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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales juegan un papel clave en el tratamiento de diversas
enfermedades que padece la poblacion de la mayor parte del mundo. Se estima que se

utilizan cerca de unas 10,000 especies vegetales con este propdsito.

La Agastache mexicana es una planta medicinal muy popular en México que es
utilizada en la medicina tradicional para el alivio de los espasmos producidos por
algunas de las enfermedades gastrointestinales, cardiovasculares y nerviosas. Se
conocen dos subespecies de la A. mexicana, la ssp. mexicana; y la ssp. xolocotziana,
conocidas en la medicina tradicional como “toronjil morado” y “toronjil blanco”,

respectivamente, por el color de sus flores.

Algunos extractos del A. mexicana ssp. xolocotziana ya han sido estudiados en un
modelo experimental de dolor (modelo de contracciéon abdominal en ratones) que
simula los cdlicos intestinales. Los resultados de este trabajo muestran que esta especie
si tiene efecto analgésico en esas condiciones experimentales. También, en un trabajo
previo de nuestro laboratorio, se demostré que los extractos del A. mexicana ssp.
xolocotziana producen un efecto espasmolitico en el modelo de ileon de cobayo; sin

embargo, no se conoce a los metabolitos responsables de este efecto.

Para esto se diseid este trabajo experimental, en el cual se estudia el efecto
espasmolitico inducido por dos de los principales metabolitos secundarios aislados de la
planta (acacetina y acido ursdlico) para saber cudl de éstos es el responsable del efecto
inducido por el extracto. Ademads, en este trabajo se realiza un primer acercamiento que
nos permite dilucidar el mecanismo de accién por el cual el o los metabolitos de la

planta pueden estar produciendo su efecto espasmolitico.

FES ZARAGOZA, UNAM
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Esto se realizé utilizando un modelo in vitro con el ileon aislado de cobayo pre
contraido con cloruro de potasio, ya que este modelo es muy utilizado en la evaluacion
de diversos efectos farmacoldgicos. Este fue descrito inicialmente en 1904 por Magnus, y
es una de las pruebas in vitro mas utilizada en la actualidad para la evaluacién de

diversos efectos farmacologicos de diversos extractos de plantas y farmacos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Plantas medicinales

La medicina alternativa abarca diferentes practicas médicas, que varian entre paises o
regiones; entre ellas destaca la fitoterapia'; que es la ciencia y el arte del uso de los
productos de origen vegetal con fines terapéuticos, ya sea para prevenir, atenuar o curar
un estado patologico’. Las plantas medicinales juegan un papel clave en el
mantenimiento de la salud de la poblacion de la mayor parte del mundo. Se estima que
se utilizan unas 10,000 especies vegetales con este propodsito, particularmente en la

medicina tradicional®.

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), mas del 80% de la
poblacion mundial usa preparaciones botdnicas como medicamentos. Las estadisticas
demuestran que en los paises en desarrollo se necesitan tratamientos baratos y eficaces
para curar enfermedades transmisibles, ya que es donde mdas de un tercio de la
poblacidon carece de los medicamentos esenciales. La administraciéon de productos
herbolarios y las fitomedicinas seguras y eficaces podrian mejorar de forma importante
el acceso a la atencion de la salud, integrando a la medicina tradicional en el sistema de
salud oficial con las nuevas reformas regulatorias*. El uso de medicinas derivadas de
plantas es muy diverso e incluye, por ejemplo, compuestos puros, infusiones de plantas
medicinales, decocciones, tinturas, partes de las plantas cortadas o pulverizadas y
extractos no estandarizados. En la mayoria de los casos, no se cuenta con suficiente
informacion acerca de su eficacia clinica, efectos farmacoldgicos demostrados
cientificamente y, mucho menos, posibles interacciones farmacologicas con otros

medicamentos.
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2.2 Agastache mexicana

Entre las numerosas especies que son utilizadas en la medicina tradicional mexicana

para la prevencion y tratamiento de diversos padecimientos esta la A. mexicana (Fig. 1).

El género Agastache, pertenece a la familia Lamiaceae, y esta conformado por
cerca de 22 especies, entre las cuales se encuentra la Agastache mexicana. De ésta, se han
identificado dos subespecies: A. mexicana ssp. mexicana; y ssp. xolocotziana, también
conocidas por el color de sus flores como “toronjil morado” y “ toronjil blanco”,

respectivamente’.

A. mexicana [sinonimia: Cedronella mexicana (Kunth) Benth.], conocida
popularmente en México con los nombres de toronjil, olotillo, abejera, cidronela y
melisa, es una hierba perenne de 40 a 50 cm, muy aromatica al estrujarse, presenta hojas
delgadas, flores y tallos de color morado y tiene un aroma dulce. Esta especie se
encuentra distribuida en los estados de Chihuahua, Durango, Guerrero, Jalisco y

Michoacéan®.

A. mexicana es una planta de gran demanda que ha sido utilizada en la medicina
tradicional mexicana para tratar la ansiedad, el insomnio, trastornos cardiovasculares,
reumatismo, dolor de estomago y afecciones gastrointestinales”®. También se utiliza en
enfermedades culturales conocidas como “empacho”, “susto” y “mal de ojo”3. Estudios
recientes han demostrado que extractos polares, medianamente polares y no polares de
A. mexicana producen una actividad antinociceptiva y antiinflamatoria en un modelo de
dolor visceral en ratones’ (modelo de Writhing). Estos estudios sustentan en parte su
uso en la medicina tradicional para el alivio del dolor visceral. Ademas, en un trabajo
previo de nuestro laboratorio, también se demostré un efecto antiespasmodico del

mismo extracto del Agastache; sin embargo, no se ha determinado cual es el metabolito

secundario responsable del efecto antiespasmddiso y/o su posible mecanismo de accion.

FES ZARAGOZA, UNAM
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Figura 1. Agastache mexicana (HBK.)

