresora del SNC, asi como efectos

analgésicos y antiinflamatorios (Al Said et al., 1990).

21. Valeriana

Valeriana es el nombre vulgar de varias especies de la familia Valerianaceae
como: Valeriana officinalis (Europa), Valeriana wallichii (Himalaya) y Valeriana
edulis (México). Es una planta herbacea, perenne, de hojas compuestas con
segmentos lanceolados (Sanchez, 1980). Estudios fitoquimicos indican que la
composicion del extracto de valeriana incluye aceites esenciales, terpenos,
flavonoides, taninos y valepotriatos. Todos los componentes contribuyen a su
accién farmacologica; hay sinergismo entre los componentes del aceite esencial y
los valepotriatos, estos ultimos se consideran los principales principios activos
(Bos et al., 1998). Su uso tradicional es como tranquilizante menor en crisis de
ansiedad, hiperexcitacion, histeria e insomnio. Con tales fines, los rizomas de la

valeriana normalmente se utilizan en infusion acuosa (Hendriks et al., 1985).
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C. GENERALIDADES DE LA FLOR DE TILA

1. Nombre cientifico: Temnstroemia pringlei Standl.
2. Nombre comun: Flor de tila o té de tila.
3. Clasificacion taxonomica:

Reino: Plantae
Phylum:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Theales
Familia: Theaceae
Género: Ternstroemia

Especie: pringlei

La familia Theaceae es una familia de plantas dicotiledoneas, estrechamente
relacionadas con la familia Camelliaceae. Incluye a los géneros Ternstroemia sp.,

Annestea sp., Adinandra sp. y Eurya sp. (Willis, 1960).

4. Descripcion
Consiste de un arbol de tallo recto con corteza lisa que alcanza alrededor de 18
m de altura. Sus hojas tienen forma de acorazonada y las flores son de color

amarillento y estan agrupadas en racimos que originan frutos de aspecto globoso

(Martinez, 1987) (Fig. 1).
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Figura 1. Fotografia del fruto de Temstroemia pringlei Standl., mejor conocida

como Flor de Tila.
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5. Fuentes botanicas

Ternstroemia pringlei Standl. es una planta que se asocia con la vegetacién de
selva tropical, caducifolia, subcaducifolia, bosques mesdfilo de montana, de encino
y pino. Estd ampliamente distribuida en los estados de Puebla, Michoacan,

Veracruz, Morelos, Hidalgo, Oaxaca, México y Distrito Federal (Martinez, 1987).

6. Composicion quimica

Algunos estudios fitoquimicos revelan que la familia Theaceae contiene los
siguientes grupos de compuestos: mucilagos taninos, cumarinas, polifencles
(acido cefeico y acido clorogénico), aceite esencial (farnesol) y flavonoides

(kampferol, hesperidina, quercetina y astralagina) (Duke, 1985).

7. Historia y usos comunes

La flor de tila tiene usos medicinales diversos que han sido difundidos a través
de todo el pais; entre ellos estan el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, hematologicas y psiquiatricas (Frei et al., 1998).

En este sentido, su uso tradicional como ansiolitico es su principal aplicacién.
Especies de Tila son plantas de medicina tradicional utilizadas en América Latina
como sedantes y tranquilizantes (Viola, 1994). Con este proposito se emplea el
fruto deshidratado de la planta y se prepara una infusion o té con agua caliente

(Tortoriello y Romero, 1992).
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8. Actividad farmacologica

A pesar de que la flor de tila es un remedio muy comun para el manejo de
estados de ansiedad, nerviosismo e insomnio, no existe informacion que sustente
el uso popular de la Ternstroemia pringlei Standl. No se encuentran en la
bibliografia reportes de su efecto sobre el SNC mucho menos de los probables
compuestos responsables de su actividad.

El Unico estudio farmacolégico que existe, es el realizado a otra especie
cercana: Ternstroemia sylvatica, mejor conocida como tila grande. Esta planta
también refiere su wuso popular como tranquilizante; sin embargo, las
investigaciones indican que posee también una actividad sedante y ansiolitica

(Molina et al., 1999).
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D. INTERACCIONES PLANTA - FARMACO

Las plantas medicinales pueden afectar muchas funciones del cuerpo, ademas
cuando se usa concomitantemente con farmacos, puede haber inieracciones.
Estas interacciones pueden incrementar o disminuir el efecto farmacolégico o
toxico de uno u otro componente (Fuhh-Berman, 2000). Una interaccion de un
farmaco es definida como cualquier modificacion causada por otra sustancia
quimica exoégena (farmaco, planta o alimento) en el diagnéstico, accion terapéutica
u otra accién de un farmaco en el cuerpo (Kuhn, 2002).

