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1. MARCO TEORICO

1.1. Motilidad gastrointestinal

La motilidad gastrointestinal es la accion fisioldgica del aparato digestivo que,
a través de la peristalsis, se encarga de desplazar el contenido alimenticio a través
de todo el tracto gastrointestinal. El transporte del alimento permite la absorcion de
nutrientes, la cual se produce basicamente en el intestino delgado (Ajaj y cols.,
2004).

La peristalsis involucra una serie de contracciones y relajaciones
musculares coordinadas, que transportan los alimentos a las diferentes partes del
organismo involucradas en el procesamiento del bolo alimenticio. El proceso de
peristalsis comienza en el eséfago cuando el bolo alimenticio es tragado. Los
movimientos del muasculo liso del esoéfago llevan el alimento hasta el estbmago,
donde permanece en movimiento hasta convertirse en una mezcla liquida llamada
quimo. El quimo se transporta a través del intestino delgado, en donde la mayoria
de los nutrientes son absorbidos hacia el torrente sanguineo a través de las paredes
del intestino delgado. El contenido alimenticio que llega al intestino grueso como
alimentos no digeridos es separado del agua que entonces es absorbida.
Finalmente, los desechos restantes son excretados a través de las heces fecales
por el recto (Ajaj y cols., 2004).

1.1.1. Intestino delgado y peristalsis.

El intestino delgado, que es donde se lleva a cabo la absorcion de
nutrientes, es un tubo que mide entre 7 y 9 m de largo y es la parte del sistema
digestivo que conecta al estbmago con el intestino grueso. Se divide en tres
segmentos: duodeno, yeyuno e ileon, y se caracteriza por la presencia de
numerosos pliegues (vellosidades y microvellosidades) que aumentan la superficie

de absorcion (Figura 1); ademas de glandulas secretoras (Fuentes y cols., 1998).
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Figura 1. Integracion anatomica intestinal.

En el intestino delgado se produce la peristalsis intestinal gracias a la accion
de diversos compuestos sobre las capas musculares del masculo liso en donde se
integra la actividad de mdltiples células, incluidas las neuronas entéricas y células
gliales, que forman el circuito intrinseco del Sistema Nervioso Entérico (SNE)

(Viswanathan y cols., 2009).

1.1.2. Sistema nervioso entérico (SNE)

El SNE se encuentra constituido por una gran cantidad de células gliales y
diversos tipos de neuronas, que se clasifican como neuronas aferentes intrinsecas
primarias, neuronas eferentes o motoras e interneuronas; que son las encargadas
de detectar, inervar e integrar la informacién generada por estimulos mecanicos y
quimicos (Romero-Trujillo y cols., 2012) para enviarla a las capas musculares del
intestino e inducir una respuesta mecanica.

El SNE esta organizado en 2 plexos ganglionares, el plexo submucoso (o
de Meissner) localizado entre la capa del musculo circular y la mucosa; y el plexo
mientérico (o de Auerbach), situado entre la capa de musculo longitudinal y el
musculo circular. El primero se encarga de la regulacion de funciones de digestion
y absorcién; mientras que el segundo, de la coordinacion de la actividad contractil

de las capas musculares (Figura 2) (Hao y cols., 2016).
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Figura 2. Conformacion anatomica del intestino delgado.

1.1.3. Mdusculo liso intestinal

El musculo liso intestinal es un tejido excitable, cuyas membranas celulares
generan gradientes electroquimicos responsables del almacenamiento y liberacion
de corrientes eléctricas, del flujo de iones, y de la capacidad de relajacion y

contraccion (Sernka y Jacobson, 1982).

Este se compone de laminas de células fusiformes alargadas con finos
extremos que forman las fibras musculares. Las células musculares lisas se
encuentran interconectadas por uniones de hendidura a las que se les conoce como
“uniones gap”, que son el medio por el cual se transmite la senal que produce la
contraccion.

La coordinacién de su actividad contractil (motilidad) se basa en factores
quimicos y neuroldgicos, que proveen vinculos de comunicacion que regulan la

contraccion (Bouras y Scolapio, 2004).

1.1.4. Mecanismo de contraccion muscular del musculo liso intestinal

La contraccion muscular se lleva a cabo por un mecanismo un tanto
complejo y difiere en cada tipo de musculo. En el muasculo liso solo existen

filamentos de actina y miosina, proteinas involucradas en la contraccion muscular;




mientras que, en el musculo esquelético también esta presente la troponina, lo cual
marca algunas diferencias en la cascada de eventos que inducen la contraccién. En
este trabajo solo describiremos el mecanismo contractil del musculo liso, porque es

el tejido que utilizaremos.