2.3 Metabolitos secundarios

Los estudios quimicos que se han realizado sobre la A. mexicana han conducido al
aislamiento de diversos metabolitos secundarios, del grupo de los alcanos (nonano);
monoterpenos (camfeno-B-pineno, limoneno, 1,8-cineol, furfural, citronelal, mentona);
terpenos (pulegona), y flavonoides (crisina, apigenina, luteolina, diosmetina, acacetina
y acido ursdlico), los cuales se encuentran en diferentes concentraciones. El andlisis
quimico de esta especie ha mostrado que los compuestos identificados como mas
abundantes del extracto metanodlico son acacetina (Fig. 2a) y (2-acetil)-7-O-glucosil-
acacetina; mientras que, del extracto de acetato de etilo, el mas abundante es el acido
ursolico (Fig. 2b). Ademas, un analisis por cromatografia de gases y espectrofotometria
de masas mostraron que la pulegona, limoneno, mentona e isopulegona son los
principales componentes del aceite esencial. Diversos estudios han mostrado que varios
de estos productos poseen diferentes actividades biologicas, confiriéndole la actividad

biologica a las especies que los contienen!.
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(a) (b)

Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Agastache mexicana (HBK.) (a) Acacetina (b) Acido ursélico.

2.4 Flavonoides

La acacetina pertenece al grupo de los flavonoides, los cuales constituyen una parte
integral de la dieta humana, ya que se encuentran ampliamente distribuidos en las
frutas y en los vegetales. Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos
polifendlicos, que se dividen de acuerdo a sus constituyentes en: flavonoles, flavonas,
flavononas, flavanoles (catequinas), antocianidinas y las isoflavonas. La estructura
fundamental de los flavonoides estd formado por dos anillos de benceno (A y B) unidos

por 3 atomos de carbono que por lo general forman un anillo heterociclo oxigenado (o

el anillo C).

Los flavonoides se diferencian entre si por el nimero y distribucion de los
grupos hidroxilo, asi como en la presencia (o ausencia) de un doble enlace entre el

carbono de los atomos 2 y 3 del anillo*! C (Fig. 3).

Se sabe que los flavonoides presentan diferentes efectos bioldgicos como la inhibicién de
la agregacion plaquetaria, actividad antioxidante, prevencidon de la proliferacion de
células y, en los ultimos anos, se ha propuesto que pueden ejercer efectos benéficos en
diferentes patologias, incluyendo cancer, enfermedades cardiovasculares y trastornos
neurodegenerativos'?.

FES ZARAGOZA, UNAM
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Figura 3. Estructura basica de los flavonoides y sistema de numeracion.

Se ha descrito que los flavonoides producen efectos relajantes sobre la
contractilidad del musculo liso, tales como el musculo liso vascular’®, vejiga'4, los
conductos deferentes', y el atero. En particular, en el tracto gastrointestinal reducen la
contraccion de células musculares lisas provocada por varios espasmogenos!e, con un
mecanismo probablemente debido a una interferencia con los movimientos de calcio a

través de las membranas celulares'’.

La evidencia sugiere que los efectos celulares de los flavonoides pueden ser
independientes de su capacidad antioxidante, y que pueden estar mediados por la
interacciéon con proteinas especificas que desencadenan las cascadas de senalizacion
intracelular'. Sin embargo, debido a diferencias en la solubilidad en los lipidos y la
presencia de diferentes sustituciones en los d&tomos de carbono de la estructura basica de
los flavonoides, pueden tener una actividad diferente y potencial. La relacion estructura-
actividad se ha propuesto para la actividad vaso relajante’ que conlleva a un efecto
antiespasmoddico en el intestino. Los efectos antiespasmddicos se han estudiado en el

modelo del ileon de rata?.
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2.5 Espasmos intestinales

Los espasmos se definen como la contraccion involuntaria y persistente de un musculo o
grupo muscular. Los espasmos en el musculo liso intestinal se pueden originar a nivel
del Sistema Nervioso Auténomo (SNA), a partir del cual, el musculo liso puede recibir
una cantidad elevada de impulsos provocando contracciones exageradas, también a
nivel del Sistema Nervioso Entérico (SNE) son provocados por diversos cambios

quimicos y fisicos en los alrededores del tejido?!.

Muchas afecciones diferentes pueden causar espasmos intestinales acompafiado
de dolor abdominal. Las causas mas comunes que dan origen a un espasmo intestinal
son: diarrea y/o estrefiimiento, sindrome del intestino irritable, alergias o intolerancia a
medicamentos (como la intolerancia a la lactosa), intoxicacién alimentaria y

gastroenteritis virica epidémica.

2.6 Medicamentos antiespasmodicos

Los farmacos antiespasmodicos, también conocidos como espasmoliticos, son un grupo
de sustancias que previenen o interrumpen los espasmos del musculo liso intestinal. En
Meéxico son los agentes mas utilizados de manera inicial para tratar el dolor o el malestar
abdominal ocasionado por los espasmos. Los fadrmacos con efecto antiespasmddico se

clasifican en:

a) Agentes relajantes directos del musculo liso. Estos fdrmacos acttan sobre
receptores musculotropicos del musculo liso del aparato digestivo, reducen el
tono y el peristaltismo y alivian los espasmos intestinales sin afectar de forma
sustancial la motilidad gastrointestinal. A este grupo pertenecen la mebeverina,

la trimebutina y los agentes derivados de la papaverina®.

FES ZARAGOZA, UNAM
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b) Antiespasmddicos anticolinérgicos. Este subgrupo de antiespasmodicos atentia
los espasmos o contracciones en el intestino y por lo tanto tiene el potencial de
reducir el dolor abdominal. En este grupo se incluyen la butilhioscina, hioscina,
hiosciamina, levsina, dicicloverina, butilescopolamina y bromuro de cimetropio®.
Tienen afinidad por los receptores muscarinicos, pero sin actividad intrinseca, se

unen al receptor colinérgico e impiden la accion de la acetilcolina.

c) Agentes bloqueadores de los canales del calcio. Los antagonistas del calcio
relajan el intestino al prevenir la entrada de calcio en las células del musculo liso
intestinal. Dado que el calcio desencadena la cascada de sucesos que activa la
contraccion muscular, la inhibicion del calcio en las células causa relajacion
intestinal. Este grupo de medicamentos, al reducir el indice de motilidad, puede
disminuir el reflejo gastrocolico y modificar el tiempo de transito coldnico. A este
grupo pertenecen el bromuro de pinaverio, bromuro de otilonio, alverina,

fenoverina, rociverina y pirenzepina?.

d) Antiespasmodicos en combinacion. En fecha reciente se han utilizado en México
combinaciones de agentes relajantes directos de musculo liso y antagonistas del
calcio con dimeticona o simeticona, sustancias tensoactivas que disminuyen la
formacion de gas en el tracto gastrointestinal mediante una accién directa sobre la
tension superficial de las burbujas de gas, tras desintegrar dichas burbujas y
evitar su formacion, por lo que se han usado de modo adicional para mejorar la

distension abdominal relacionada y reducir la expulsion de flatos?.