Los productos herbolarios son de amplio uso por la poblacion general y por lo
regular no se manifiesta su uso al médico (Piscitelli y Burstein, 2002). Algunos de
estos productos, especialmente la Hierba de San Juan (Hypericum perforatum), se
ha descrito que es un inductor enzimatico microsomal y que el uso concomitante
provoca una reduccion marcada de los niveles plasmaticos de algunos farmacos
entre los que se encuentran el indinavir, aminotriptilina y ciclosporina (Pscitelli et
al, 20CZ, Roots et al., 2000; Ruschitzka et al.,, 2000). Por las multiples
interacciones potenciales de esta planta con varios farmacos Miller (2001) realizo
una revision exhaustiva de las interacciones conocidas y potenciales del H.
perforatum. En la publicacion periédica por suscripcion Facts and Comparisons:
The review of Natural Products de noviembre de 2002 se encuentra una revision
detallada de las interacciones farmaco planta basada en evidencias (Lawrence,
2002). En dicha revisién destacan las interacciones del H. perforatum y el jugo de

toronja. Con excepcién de estas dos plantas, las interacciones potenciales entre

e
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los productos naturales y los farmacos de uso clinico estan basadas en informes
de casos clinicos dificiles de interpretar y muchos de ellos estan basados en
especulaciones considerando los efectes conocidos o supuestos y su composicion
quimica. La absorcion, biotransformacién y los efectos fisiologicos de muchos
productos herbolarios son poco conocidos o definitivamente se desconocen. Hasta
que esta informacién esté disponible muchas de las interacciones potenciales de
las plantas y los farmacos permaneceran como especulaciones y no sera posible
predecir cuales seran las interacciones en la practica clinica. En tanto es
importante informar a los pacientes que utilizan farmacos, cuyo margen de
seguridad es estrecho, de los posibles riesgos que corren al combinar su
tratamiento con fitofarmacos.

No existen estudios documentados sobre las interacciones que pudiese
presentar la flor de tila con otras plantas o con otros tratamientos farmacologicos
convencionales (Roblatt y Ziment, 2002). Pero es facil advertir que su efecto
depresor del SNC se puede potenciar con otros farmacos que igualmente tienen

efectos depresores del sistema nervioso central.

E. ANALISIS ISOBOLOGRAFICO

En los Gltimos afios el estudio de la interaccion entre sustancias activas se ha
realizado utilizando el analisis isobolografico (Tallarida et al., 1997a), que ofrece una
evaluacion rigurosa de la interaccion entre dos sustancias activas, para definir una

simple adicion de los efectos individuales, una atenuacion o bien un sinergismo entre
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ellas (Tallarida, 2000). La aplicacién de esta metodologia se ha dado tanto en
estudios en animales de laboratorio como en estudios clinicos (Vinik et al., 1999).
Para dos farmacos que presentan el mismo tipo de efecto o muy similar (por
ejemplo, dos analgésicos, dos vasodilatadores o dos depresores del SNC) se puede
calcular la dosis de cada uno que da lugar al mismo nivel del efecto, por ejemplo la
dosis efectiva 50 (DEsyg), la dosis efectiva 70 (DEq) o la dosis efectiva 30 (DE3), etc.,
que se representara como Z*, con un subindice para identificar a cada farmaco (Z,*
o Z>*). En este método el valor de Z* se calcula de la region de la curva dosis -
respuesta en donde existe una clara relacion entre la dosis y el efecto y que pueden
relacionarse linealmente, aunque también puede existir una relacion no lineal y
entonces se puede utilizar el andlisis no lineal para el calculo de Z* (Tallarida, 1992;
Tallarida, 2000). Se calcula la Z* para cada farmaco de la regresion lineal del efecto
en funcion del logaritmo de la dosis, de donde se obtienen el log Z* y el error
estandar estimado SE (log Z*) para cada farmaco, que posteriormente se utilizara
para realizar el analisis estadistico (Tallarida et al., 1997b). El valor de Z* del farmaco
menos activo (A) se grafica sobre el eje de las abscisas (Z;*) y la Z* del farmaco mas
activo (B) sobre el eje de las ordenadas (Z;*). La union de estos dos puntos forma la
linea de aditividad, que esta formada por los pares de datos (a, b), de las
combinaciones binarias del farmaco A y del farmaco B que provocan el mismo nivel
de efecto de los farmacos sin combinarse y que satisfacen la ecuacion:

alA+bB=1
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en donde A y B son las dosis equiefectivas (Z+* y Z,* que producen el mismo nivel de
efecto) de los farmacos individuales cuando cada uno esta presente solo. Las
cantidades a y b son las dosis respectivas (Z; y Z,) en la combiniacion binaria que
proporcionan el mismo nivel de efecto alcanzado por la dosis A sola o la dosis B sola
(Tallarida, 2000). Los pares de dosis equiefectivas son denominadas isoboles, de tal
forma que (A, 0), (0, B) y los pares (a, b) son isoboles. Cuando la combinacién de la
dosis a del farmaco A y la dosis b del farmaco B cumplen con la relacion a/A+b/B =1
se dice que los farmacos A y B presentan una interaccion aditiva. Sin embargo el
efecto de la combinacion de los dos farmacos puede exagerar o puede atenuar el
efecto de uno u otro farmaco. El efecto exagerado se denomina efecto superaditivo o
sinergista y el efecto atenuado se denomina efecto subaditivo. La relacion a/A+b/B<1
indica la relacion superaditiva entre los farmacos A y B, en tanto que la relacion
a/A+b/B>1, indica la relacion subaditiva entre los farmacos A y B. El analisis
isobolografico consiste en definir el tipo de interaccion que presentan dos farmacos
con el mismo tipo de efecto cuando se administran juntos en un sistema biolégico. La
grafica del total de los pares de datos (a, b) de las combinaciones posibles forma la
linea de aditividad. Al mismo tiempo todos los pares de datos (a, b) representan
tedricamente los pares de dosis aditivas para que los farmacos administrados juntos
den el mismo nivel de efecto que los farmacos individuales. A esta linea junto con las
coordenadas de la combinacion de los pares (a, b) que resulten de los datos
experimentales se le denomina isobolograma. En la figura 2 se representa un