Dado que el principal sitio de accion de los antiespasmodicos involucra al tracto
gastrointestinal, y en su mayoria al intestino delgado, es necesario explicar un poco

sobre su anatomia y su fisiologia.

FES ZARAGOZA, UNAM
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2.7 Anatomia y fisiologia de intestino delgado

El intestino delgado es un 6rgano tubular enrollado que se extiende desde el piloro a la
valvula ileo-cecal y que ocupa la parte central e inferior de la cavidad abdominal. Este
limitado por el intestino grueso y se divide en tres segmentos: duodeno, yeyuno e ileon?

(Fig. 4).

Duodeno

Figura 4. Anatomia del intestino delgado.

El yeyuno-ileon es la porcién movil del intestino delgado que contintia al
duodeno y termina a nivel de la valvula ileocecal, desembocando en el intestino grueso.
Se divide anatémica y funcionalmente en 2 porciones sucesivas: el yeyuno (del latin
jejuno = ayuno) y el ileon (del griego eilein= enrollado). Cumple con funciones de
secrecion, absorcion y motilidad, completando el procesado de los nutrientes. Es un
organo intraperitoneal dado que esta integramente cubierto por peritoneo visceral. Se

extiende desde el angulo de Treitz hasta la valvula ileocecal?.
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2.8 Sistema Nervioso Entérico (SNE)

La motilidad gastrointestinal es la propiedad de las paredes intestinales para contraerse
y relajarse a fin de que el contenido del intestino vaya de un lugar a otro, favoreciendo
la absorcion adecuada de nutrientes. Las estructuras involucradas para realizar esta
funcion son: el SNE (organizado en dos plexos nerviosos), las capas musculares (circular

y longitudinal); y, las células intersticiales de Cajal.

El sistema nervioso entérico (SNE) es la parte mas compleja del sistema nervioso
periférico. Esta constituido por una gran cantidad de células gliales y neuronas: 80 a 100
millones de neuronas, que son una milésima parte de las que existen en el encéfalo, pero
mayor cantidad que las que hay en la médula espinal. El SNE proviene de las células de
la cresta neural y dan origen a dos plexos nerviosos: submucoso o de Meissner; y

mientérico o de Auerbach.

La mayor parte de las neuronas involucradas en las funciones motoras del
intestino se encuentran localizadas en el plexo mientérico con algunas neuronas

aferentes primarias localizadas en el plexo de la submucosa® (Fig. 5).

El SNE, como ya se ha mencionado, estd compuesto por un gran numero de
neuronas entéricas las cuales pueden ser identificadas por su localizacién, morfologia y
funcién. Gracias a los estudios realizados en el intestino delgado de cobayo, en las
ultimas dos décadas, se ha logrado hacer una descripcion completa de los diferentes

tipos de neuronas entéricas?.
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Figura 5. Corte transversal del intestino delgado.

El SNE es un complejo sistema de neuronas y células de sostén capaces de
generar informacion, integrarla y producir una respuesta. Sin embargo, tiene
conexiones con el sistema nervioso central (SNC), lo cual crea respuestas de tipo
aferente y eferente e intercambia informacidn entre ambos sistemas. Las neuronas
aferentes envian informacion de tres tipos al SNC: el contenido quimico intraluminal, el
estado mecanico de la pared intestinal (tensidn o relajacion) y la condicion en la que se
hallan los tejidos (inflamacion, pH, frio, calor). Las neuronas eferentes transmiten
informacion del SNC al SNE. Tanto las vias aferentes como las eferentes siguen dos vias

principales: espinal y vagal (Fig 6).

El SNE esta constituido por neuronas intrinsecas aferentes primarias, también
conocidas por sus siglas en inglés, “IPANs”, las cuales se encuentran en el plexo
mientérico y el plexo de la submucosa. Estas neuronas responden a estimulos quimicos

y fisicos como la deformacion de la mucosa y la tension del musculo. Al ocurrir esto, las
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IPANs se encargan de enviar las senales necesarias al resto del sistema nervioso

entérico®.
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Figura 6. Representacion esquematica entre el SNE y el SNC.

Un segundo grupo de neuronas presentes en el intestino delgado son las
neuronas motoras. Estas neuronas se encargan de dar el estimulo final al musculo
circular para que de esta manera el intestino delgado realice los movimientos
peristalticos. Estas neuronas reciben estimulos de las neuronas intrinsecas aferentes
primarias y de las interneuronas descendientes y ascendentes. Las neuronas motoras se

proyectan en el musculo circular donde forman una red densa de nervios.

Las neuronas motoras se pueden dividir en dos grupos, las neuronas
excitatorias e inhibitorias. Los principales neurotransmisores de las neuronas motoras
excitatorias son la acetilcolina y las taquicininas, los cuales actiian directamente sobre las
células efectoras del musculo liso, células secretoras y células enddcrinas
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gastrointestinales. Estas ultimas secretan hormonas que también se encargan de la
motilidad del intestino delgado como lo son: la colecistocinina, secretina y bombesina.
Por otro lado los principales neurotransmisores de las neuronas motoras inhibitorias
son la noradrenalina, el déxido nitrico (NO), el adenosin trifosfato (ATP) y el péptido

intestinal vasoactivo (VIP), los cuales acttian directamente sobre el musculo liso.?* %

2.9 Evaluacion de la actividad antiespasmodica con preparaciones de ileon aislado de
Cobayo

Se dispone de diversos ensayos in vitro o in vivo para evaluar la actividad bioldgica de
extractos vegetales?. El modelo de ileon aislado de cobayo, es una prueba farmacologica
in vitro que fue descrita inicialmente en 1904 por Magnus?, y es utilizada, entre otras
cosas, para evaluar la actividad antiespasmoddica de diversos extractos de plantas y

farmacos.

Este ensayo se fundamenta en que las porciones superior e inferior del intestino
delgado son susceptibles a las acciones de las terminales nerviosas por diversas
sustancias y en consecuencia, es posible valorar la actividad bioldgica de compuestos
naturales o sintéticos. Los segmentos aislados de intestino de cualquier especie animal
menor, mantienen su funcionalidad de contraccién y relajacién durante horas, siempre
y cuando se mantengan las condiciones fisiologicas con una solucion que permita

realizar las funciones bioldgicas del tejido aislado?.

Para evaluar la actividad antiespasmddica, el ileon aislado de cobayo es
adecuado, debido a que la actividad espontdnea de contraccion y relajacion es
relativamente lenta si se compara con el ileon de conejo, y sus movimientos pendulares
son regulares. En un bafio de 6rganos en solucion fisioldgica y condiciones adecuadas

de pH, temperatura y oxigenacion, al poner en contacto el tejido suspendido con los
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metabolitos activos, se produce contraccion o relajacion, dependiendo de la naturaleza
quimica. El segmento de intestino al contraerse y relajarse modifica la tension mecanica
que ejerce, la que es convertida en senal eléctrica mediante un transductor de tension. La
sefal eléctrica puede ser amplificada y registrada para cuantificar los cambios en la

tension?.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La herbolaria es una de las alternativas utilizadas entre la poblacion mundial para el
tratamiento de diversas enfermedades y/o sintomas, incluyendo el dolor. En este caso,
existen diversas especies propias de nuestro pais que han sido utilizadas en la medicina
tradicional para su alivio; sin embargo, muchas de ellas se utilizan solo a través del

conocimiento empirico.

Una de las plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana para el alivio
de los espasmos producidos por algunas de las enfermedades gastrointestinales es la A.
mexicana. Algunos extractos de esta especie ya fueron probados en diversos modelos
experimentales de dolor, entre ellos, un modelo que simula los colicos intestinales
utilizando el modelo de contraccion abdominal en ratones. También, en el laboratorio,
ya se comprobo el efecto espasmolitico de los extractos de la planta completa. Con estos
resultados se ha dado sustento cientifico al uso tradicional de esta planta; sin embargo,
no se ha determinado al metabolito secundario de la planta responsable de este efecto.
Para esto se disefid este trabajo, en el cual se utiliza un modelo in vitro del ileon aislado
de cobayo precontraido y se determino el efecto de dos metabolitos de la planta sobre la
actividad contractil del tejido con el proposito de determinar cudl es el responsable del
efecto espasmolitico. Ademads, en este trabajo se pretende determinar el mecanismo de
accion por el cual el o los metabolitos de la planta pudieran estar produciendo su efecto

espasmolitico.
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4. HIPOTESIS

Si en la medicina tradicional los extractos de A. mexicana producen un efecto
antiespasmoddico, entonces la acacetina y/o el acido ursdlico, que son metabolitos
secundarios aislados de los extractos organicos del Agastache mexicana, produciran un

efecto espasmolitico en el modelo de ileon de cobayo pre-contraido con KCI.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto antiespasmodico de la acacetina y el acido ursdlico, metabolitos
secundarios aislados de los extractos organicos del Agastache mexicana en el ileon

aislado de cobayo y su posible mecanismo de accion.

5.2 Particulares

52.1. Evaluar el efecto espasmolitico de la acacetina aislada del extracto
metanolico de A. mexicana en el ileon de cobayo pre-contraido con KCl [32

mM].

5.2.2. Evaluar el efecto espasmolitico del acido ursdlico aislado del extracto de
acetato de etilo de A. mexicana en el ileon de cobayo pre-contraido con KCl

[32 mM].

5.2.3. Realizar un estudio que permita inferir el mecanismo de accién involucrado
en los efectos espasmoliticos que presentan el o los metabolitos de A.

mexicana, con el uso de diferentes bloqueadores y antagonistas.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio Experimental

El estudio in vitro permite evaluar la actividad biologica de extractos vegetales. El
modelo de ileon aislado de cobayo, es una prueba farmacologica in vitro utilizada, entre

otras cosas, para evaluar la actividad antiespasmoddica de diversos compuestos.

6.2 Poblacidon de estudio

Anillos de 2 cm de ileon obtenidos de cobayos macho de cepa Hartley, de 400 a 600

gramos adquiridos en el bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional

Autdénoma de México.

6.3 Criterios de inclusién y exclusion.

a. Criterios de inclusion:

e Tejido con una contraccion en presencia de Acetilcolina (ACh 1X10-°M)
igual o mayor a 4 gramos.

e Tejido con una contracciéon sostenida (5 min) en presencia de cloruro de
potasio (KCl 32 mM) igual o mayor a 1.5 gramos.

b. Criterios de exclusion:

* Tejido con una contraccién en presencia de Acetilcolina (ACh 1X10-°M)

menor a 4 gramos.
* Tejido con una contracciéon en presencia de cloruro de potasio (KCl 32

mM) menor a 1.5 gramos.
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6.4 Variables

a. Externas
e Temperatura
e Humedad

b. Internas
e Viabilidad del tejido
e Concentraciéon de los metabolitos secundarios
e Respuesta del tejido antes y después de la administraciéon de los

metabolitos activos

6.5 Material

6.5.1 Material bioldgico

e Cobayos macho de cepa Hartley, de 400 a 600 gramos adquiridos en el bioterio de

la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México.

6.5.2 Material de laboratorio

e Vaso de precipitado de 500ml

e Pipeta graduada de 1, 2, 5, 10ml

e Frascos de vidrio de 30ml

e Frasco ambar de vidrio de 20ml

e Frasco ambar de vidrio de 5ml

e Jeringas de vidrio de 20ml

e Jeringas de vidrio de 1ml

e Material de diseccion para microcirugia
e Caja de Petri con bafio maria

e Agujacurva
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6.5.3 Software

Poliview version 2.5 para Windows.

GraphPad InStat version 3.0 para Windows.

6.5.4 Equipo

Poligrafo Grass Modelo RPS7C8B

Recirculador con control de temperatura HAAKE E2
Balanza analitica

Cronometro

Tanque de carbogeno (95% Oz y 5% COz)

6.5.5 Reactivos

Acacetina

Papaverina

Acido ursélico

NaOH (Hidréxido de Sodio)
Agua salina

NaCl (Cloruro de Sodio)
NaHCO:s (Bicarbonato de Sodio)
KClI (Cloruro de Potasio)
MgClz (Cloruro de Magnesio)
NaH:PO: (Fosfato de Sodio)
Dextrosa

CaClz (Cloruro de Calcio)

Colina
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¢ Indometacina

e Hexametonio

e L-NAME (N (G)-nitro-L-arginina metilester)
e Azul de metileno (AM)

6.6 Métodos

6.6.1 Meétodo de Extraccion

Los metabolitos secundarios utilizados para este estudio fueron proporcionados por la
Dra. Maria Eva Gonzalez Trujano del laboratorio de Microdidlisis del Instituto Nacional

de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muniz.