isobolograma.
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Farmaco B

Farmaco A

Figura 2. Isobolograma. El punto O que se encuentra sobre la linea de aditividad
representa una relacion aditiva entre el farmaco A y el farmaco B. El punto P
representa una relacion de superaditividad entre los dos farmacos y el punto R

representa una relacion de subaditividad.

Para realizar el andlisis primero se determinan las dosis que provocan un
determinado nivel de efecto (Z*) de cada farmaco. La Z* del farmaco A se denotara
como A y para el farmaco B, se denotara B. Las cantidades en la combinacion
aditiva son a = fA del farmaco A y b = (1-f)B del farmaco B. La f se refiere a las
fracciones de cada farmaco y la suma de las fracciones de los dos farmacos debe
resultar 1. Para que sea una combinacion aditiva debe cumplir con la relacion a/A +

b/B = 1. Cuando estas cantidades son expresadas en unidades de masa comunes

s



Analisis Isobologrifico de la Interaccion entre Ternstroemia pringlei (Flor de Tila) y
Farmacos con Actividad Depresora sobre el Sistema Nervioso Central

(mg o ug) la cantidad total en la mezcla es la suma denominada Zad: Zad = fA + (1-
fB

Esta relacion representa la cantidad teérica de la combinacion que dara una
interaccion aditiva. Las proporciones de cada farmaco en la mezcla estara dado por
pa = fA/Zad y pg = (1-f)B/Zad respectivamente. La combinacion que resulte con estas
proporciones se administra experimentalmente al sistema biologico, como si fuese
un tercer farmaco. Esto es, se administra en diferentes dosis conservando la misma
proporcion (p). Se calcula la dosis que proporciona el mismo nivel de efecto que los
farmacos individuales y a este valor se le denomina Zex (Cantidad experimental que
provoca el mismo nivel del efecto). Se realiza el analisis estadistico a la diferencia M
= logZad - logZex. Si la diferencia no es significativamente diferente de cero se
concluye que la combinacion es una simple adicion del efecto de cada uno de los
farmacos. En contraste una diferencia significativa indicara una relacién no aditiva
entre los dos farmacos como sigue: Se establecera una relacion sinergista si Zex <
Zad vy una relacién de subaditividad si Zex > Zad. Se aplica un analisis estadistico
basado en la prueba t de Student con algunas modificaciones para aplicarse al
analisis isobolografico (Tallarida et al., 1997a; Tallarida, 2000).

La prueba de significancia de la diferencia M = log Zad — log Zex, brevemente
consiste en determinar el valor de t' dado por:

t= M![SE(ZG* }2 + SE(ZE-)Z]MQ
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En la ecuacién anterior los subindices se refieren a los valores aditivos y
experimentales respectivamente. Los errores estandar estimados se calculan con la
relacion: SE(Z*) = 2.3 x Z* x SE(logZ*), con lo que se caiculan las varianzas
respectivas:

V(Z*) = [SE(ZM].

La varianza de Z,* esta dada por V(Z.*) = PV(Z+*) + (1-)2 V(Z2*), de esta relacion
se obtiene el error estandar de Zad:

SE(Zs") = V(Za"]'™

Conociendo el valor de Zad y Zex con sus respectivos errores estandar, se
calcula el valor de t' y se compara con el valor de T dado por:

T = [tas (SE(Za" )°) + tex (SE(Ze"))] / [SE(Za" )* + SE(Z:"))]

El valor de t,q es el valor en la tabla de distribucion t con ny + n; -2 grados de
libertad, en donde ny y n2 son el nimero de dosis del farmaco 1 y farmaco 2
respectivamente que se utilizaron en el calculo y t es el valor en la tabla de
distribucién t para ne, -2 grados de libertad, en donde ne, es el nimero de dosis de la
combinacion.

Si It' > T la diferencia es significativa (Tallarida, 2000).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La flor de tila (Ternstroemia pringlel) se utiliza principalmente como auxiliar para
inducir el sueno, como tranquilizante y como sedante. Para la especie en particular
solo existe un trabajo de tesis (Serrano, 2002) en el que se demuestra el efecto
sedante y ansiolitico del extracto metandlico de la T. pringlei, sin embargo no se
conocen los efectos de la interaccion con otros farmacos depresores del sistema
nervioso central como son: buspirona, difenhidramina, diacepam, etanol,
haloperidol, pentobarbital y con otra planta como el extracto hidroalcohdlico de
Valeriana edulis ssp procera para la cual se conocen bien sus efectos depresores
del SNC (Oliva et al_, 2003). Estos farmacos son utilizados, al igual que Ia tila, como
auxiliares para inducir el suefio, como tranquilizantes y como ansioliticos (Roth et al.,
1987; Richardson et al., 2002), por lo que las posibilidades de que se administren
concomitantemente son muy altas y sin embargo no se conocen los efectos que

resulten de su administracion simultanea.
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lll. HIPOTESIS

Mediante el analisis isobolografico de la interaccion entre Termstroemia pringlei y
algunos farmacos depresores del sistema nervioso central, como buspirona,
difenhidramina, diacepam, etanol, haloperidol, pentobarbital y el extracto
hidroalcoholico de Valeriana edulis ssp procera, se espera encontrar una

interaccion sinergista.
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IV. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Realizar el analisis isobolografico de la interaccion sedante entre el extracto
acuoso de Temnstroemia pringlei (flor de tila) y los farmacos depresores del sistema
nervioso central: buspirona, diacepam, difenhidramina, etanol, haloperidol,
pentobarbital y Valeriana edulis ssp procera; administrados por via intraperitoneal

(i.p.) en el modelo de exploracién en tubo.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la DEsp a través de la construccion de las curvas dosis respuesta
individual de cada farmaco y de los extractos de las plantas.

2. Realizar el calculo tedrico de las dosis aditivas de las combinaciones
planta-farmaco.

3. Determinar la DEsp de las combinaciones planta-farmaco en una proporcién
fija 1:1.

4. Determinar el tipo de interaccién entre el extracto acuoso de T. pringlei y los

farmacos depresores del SNC.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Material vegetal

Los frutos de Temnstroemia pringlei se adquirieron con un proveedor del mercado
de Sonora del Distrito Federal y su homogeneidad y autenticidad botanica se
deten'niné-por la M. en C. Abigail Aguilar del Herbario del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, en donde se deposité una muestra de referencia. Las raices de Valeriana
edulis se obtuvieron por un método de propagacion (Enciso-Rodriguez, 1897) y se
proporcionaron por los Laboratorios Mixim S.A. de C.V. El material vegetal se
pulverizdé en un molino de cuchillas Wiley provisto de una malla de 2 mm de

diametro.

B. Preparacion de los extractos
Ternstroemia pringlei

El material vegetal seco y fragmentado (10 g) se extrajo por ebullicion de 10
minutos en 90 mL de agua. Posteriormente se filtré y se seco por una corriente de
aire a temperatura ambiente (22 + 2 °C) para evitar la posible descomposicién de los

componentes activos (Esquema 1). El extracto se conservo en refrigeracion a -20 °C.

=88
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Valeriana edulis

El material seco y pulverizado se extrajo con etanol al 70% (v/v) colocando 1
parte de planta y 5 partes de disolvente, siguierdo el procedimiento descrito en
farmacopeas para la preparacion de tinturas (List y Schmidt, 1989). El extracto se
filtr6 por gravedad y se elimino el disolvente mediante una corriente de aire a
temperatura ambiente (22 + 2 °C) para evitar la degradacion de los componentes. El
extracto se conservo en refrigeracion a -20 °C protegido de la luz hasta su uso en las

pruebas biologicas.

C. Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratones machos de la cepa ICR de peso
entre 25-34 g provenientes del Centro de Produccion UNAM-Harlan. Cada grupo de
prueba fue de al menos 5 animales y se mantuvieron a una temperatura constante
de 22 °C bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con libre acceso al agua y al

alimento. Los animales se manejaron bajo Normas Internacionales.

D. Farmacos y dosificacion

Los extractos y los farmacos se suspendieron en solucion salina (0.9%). Las
soluciones o suspensiones de farmacos se prepararon justo antes de ser utilizados y
se administraron por via intraperitoneal (i.p.), ajustandose el volumen para
administrar 0.1 mL/ 10 g de peso. Las dosis se administraron segun el extracto y
farmaco utilizado para determinar su ventana de actividad bioldgica,

respectivamente.
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Ternstroemia pringlei
Standl

(10g)

Molienda en un
mortero

Se hirvio con 90 mL de
agua durante 10 minutos

=

Filtrado

Se concentré en una
campana de extraccion a
temperatura ambiente

n w/
4 N
Extracto Acuoso
Ternstroemia pringlei

Standl )

Esquema 1. Método de extraccion de la flor de tila.
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E. Prueba de exploracién en tubo

Los animales se colocaron individuaimente dentro de un tubo de vidrio
transparente de 16 cm de alto y 11 cm de didmetro (Fig. 3), a los 30 minutos
después de haber administrado los compuestos (extracto y farmacos), se conté el
numero de veces que el ratdbn se incorpord verticalmente sobre las paredes del
recipiente, durante un periodo de 5 minutos. Al grupo control solo se le administrd
el vehiculo (solucién salina al 0.9%) (Hiller y Zetler, 1996). Excepto para el etanol
que se determiné su efecto 5 minutos después de su administracion y la buspirona
que se determind su efecto a los 20 minutos después de su administracién.