Para la preparacion del extracto se siguid el siguiente procedimiento: A.
mexicana subsp. xolocotziana fue colectada en Ozumba, Estado de México en agosto de
2008. La planta fue identificada previamente por los botanicos R. Bye y E. Linares y

depositado en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia UNAM N °1121.

Las flores fueron desecadas y pulverizadas tomando un peso de 222 g las cuales se
maceraron con diferentes disolventes, el primer disolvente utilizado fue con hexano a
temperatura ambiente (22 ° C) durante 48 h el cual se repitié 3 veces, seguido por un
segundo disolvente, utilizando acetato de etilo el cual se repitié por 3 veces, y se utilizé
un tercer disolvente, metanol (3 veces). Se filtraron cada una de las maceraciones y se
concentrd a vacio para obtener un extracto crudo de hexano de color verde (3 g), el
crudo de acetato de etilo de color pardo (6.3 g), y un extracto crudo de metanol de color
marron (25.8 g). Se realiz6 el andlisis cromatografico por HPLC de los extractos de
acetato de etilo y metanol. Las longitudes de onda utilizadas para la deteccion del acido

ursdlico y acacetina fueron a 210 nm y 254 nm, respectivamente. Se determind que el
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porcentaje de la acacetina presente en la muestra es de 0.71% (1.57g) y de Acido ursélico

0.33% (0.73 g)

6.6.2 Preparacion del tejido

Se utilizaron cobayo macho de cepa Hartley, de 400 a 600 gramos con 24 h de ayuno, los
cuales se sacrificaron por dislocacion cervical. Se obtuvo un segmento de 15 cm
aproximadamente de ileon y se sometié a una limpieza que consiste en la eliminacion
del tejido conectivo y del bolo alimenticio que se encuentra en el interior del intestino.
Se cortaron anillos de 2 cm y se colocaron en una camara de drgano aislado con solucion
Krebs (NaCl [118.0 mM], NaHCOs [25 mM], KCI [4.7 mM], MgClz [1.2 mM], NaH2POs
[1.2 mM], dextrosa [11.0 mM], CaCl [2.5 mM] y colina [0.3 mM]) a 37°C y con burbujeo

de carbogeno (95% O:2y 5% CO:) para mantener las condiciones fisioldgicas.

Los segmentos se colocaron en camaras de organo aislado de 20 ml, las cuales
se encontraban conectadas a un transductor de presién que a su vez se encuentra
conectado a un poligrafo y a una computadora con el programa Polyview para permitir
el registro de la actividad del tejido. Las preparaciones se dejaran estabilizar durante 60
minutos en solucién Krebs a 37°C, con burbujeo de carbogeno y con una tension de 1
gramo. Una vez transcurrido el tiempo de estabilizacion del tejido, se administr6 a cada
segmento 0.2 mL de una solucién de acetilcolina (ACh) la cual permitira tener dentro de
la camara una concentracion de [1x10° M], de esta manera se determinara la viabilidad
del tejido para las pruebas siguientes. La respuesta ante este estimulo no fue mayor a 4
gramos de tension, por lo que no se descartd ningun tejido. Al terminar esta prueba se
realiz6 el lavado del tejido, el cual consiste en el cambio de solucion Krebs para asegurar

la ausencia de ACh en la camara.

Para cada compuesto utilizado en este proyecto, se siguieron los pasos

anteriores para la preparacion del tejido y la determinacion de la viabilidad de este.
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6.6.3 Efecto de los compuestos sobre el tejido pre-contraido con KCl.

Tras la preparacion del tejido, descrita anteriormente cada segmento de tejido fue pre-
contraido con una solucion de KCI [32mM]. Se esper¢ el tiempo necesario hasta que el
tejido alcanzo una meseta maxima estable que duro como minimo 5 min. Una vez
alcanzados los 5 minutos con una meseta estable, los diferentes metabolitos secundarios
fueron administrados a diferentes concentraciones con una n=6 (una concentracion a la

vez). Las concentraciones que se utilizaran para cada uno de ellos fueron las siguientes:

a. Acacetina [0.3, 1, 3, 10 pg/mL]
b. Acido ursdlico [50, 100, 200, 400 pg/mL]

Después de la administracion del compuesto se determind su efecto sobre el
tejido pre-contraido hasta que la tension del tejido fue estable, es decir, que la tension no
cambio (aproximadamente 5 min). Al cumplir con esto, se procedio a realizar el lavado
de cada tejido, el cual consiste en el cambio de la solucion Krebs que se encuentra en la
camara por nueva solucion. Fue necesario realizar este procedimiento 2 veces para
asegurar la eliminacion total de compuestos de la cdmara. Después de lavar el tejido, se
dejo reposar entre 15 y 20 minutos, con reperfusiéon de solucién Krebs, hasta que el
tejido recupero su actividad basal. Con esto se dio paso nuevamente a pre-contraer el
tejido para después administrar la siguiente concentracién del compuesto y repetir el

procedimiento antes descrito para cada concentracion.?: *

6.6.4 Determinacién del mecanismo de accién

Siguiendo la misma metodologia para evaluar el efecto relajante en tejido precontraido
con KCl, se determind el efecto de diferentes bloqueadores y antagonistas de las
principales vias encargadas de la contraccion y relajacion del musculo liso, frente al

efecto de los metabolitos secundarios que produzcan efecto antiespasmddico. Para esto,
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en un grupo de tejidos intactos estos se contraen con KCl [32mM]. Una vez pasados 5
min, con una meseta maxima estable, se administro el bloqueador o antagonista a

evaluar (un farmaco a la vez).

Se incubd el tejido con:

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

d. Azul de metileno [1 pM] por 10 min.

Tras haber incubado el tejido el tiempo y con las concentraciones especificadas
para cada farmaco, se administr6 a cada camara 0.2 ml de la CEso, del o los metabolitos
secundario que presente efecto antiespasmodico, se utilizaron diferentes grupos de

tejidos para cada tratamiento.

De esta manera se registrd la presencia o ausencia de un efecto relajante por
parte del compuesto. Al término de la evaluacion, se realiz6 el lavado de cada camara y
se dejo en reposo por 20 min con reperfusion de solucidon Krebs para que los segmentos
recuperen su actividad basal. Pasados los 20 min se repitié el mismo procedimiento

para cada uno de los farmacos restantes.