Una disminucion del nimero de levantamientos en este modelo esta relacionada
con un efecto ansiolitico y sedante ligero (Hiller y Zetrler, 1996). Recientemente en
nuestro laboratorio se ha demostrado la sensibilidad de este modelo al efecto

sedante y ansiolitico (Oliva et al., 2004).

—11em—

Figura 3. Prueba de exploracion en tubo.
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F. Determinacion de las curvas dosis - respuesta

Para el extracto acuoso de T. pringlei Standl, extracto hidroalcohodlico de
Valeriana edulis ssp procera y para cada uno de los farmacos de prueba, se
determino la porcion de la curva dosis respuesta en la cual existe una relacion lineal
entre el efecto, en el modelo de exploracién por erguimiento y el logaritmo de la

dosis, para calcular la dosis efectiva 50 (DEsgp) (Tallarida, 2000).

G. Estudio de interaccion

Para evaluar la interaccion entre el extracto de T. pringlei y los farmacos
buspirona, diacepam, difenhidramina, etanol, haloperidol, pentobarbital sodico y el
extracto hidroalcohodlico de Valeriana edulis, se calcularon las dosis aditivas teoricas
(Zad*) de la combinacién binaria para la administracion simultanea, manteniendo una
proporcion fija 1:1 de cada uno de los farmacos con el extracto de acuerdo a los
valores de las DEsp individuales (Zi*) siguiendo el procedimiento descrito por
Tallarida et al. (1989). Se administraron al menos 5 niveles de dosis de la

combinacién y se calculd el valor de la DEsp de la combinacién (Zex*).

H. Analisis estadistico

Para demostrar la existencia de una interaccién aditiva o no aditiva se calcularon
los valores del logaritmo de la dosis efectiva 50 tedricas (log Z*ad) y experimentales
(log Z*ex) para cada una de las combinaciones. Se realizd el analisis estadistico

basado en la prueba t de Student, siguiendo lo descrito en el punto E de la seccién
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del marco teorico y de acuerdo al procedimiento descrito por Tallarida (2000) para
demostrar la existencia de una diferencia estadisticamente significativa de cero del
valor absoluto de la diferencia entre log Z*ad - log Z*ex. Se considerd que existe un
efecto aditivo si no hay diferencia entre el valor tedrico (Zad) y el valor experimental
(Zex) es decir que el valor de t calculado (t') sea menor del valor de T para una p <
0.05 (Tallarida, 2000). Si el valor tedrico (Zad) es estadisticamente mayor (p < 0.05)
al valor experimental (Zex) se consider6 un efecto sinergista o superaditito y si por el
contrario el valor tedrico (Zad) es estadisticamente menor (p < 0.05) al valor

experimental (Zex) se considerd un efecto subaditivo (Tallarida, 2000).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los farmacos y los dos extractos en forma individual presentaron efecto
ansiolitico sobre ratones macho ICR dependiente de la dosis (p < 0.05). En las
figuras 4 a 11 se presentan las curvas dosis-respuesta para cada uno de los
farmacos y extractos evaluados.

En el Cuadro 1 se presentan los valores de la DEsy de cada uno de los
farmacos y extractos determinados por un analisis lineal.

En el Cuadro 2 se presentan los valores de la DEsy de las combinaciones
extracto - farmaco determinadas por un analisis lineal.

Las proporciones, los valores teéricos y experimentales de la concentracion
equiefectiva de las diferentes concentraciones evaluadas se proporcionan en el
Cuadro 3.

Los resultados se analizaron estadisticamente a través de un andlisis
isobolografico recomendado por Tallarida, considerando diferencias significativas
para una p < 0.05.

Tanto los farmacos como los extractos presentan una actividad depresora del
SNC (Figura 4-11) ya que a mayor dosis la actividad disminuye, es decir se
presenta un efecto directamente proporcional a la dosis (efecto dependiente de la
dosis).

El haloperidol fue el compuesto mas activo, seguido de buspirona, diacepam,
pentobarbital, difenhidramina, Ternstroemia pringlei, Valeriana edulis y etanol

(Cuadro 1). El haloperidol, un tranquilizante mayor no ansiolitico (Pain et al.,
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1999), presento el mayor efecto en este modelo experimental (Cuadro 1). La
buspirona un ansiolitico con actividad agonista parcial sobre los receptores
cerebrales 5-HTis, ¥ con poca actividad sedante (Trevor y Way, 2001) fue el
farmaco que ocupd el segundo lugar en potencia (Cuadro 1). Inmediatamente
después de la buspirona aparece el diacepam con practicamente la misma
potencia. Para el diacepam son bien conocidos sus efectos sedantes y ansioliticos
(Trevor y Way, 2001). El menor efecto presentado por el pentobarbital en este
modelo es acorde con lo descrito en la literatura que tiene menos actividad que el
diacepam (Charney et al., 2001). Por otro lado los efectos sedantes ligeros de los
antihistaminicos de primera generacion, como la difenhidramina (Trevor y Way,
2001), se manifestaron al presentar un efecto menor al pentobarbital (Cuadro 1).
El etanol fue el farmaco menos activo en este modelo, hecho que concuerda con
lo descrito en la literatura de que el etanol es un sedante muy débil (Roehrs et al.,
1993). Lo anterior indica que este modelo es capaz de medir tanto un efecto
sedante como ansiolitico. Por lo que es un modelo adecuado para medir las
propiedades sedantes y ansioliticas de las plantas medicinales. Asi el efecto
observado por la flor tila indica que esta planta posee efectos depresores del
sistema nervioso central, inclusive mayores a los presentados por la valeriana
(Cuadro 1), efecto que se conoce bien para varias especies de valeriana (Bos et
al., 1988) y en particular para la Valeriana edulis (Oliva et al., 2004), estudiada en

nuestro laboratorio.
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Curva Dosis-Respuesta del extracto acuoso
Ternstroemia pringlei Stand|
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Figura 4. Dosis respuesta graduai del extracto acuoso de Ternstroemia
pringlei Standl, en la prueba de exploracion. Cada barra es la

media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.
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Curva Dosis-Respuesta del extracto hidroalcohédlico
Valeriana edulis ssp procera
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Figura 5. Dosis respuesta gradual del extracto hidroalcohoélico de Valeriana edulis
ssp procera, en la prueba de exploracion. Cada barra es la media +

error estandar (EE) de 6 repeticiones.
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Curva Dosis-Respuesta de Buspirona
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Figura 6. Dosis respuesta gradual de buspirona, en la prueba de exploracion.

Cada barra es la media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.
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Curva Dosis-Respuesta de Diacepam
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Figura 7. Dosis respuesta gradual de diacepam, en la prueba de exploracion.

Cada barra es la media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.

TESIS CON
| FALLADE ORIGEN

-44 -



Analisis Isobologrifico de la Interaccién entre Ternstroemia pringlei (Flor de Tila) y
Fiarmacos con Actividad Depresora sobre el Sistema Nervioso Central

100 -
80 A
w
9
§ e
£
=
=
[1H]
2 40
o
z
20 -
04
Figura 7.

Curva Dosis-Respuesta de Diacepam
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Dosis respuesta gradual de diacepam, en la prueba de exploracion.

Cada barra es la media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.
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Curva Dosis-Respuesta de Difenhidramina
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Control 15 175 20 25

(mg/Kg)

Figura 8. Dosis respuesta gradual de difenhidramina, en la prueba de exploracion.

Cada barra es la media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.



Anilisis Isobolografico de la Interaccion entre Ternstroemia pringlei (Flor de Tila) y
Firmacos con Actividad Depresora sobre el Sistema Nervioso Central

Curva Dosis-Respuesta de Etanol
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Figura 9. Dosis respuesta gradual de etanol, en la prueba de exploracion.

Cada barra es la media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.
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Curva Dosis-Respuesta de Haloperidol
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Figura 10. Dosis respuesta gradual de haloperidol, en la prueba de exploracion.

Cada barra es la media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.
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Figura 11. Dosis respuesta gradual de pentobarbital, en la prueba de exploracion.

Cada barra es la media + error estandar (EE) de 6 repeticiones.
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Cuadro 1. Valores de la DEsy + EEM (mg/Kg) del efecto sedante’

de los farmacos y extractos individuales sobre ratones ICR macho.

Compuesto DEso + EEM (mg/Kg)’
Flor de tila 77.5814 + 11.65
Valeriana 181.6238 + 29.60
Buspirona 1.0438 + 0.1732
Diacepam 1.2175 + 0.1229
Difenhidramina 17.0573 + 0.6763
Etanol 1938.8347 + 126.35
Haloperidol 0.4187 + 0.0670
Pentobarbital 11.8609 + 0.6849

'Prueba de exploracion en tubo (ver pagina 36).
’EEM = Error estandar de la media para 5 niveles de concentracion

con n = 6 en cada nivel y un valor de r> 0.8 del analisis lineal.
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Cuadro 2. Valores de la DEsg + EEM (mg/Kg) del efecto
sedante de la interaccion del extracto con cada farmaco

sobre ratones ICR macho.

Compuesto DE50 + EEM (mg/Kg)'
~ Flor de tila - Valeriana 77.2562 + 15.81
Flor de tila - Buspirona 20.8564 + 5.3859
Flor de tila - Diacepam 227579 + 3.61
Flor de tila - Difenhidramina 20.6533 + 1.98
Flor de tila - Etanol 1938.8347 + 167.96
Flor de tila - Haloperidol 16.3293 + 1.21
Flor de tila - Pentobarbital 21.0635 +2.40

'EEM = Error estandar de la media para 5 niveles de concentracion

con n =6 en cada nivel y un valor de r > 0.8 del analisis lineal.
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Cuadro 3. Concentraciones efectivas teoricas (Zteo) + EEM y experimentales
(Zexp) + EEM de las combinaciones que provocan el 50% de la dosis efectiva de

los compuestos en ratones ICR macho?.