6.7 Analisis de datos.

En todos los casos los datos se expresaron como la media + error estindar (EE) de una
n=6 a 8 anillos. Para el andlisis de los promedios correspondientes a los diferentes
tratamientos, se aplicéd un andlisis de varianza (ANOVA) seguido por una prueba de

Dunnett para determinar la diferencia entre los tratamientos y comparar el efecto de las
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concentraciones del extracto con respecto al control. Un valor de p< 0.05 fue considerado

como una diferencia significativa.

El analisis estadistico en todos los casos se realiz6 mediante el programa

GraphPad InStat version 5.0 para Windows.
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7 RESULTADOS

7.1 Determinacion del efecto relajante de la acacetina y el acido ursdlico, metabolitos del

A. mexicana, en tejido pre-contraido con KCI

I \/chiculo
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Figura 7. Curva concentracion respuesta del efecto relajante de acacetina en el ileon de cobayo pre-
contraido con KCI [32mM]. Se utilizé como control positivo la papaverina (30 mM). Cada barra representa
la media + E.E. (n=6) de cada tratamiento. *p<0.05, (ANOVA de una via seguido por una prueba de
Dunnett).

En la Figura 7 se muestra el efecto relajante de la acacetina en el ileon de cobayo pre-
contraido con KCI (32 mM). Este efecto fue concentracién dependiente, alcanzando un
efecto maximo de 125.61 + 11.67 % a la concentracion de 10 ug/mL. El efecto de la
acacetina mostr¢ diferencia estadistica con relacion al vehiculo en las concentraciones de
1, 3y 10 ug/mL (16.83 + 9.17, 44.59 + 19.35 y 125.61 + 11.67 vs 4.85 = 1.98 %, p<0.05,
ANOVA seguida de una prueba de Dunnett). De esta manera, los resultados muestran
que la concentracion mas alta de acacetina (10 pg/mL) mostré una efectividad similar a

la de la papaverina (125.62 + 4.77 vs 119.8 + 8.70 %, ns), el control positivo utilizado en
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este modelo experimental. La papaverina es un relajante muscular bien caracterizado y
muestra la maxima capacidad de respuesta que tiene el tejido en las condiciones
experimentales utilizadas. También, con la curva concentracion respuesta de la

acacetina, se determino su CEso, que fue de 2.39 ug/mL.
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Figura 8. Curva concentracion respuesta del efecto relajante inducido por acido ursdlico en ileon de
cobayo pre-contraido con KCI [32mM]. Se utilizé6 como control positivo la papaverina (30 mM). Cada
barra representa la media + E.E. (n=6) de cada tratamiento. *p<0.05, (ANOVA de una via seguido por una

prueba de Dunnett).

En la figura 8 se muestra el efecto relajante del &cido ursélico en el tejido
precontraido con KCl (32 mM). En este caso, también el acido ursolico produjo un efecto
concentracion dependiente, en donde el efecto maximo alcanzado fue de 16.57 +6.33 % a
la concentracion de 400 pg/mL. Como se puede observar en la figura, soélo las
concentraciones de 200 y 400 ug/mL de &cido ursdlico mostraron diferencia significativa
con el grupo del vehiculo (16.04 + 6.84 y 16.57 + 6.33 vs 4.85 + 1.98%, p<0.05, ANOVA

seguida de una prueba de Dunnett). A diferencia del maximo efecto producido por la
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acacetina, el acido ursdlico no alcanz6 el efecto producido por la papaverina, el control
positivo en este modelo experimental (16.57 + 6.33 vs 119.8 + 8.70 %, p<0.05, Prueba de

Student).

Como se muestra en las curvas concentracion respuesta de la acacetina y el acido
ursodlico, el metabolito que mostré un efecto relajante con relevancia clinica es la
acacetina. Por esta razon, solo consider6é determinar el posible mecanismo de accion

involucrado en el efecto relajante de la acacetina y no del 4cido ursolico.

7.2 Determinacion del posible mecanismo de accidon del efecto relajante producido por

la acacetina.

Para tratar de determinar el posible mecanismo de accion involucrado en el efecto
relajante de la acacetina, se evalud éste en presencia de varios compuestos que
interfieren en alguno de los mecanismos involucrados con la contraccion del musculo

liso intestinal.

Para esto, se incubd el tejido con diversos compuestos y después se le adicion¢ la
concentracion de 3 pg/ml de acacetina, y se compard el efecto de la acacetina en
presencia y en ausencia del tratamiento correspondiente. Se eligio utilizar la respuesta
producida por la concentracion de acacetina de 3 ug/mL para la determinacién del
posible mecanismo de accidon porque es la concentracion cercana a la CEso de la acacetina

(2.39 pg/mL).

Como se muestra en la figura 11, el hexametonio [0.5 mM], un bloqueador
ganglionar, incrementd significativamente la respuesta relajante inducida por la

acacetina (3 pg/mL) (83.92 + 1.90 vs 65.88 + 6.0 %, p<0.05, t de student); aunque, se
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administrado de manera independiente, no alter6 el efecto contractil del KCl (0.66

+0.44%).
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Figura 9. Efecto relajante de la acacetina, metabolito del A. mexicana [3.0 ug/mL] en ausencia y presencia

de Hexametonio [0.5 mM], un bloqueador ganglionar, sobre ileon aislado de cobayo pre-contraido con

KCI [32mM]. Cada barra representa la media + E.E. (n=6) de cada tratamiento.
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Figura 10. Efecto relajante de la acacetina, metabolito del A. mexicana [3.0 ug/mL] en ausencia y presencia
de indometacina [1 uM], un inhibidor no selectivo de la cilcooxigenasa, sobre ileon aislado de cobayo pre-

contraido con KClI [32 M]. Cada barra representa la media + E.E. (n=6) de cada tratamiento.
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Por otro lado, ni la indometacina [1 uM], un inhibidor no selectivo de la ciclo-
oxigenasa; ni el L-NAME [100 puM], un inhibidor no selectivo de la sintasa de 6xido
nitrico, modificaron significativamente la respuesta relajante inducida por 3 pug/mL de
acacetina (78.71 £ 433 y 79.13 + 5.28% vs 65.88 + 6.0 %, respectivamente; p>0.05, t de
student) en el ileon de cobayo precontraido. Tampoco alteraron la respuesta contractil
inducido por el KCl, bajo las condiciones experimentales analizadas (5.78 + 3.05 y 1.22 +

1.9, respectivamente) (Figs. 10 y 11).
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Figura 11. Efecto relajante de la acacetina, metabolito del A. mexicana [3.0 pg/mL] en ausencia y presencia
de L-NAME [100 uM], un inhibidor de la sintasa de 6xido nitrico, sobre ileon aislado de cobayo pre-
contraido con KCI [32mM]. Cada barra representa la media + E.E. (n=6) de cada tratamiento.