Combinacion Proporcion Zteo + EEM Zexp + EEM  Fraccion
total®

Flor de tila — Buspirona 1:1 39.31+ 582 20.85+5.38 0.5289
Flor de tila — Diacepam 14 3940+ 582 22.76 + 3.61 0.5765
Flor de tila — Difenhidramina 1:1 47.32 + 5.83 20.65 + 1.98* 0.4363
Flor de tila — Etanol 1:1 1008.21 + 63.45 1938.83 + 167.96* 1.9210
Flor de tila — Haloperidol 1:1 39.00 + 5.82 16.33 + 1.21* 0.4158
Flor de tila — Pentobarbital  1:1 4472 + 5.83 21.06 + 2.40* 0.4419
Flor de tila — Valeriana 141 129.60 + 15.90 77.25+15.82 0.5574

“Las concentraciones son el total de la combinacion expresadas en mg/Kg.

®De acuerdo a 1 descrita en el marco teérico, los valores cercano a 1 indican
aditividad y los valores < a 1 indican superaditividad o sinergismo. Diferencia
significativa con un valor de *p < 0.05.

En la administracion simultanea de buspirona + flor de tila (Fig. 12) y diacepam
+ flor de tila (Fig. 13) indican una interaccion aditiva, lo que muestra que el efecto

de la flor de tila se suma al de diacepam y al de buspirona (Tallarida, 2000).

En contraste, los isobologramas resultantes de la administracion simultanea de
flor de tila + difenhidramina (Fig. 14), flor de tila + haloperidol (Fig. 16) y flor de tila
+ pentobarbital (Fig. 17) presentaron un efecto sinergista. Demostrando de esta
manera una interaccién mayor entre la planta y dichos farmacos. No es facil
predecir la forma en la cual se esta presentando dicha interaccion, ya que estos

farmacos, tienen mecanismos de accion distintos, la difenhiramina actia

= I
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antagonizando a los receptores H;, el haloperidol antagoniza a los receptores D,
dopaminérgicos, y el pentobarbital actua sobre el receptor GABA/canal (Trevor y
Way, 2001). También es importante considerar que al tratarse de un extracto es
posible que esté presente no un compuesto activo sino varios que de manera
conjunta actuen dando el efecto de la planta.

Para la combinacion de flor de tila + etanol se presentd una atenuacion del
efecto. Estos resultados probablemente se encuentren relacionados con un
estudio doble ciego en voluntarios humanos sanos, en donde la valeriana, otra
planta medicinal, inhibid los efectos del alcohol (Bos et al., 1997). Aqui queda una
pregunta no facil de responder, aunque sin embargo se requiere de estudios
adicionales para conocer esto.

La interaccion observada en este trabajo es importante ya que en la medicina
tradicional se utiliza la planta en forma de una decoccion en donde lleva varios
componentes. La interaccién resultante con los farmacos que presentaron
sinergismo pudiera ser indicativo de los riesgos que se darian al administrarse
concomitantemente dichos farmacos y el té de la flor de tila. Este es un aspecto
que la mayoria de las veces se pasa por alto, ya que es comun que se considere
que al tratarse de un producto natural no tiene efectos adversos o que es un
producto inocuo (Rotblatt y Ziment 2002). Se conoce muy poco de las
interacciones entre plantas y farmacos. Para las plantas con actividad depresora
del SNC se asumen las interacciones con otros depresores del sistema nervioso

central, pero en realidad no hay estudios aun de aquellas de amplio uso como la
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valeriana y el Kava-kava, por mencionar algunas (Rotblatt y Ziment 2002). Las
interacciones entre depresores del SNC, no solo se pueden presentar entre
farmaco y planta sino también entre planta-planta. Considerando esto se realizo ia
interaccion entre una planta cuyo efecto sedante ansiolitico es bien conocido
(valeriana) (Oliva et al.,, 2004) y la flor de tila. EI isobolograma de esta
combinacién indica que existe una interaccion sinergista entre estas dos plantas
(Figura 18). También se realizo el estudio de esta interaccion debido a que existe
en el mercado un producto que contiene a estas dos plantas junto con flor de

azahar y pasiflora llamado Relaxil™®

, con 20 tabletas de 500 mg, elaborado por el
Laboratorio Poder Natural; indicado como tranquilizante e inductor del suefio.

La administracion simultanea de etanol + flor de tila (Fig. 18) muestra que hubo
una atenuacion del efecto, en este caso, también no es facil predecir la forma en la
cual se esta presentando dicha interaccion, ya que este farmaco, tiene un
mecanismo de accion distinto.

El circulo vacio sobre la linea oblicua entre los ejes x y y representa los
valores teéricos de aditividad, en tanto que el circulo lleno sobre la linea radial
discontinua representa los valores experimentales encontrados. Las barras
horizontales y verticales indican el error estandar de la media.

El analisis isobolografico de la interaccion entre la flor de tila y varios farmacos
depresores del SNC, constituye el primer estudio cuantitativo que se realiza con

una planta medicinal mexicana con accion sobre el SNC. Al mismo tiempo es de

los primeros estudios en los que se aplica el andlisis isobolografico a la
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investigacion de la interaccion farmacologica de productos naturales (Navarrete et
al., 2003). Finalmente es importante sefalar las bondades y el potencial que tiene
el andlisis isobolografico en la definicion del tipo de interacciones farmaco - planta
y plata - planta que se pueden presentar, abriéndose un nuevo campo de estudio

necesario y Util en la farmacologia de los productos naturales.
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INTERACCION BUSPIRONA - FLOR DE TILA

1.4 4

Buspirona (mg/Kg)

Flor de Tila (mg/Kg)

Figura 12. Isobolograma de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl y
buspirona en las cinco proporciones de concentraciones evaluadas. Los puntos
experimentales (circulo lleno) cayé por debajo de la linea de aditividad, indicando
un efecto aditivo entre estas dos sustancias (p > 0.05) en las cinco proporciones

de concentracion evaluadas.
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INTERACCION DIACEPAM - FLOR DE TILA
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Figura 13. Isobolograma de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl y
diacepam en las cinco proporciones de concentraciones evaluadas. Los puntos
experimentales (circulo lleno) cayé por debajo de la linea de aditividad, indicando

un sinergismo significativo (p < 0.05) en las cinco proporciones de concentracion

evaluadas.
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INTERACCION DFH -FLOR DE TILA

Difenhidramina (mg/Kg)

0 20 40 60 80 100
Flor de Tila (mg/Kg)

Figura 14. Isobolograma de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl y
difenhidramina en las cinco proporciones de concentraciones evaluadas. Los
puntos experimentales (circulo lleno) cay6é por debajo de la linea de aditividad,
indicando un sinergismo significativo (p < 0.05) en las cinco proporciones de

concentracion evaluadas.
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INTERACCION ETANOL- FLOR DE TILA
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0 500 1000 1500 2000 2500
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Figura 15. Isobolograma de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl y
etanol en las cinco proporciones de concentraciones evaluadas. Los puntos
experimentales (circulo lleno) cayd por arriba de la linea de aditividad, indicando
una atenuacion significativa (p < 0.05) en las cinco proporciones de concentracion

evaluadas.



Analisis Isobologrifico de la Interaccion entre Ternstroemia pringlei (Flor de Tila) y
Farmacos con Actividad Depresora sobre el Sistema Nervioso Central

INTERACCION HALOPERIDOL - FLOR DE TILA
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Figura 16. Isobolograma de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl y
haloperidol en las cinco proporciones de concentraciones evaluadas. Los puntos
experimentales (circulo lleno) cayé por debajo de la linea de aditividad, indicando
un sinergismo significativo (p < 0.05) en las cinco proporciones de concentracion

evaluadas.
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INTERACCION PENTOBARBITAL - FLOR DR TILA
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Figura 17. Isobolograma de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl y
pentobarbital en las cinco proporciones de concentraciones evaluadas. Los puntos
experimentales (circulo lleno) cayd por debajo de la linea de aditividad, indicando
un sinergismo significativo (p < 0.05) en las cinco proporciones de concentracion

evaluadas.
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INTERACCION VALERIANA - FLOR DE TILA
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Figura 18. Isobolograma de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl y
Valeriana edulis ssp procera en las cinco proporciones de concentracion
evaluadas. El punto experimental cayd por debajo de la linea de aditividad,
indicando un efecto aditivo entre estas dos sustancias (p > 0.05). El circulo vacio
sobre la linea oblicua entre los ejes x y y representa los valores teéricos de
aditividad, en tanto que el circulo lleno sobre la linea radial discontinua representa
los valores experimentales encontrados. Las barras horizontales y verticales

indican el error estandar de la media.
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Vil. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se derivan el presente trabajo son:

Se demostro la actividad depresora sobre el SNC del extracto acuoso T.
pringlei Standl, que sienta las bases cientificas de su uso en la medicina
tradicional mexicana.

El extracto acuoso de T. pringlei Standl posee mayor efecto que el extracto
hidroalcoholico de Valerina edulis.

El efecto sinergista presentado entre Temstroemia pringlei con
difenhidramina, haloperidol, pentobarbital y valeriana puede ser una
advertencia de los riesgos potenciales que se pueden presentar al
administrarse simultaneamente la flor de tila y dichos farmacos

La aplicacion del analisis isobolografico es de gran importancia en el campo
de estudio de la farmacologia, pues representa una estrategia util para
disminuir los efectos toxicos de algunos farmacos, asi como para definir una
combinacion optima de farmacos de uso clinico y conocer el tipo de
interaccidn que exista entre ellos (aditiva, subaditiva o superaditiva).

Este es el primer estudio de la interaccion entre Ternstroemia pringlei Standl
y farmacos con actividad depresora sobre el sistema nervioso central, el cual
demuestra el tipo de interaccién que existe entre el extracto y dichos

farmacos.
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VIlIl. PERSPECTIVAS

D.

Llevar a cabo un estudio biodirigido para aislar, identificar y purificar el o los

principios activos que posean actividad sobre el sistema nervioso central.

. Realizar estudios de interaccién utilizando diferentes proporciones de la

planta y los farmacos depresores del SNC.

. Realizar estudios encaminados a investigar la forma en la cual se esta

presentando la interaccién.

Investigar el por qué la flor de tila atenta el efecto del etanol.
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