Finalmente, el azul de metileno [1 pM], un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble,
disminuy6 en casi un 90% el efecto relajante de la acacetina; pero no alterd el efecto
contractil del KCI. El efecto relajante de la acacetina en ausencia y en presencia del azul

de metileno mostrd una diferencia significativa (65.88 + 0.50 vs 7.76 + 1.53%, p<0.05, t de

student) (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto relajante de la acacetina, metabolito del A. mexicana [3.0 pg/mL] en ausencia y presencia
de azul de metileno [1 uM], un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble ileon aislado de cobayo pre-

contraido con KCI [32mM]. Cada barra representa la media + E.E. (n=6) de cada tratamiento.
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8 DISCUSION

8.1 Efecto relajante de la acacetina y el Acido ursélico

La A. mexicana ssp. xolocotziana, como ya se habia mencionado anteriormente, es una
planta muy popular en México que ha sido utilizada en la medicina tradicional para el
tratamiento de diversos padecimientos gastrointestinales, cardiovasculares y
nerviosos®32. En un estudio previo® se determind que el extracto metandlico de esta
planta produce un efecto espasmolitico, sustentando asi su uso tradicional en
padecimientos gastrointestinales. El objetivo de este estudio fue determinar cudl de los
metabolitos de la planta es el responsable de su efecto espasmolitico, por lo que se

decidi6 estudiar a dos de ellos.

La acacetina y el acido ursdlico son los metabolitos mds abundantes de los
extractos metanolico y de acetato de etilo, respectivamente, del A. mexicana ssp
xolocotziana 3*. En un estudio de HPLC se determind que se encuentran 14.9 mg de
acacetina y 130.7 ug de acido ursolico por cada gramo del extracto correspondiente de la
planta. Ademads, se determind que estos metabolitos son los responsables del efecto
antinociceptivo inducido por sus respectivos extractos en un modelo de estiramiento

abdominal34.

Los resultados del presente estudio muestran que tanto la acacetina como el
acido ursolico producen un efecto espasmolitico en el ileon de cobayo precontraido con
KC], pero el efecto espasmolitico de la acacetina fue mucho mas pronunciado, por lo que
podemos sugerir que éste es el metabolito responsable del efecto espasmolitico inducido
por la A. mexicana ssp xolocotziana. Ademas, el efecto espasmolitico inducido por la
acacetina en este estudio (125.62 + 4.77 %), fue casi 50 % mayor que el inducido por el

extracto metanolico de la planta (83.55 + 6.38 %, determinado previamente®; sugiriendo
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que en el extracto metandlico de A. mexicana ssp xolocotziana, ademads de la acacetina,

contiene compuestos que contrarrestan el efecto espasmolitico inducido por la acacetina.

El modelo utilizado en este estudio para determinar el efecto espasmolitico de
los metabolitos de la planta estudiada fue el del ileon de cobayo precontraido con KCl,
en el cual, el efecto relajante se interpreta como efecto espasmolitico. Este protocolo ha
sido utilizado en diversos estudios para evaluar el efecto relajante o espasmolitico de
diversos compuestos y/o extractos naturales 3 %, Este se basa en la despolarizacién de
las fibras musculares que produce el incremento de potasio y lleva a la apertura de
canales de Ca? tipo L voltaje dependientes. Por este mecanismo se induce un
incremento de la concentracion intracelular de calcio, que activa a la cinasa de las
cadenas ligeras de miosina causando, finalmente, una contraccion sostenida. En el caso
del ileon aislado de cobayo, la méxima contraccion se alcanza en aproximadamente 2
min y se mantiene por mas de 30 min. La papaverina es el control positivo utilizado
tipicamente en este tipo de estudios por ser un agente espasmolitico bien caracterizado.
Su efecto se atribuye a su capacidad de inhibir a la fosfodiesterasa de AMPc y al bloqueo
que ejerce sobre los canales de calcio, disminuyendo asi, el calcio intracelular y
consecuentemente la contraccion muscular®. La respuesta del tejido a la papaverina nos
permite evaluar la relajacion maxima que puede producirse en el tejido en nuestras
condiciones experimentales, ademds de comparar su efecto con el producido por los
compuestos estudiados. De acuerdo a los resultados obtenidos, la acacetina produce el
efecto maximo posible en este modelo experimental, ya que el porcentaje de relajacion

que produce es similar al de la papaverina, el control positivo.
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8.2 Andlisis del mecanismo de accion del efecto relajante inducido por la acacetina.

Una vez determinado que el efecto espasmolitico de la acacetina fue de mayor
intensidad que el del acido ursdlico se realizé un estudio para tratar de elucidar su
posible mecanismo de accion. Para esto se utilizaron bloqueadores e inhibidores de
algunas de las principales vias involucradas en la relajacion del musculo liso sobre el
efecto espasmolitico inducido por 3 ug/mL de acacetina. Esta concentracion de acacetina

se selecciono por ser cercana a la CEs0 determinada previamente.

Primero se incubd el tejido con hexametonio, un bloqueador neuromuscular,
para deteminar si el efecto relajante de la acacetina involucraba la inhibicion de la
liberacion de neurotransmisores desde las terminales nerviosas del sistema entérico. Los
resultados indican que el efecto relajante de la acacetina parece ser independiente de
este mecanismo ya que el hexametonio incrementd su efecto relajante en lugar de

disminuirlo.

Esto se debe a que la acacetina induce la relajacion del tejido precontraido con
KCl y se sabe que el potasio induce contraccion por mecanismos independientes de las
terminales nerviosas, es decir, por activacion de canales de calcio voltaje dependientes y
el consecuente incremento intracelular de calcio. Por otro lado, se sabe que el
hexametonio disminuye la contraccién muscular por ser un bloqueador neuromuscular
e impedir la liberacion de acetilcolina desde las terminales nerviosas; ya que la
acetilcolina activa a los receptores muscarinicos (Ms) del musculo liso produciendo
contraccion muscular. La activacion de los receptores Ms activan a una proteina Gq que
produce la hidrolisis del fosfatidilinositol difosfato por la fosfolipasa C, y genera el
segundo mensajero trifosfato de inositol (IPs). El1 IPs actia en sus receptores del reticulo
sarcoplasmico produciendo un incremento de la concentracion citosodlica de Ca? debido

a su salida del reticulo sarcopldsmico. E1 Ca* se une a la calmodulina y se fosforila a la
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miosina de cadena corta (MLCK) generando que esta se desplace entre los filamentos de
actina, produciendo, finalmente, la contraccion de las fibras musculares del musculo
liso?. Por lo tanto, si la respuesta relajante producida por la acacetina en este estudio
involucrara la liberacion de neurotransmisores desde las terminales nerviosas del
sistema entérico, el pretratamiento con el hexametonio hubiera mostrado una
disminucion en su efecto, y no un incremento. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en el estudio del mecanismo de accién del extracto metanolico de la A.
mexicana ssp xolocoxian 3 en donde el hexametonio también increment6 el efecto

relajante del extracto.

Por otro lado, en varios estudios se ha demostrado que las prostaglandinas
PGEz, PGD: y PGL, estimulan las terminales colinérgicas de las neuronas del sistema
entérico generando la liberacion de acetilcolina y produciendo un aumento en la
tonicidad del ileon de cobayo®. Por lo que, como parte de este estudio, se analizo la
posible participacion de las prostaglandinas sobre el efecto relajante producido por la
acacetina. Para esto se utilizo la indometacina, un inhibidor no selectivo de la
ciclooxigenasa que bloquea la sintesis de prostaglandinas a partir del 4acido
araquidonico. Si el efecto relajante de la acacetina se debiera a una disminucién en la
sintesis de prostaglandinas, su efecto se veria alterado por la administracién previa de
indometacina a una concentracion de 1 uM, concentracion suficiente para bloquear la
sintesis de prostaglandinas en el sistema utilizado? %. Los resultados de este estudio
mostraron que la indometacina no modifico el efecto del extracto, sugiriendo que el

efecto antiespasmddico no se debe a la inhibicién de la produccién de prostaglandinas.

Finalmente, uno de los neurotransmisores importantes en el sistema
gastrointestinal que induce relajacion de la musculatura lisa es el 6xido nitrico (NO), por
lo que decidimos averiguar si el efecto relajante de la acacetina se debe a la liberacion de

NO. El NO es un importante mensajero intra e inter celular que se encuentra en todo el

FES ZARAGOZA, UNAM
44



organismo y se sintetiza a partir de L-arginina por la accion de la enzima oxido nitrico
sintetasa (NOS) (Furfine y cols, 1993). El NO activa a la guanilato ciclasa, la enzima
encargada de la sintesis del guanosin monofosfato ciclico (GMPc), induciendo un
aumento en la concentracion intracelular de GMPc. Este segundo mensajero, actiia a
través de diversas protein cinasa reduciendo la concentracion de calcio intracelular,
disminuyendo asi, la contraccion muscular y favoreciendo la relajacion.?”” ¥ Entre las
herramientas farmacolodgicas mas utilizadas para demostrar la participacion de la via del
NO-GMPc en cualquier sistema se encuentra el metil ester L-nitro arginina (L-NAME),
un inhibidor no selectivo de la NOS que actiia como sustrato competitivo de la L-
arginina. De esta manera, si el efecto relajante de la acacetina se debiera a que estimulara
la via del NO-GMP, el pretratamiento de los tejidos con L-NAME, mostraria una
disminucién en su efecto relajante. Los resultados de este estudio muestran que el pre
tratamiento del tejido con L-NAME no alter6 el efecto espasmolitico de la acacetina,
sugiriendo que su efecto relajante no se debe a la activacion de la via del NO-GMPc.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en un estudio previo con el extracto
metanolico de A. mexicana ssp. xolocotziana en donde el L-NAME tampoco alterd el

efecto espasmolitico del extracto®.

Sin embargo, a pesar de que aparentemente la via del NO-GMPc no participa en
el efecto de la acacetina, el pretratamiento del tejido con azul de metileno, un inhibidor
de la guanilato ciclasa soluble®, disminuy¢ el efecto relajante inducido por la acacetina
en nuestras condiciones experimentales. Es importante mencionar que el azul de
metileno no impide la sintesis de NO, pero si la del GMPc, el segundo mensajero final

responsable del efecto relajante.

Estos resultados siguieren que quiza el NO produzca un efecto relajante por un
mecanismo independiente de la sintesis de GMPc, aunque seria necesario realizar mas

experimentos para determinar si esto es posible. Las evidencias indican que existen dos
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grandes vias de accion del 6xido nitrico; una de ellas implica la unién a la enzima
guanilato ciclasa soluble® % (GCs); y la otra, implica la accion directa del dxido nitrico

sobre proteinas, nitrosilandolas.
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9 CONCLUSIONES

En resumen, de los dos metabolitos secundarios de la A. mexicana estudiados en este
trabajo, solo uno de ellos, la acacetina, mostr6 un efecto espasmolitico (antiespasmodico)
importante; incluso, con la acacetina se alcanza una eficacia superior que con el extracto
metanolico de la planta completa. Esto sugiere que la planta puede contener algunos

compuestos que inhiben parte de su efecto espasmolitico, aunque de manera parcial.

Ademas, parece que la acacetina induce su efecto espasmolitico activando a la
via del 6xido nitrico a través de un mecanismo independiente de la sintesis de GMPc,

aunque seria necesario realizar mds experimentos para determinar si esto es posible.
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10 PERSPECTIVAS

Dado que la actividad antiespasmodica de la acacetina, metabolito secundario de la A.
mexicana, es mayor a la del extracto metanolico de la planta, consideramos necesario
realizar estudios de efectos adversos y toxicidad del metabolito aislado, con el proposito
de considerar su sintesis o aislamiento y asi obtener un medicamento fitoterapéutico
contra los espasmos intestinales y poder ofrecer una alternativa terapéutica en la

practica clinica.

Ademas de los estudios propuestos, es necesario comparar su efecto con los
farmacos existentes para valorar el costo-beneficio de su produccion y utilizacion en el

ambito clinico.
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