La contraccion del musculo liso se produce por un aumento en la
concentracion de iones de Ca*? en el citoplasma intracelular, consecuente a un
impulso eléctrico (como el movimiento peristaltico), una despolarizacion eléctrica
(por liberacion de neurotransmisores del SNE), o por estimulos quimicos (como las
producidas por angiotensina Il, vasopresina o el tromboxano Az, que actian sobre
receptores de membrana) (Pawlina y Ross, 2008). El Ca*? se une a una proteina
llamada calmodulina (CaM) a través de una reaccion que requiere la liberacion de
un fosfato inorganico que contiene en su estructura. El complejo Ca*2-CaM
interacciona con la cinasa de la cadena ligera de miosina; enzima encargada de
fosforilar a la miosina para activarla (MLCK, por sus siglas en inglés). Una unidad
de la cadena ligera de miosina (MLC, por sus siglas en inglés), en su estado activado,
se une con la cadena de actina de manera momentanea. Este proceso se vuele
repetitivo haciendo que ambos filamentos (actina y miosina) avancen produciendo

la contraccion muscular (Figura 3).

Almacenes Ca2* + CaM CaM — Ca?* + MLCK

Intracelulares

Contraccion actina + miosina-P miosina + ATP
Fosfatasa Pi

Figura 3. Mecanismo de contraccion del musculo liso intestinal.

Cuando la concentracion intraceluar de Ca*? disminuye, se inhibe el proceso
de contraccion. En este proceso, la fosforilacion de la MLC se detiene a través de

una enzima llamada miosina fosfatasa, que se encuentra en el citosol de la célula'y




promueve la liberacién del fosfato que esta unido a la MLC, haciendo que regrese
a su estado basal, finalizando la contraccion (Figura 4) (Guyton y Hall, 2006).
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1.2. Espasmos intestinales

De manera natural, existe un equilibrio entre la respuesta contractil y relajante
del musculo liso intestinal para llevar a cabo las funciones del intestino; sin embargo,
cuando se pierde este equilibrio y la intensidad, duracion y/o frecuencia de las
contracciones se incrementan, se produce un espasmo. Bajo estas circunstancias,
los espasmos pueden provocar diversos trastornos clinicos que se manifiestan con

dolor abdominal, diarrea y/o estrefiimiento (Chaitow y Walter, 2006).

Varias condiciones clinicas se caracterizan por inducir espasmos intestinales,
como el sindrome del intestino irritable y la dispepsia funcional (Ajaj y cols., 2004).
Sin duda, los espasmos intestinales y los trastornos gastrointestinales que provocan
estas patologias son un sintoma de alerta del organismo que indica que algo no
estd bien. En este sentido se tiene que acudir al médico para determinar con

precision la patologia que induce los espasmos e indique el tratamiento adecuado,




al mismo tiempo que tratan los sintomas clinicos como el dolor intestinal con

espasmoliticos.

1.2.1 Tratamiento farmacoldgico paralos espasmos

Los antiespasmodicos o espasmoliticos, son un grupo de farmacos que
disminuyen la intensidad, frecuencia y/o duracion de los espasmos musculares que

provocan dolor en diversas patologias que involucran al sistema gastrointestinal.
Estos se clasifican en varios grupos de acuerdo a su mecanismo de accion:

- Agentes relajantes directos del musculo liso (en donde se encuentra la
mebeverina y agentes derivados de la papaverina), estos actian sobre las
miofibrillas del musculo liso del aparato digestivo bloqueando canales (ya sea
de Ca?", K* o Na') y/o inhiben vias (como la fosfodiesterasa) sin la
intervencidn del SNA, reducen el tono y el peristaltismo, y alivian los
espasmos sin afectar de forma sustancial a la motilidad gastrointestinal.

- Anticolinérgicos (como butilhioscina, hioscina, levocina, entre otros), que
atenuan los espasmos por bloqueo competitivo de receptores muscarinicos,
y tienen el potencial de reducir el dolor abdominal.

- Agentes bloqueadores de canales de calcio (como bromuro de pinaverio,
alverina, pirenzepina, etc.), que relajan el intestino al prevenir la entrada de

Ca?* en las células del musculo liso intestinal (Hani, 2014).
El mas utilizado a nivel clinico es la BUTILHIOSCINA.

Otra alternativa para el tratamiento de los espasmos intestinales es el uso de
las plantas medicinales. En la medicina tradicional mexicana se cuenta con diversas
plantas que se utilizan como antiespasmaodicos y de las cuales ya se cuenta con
evidencia cientifica que sustenta su uso. El grupo de investigacion del laboratorio
de Desarrollo de medicamentos del Departamento de Farmacologia de la Facultad
de Medicina de la UNAM ha demostrado el efecto espasmolitico de diversas plantas
mexicanas, entre ellas encontramos al extracto acuoso de la Tagetes erecta

(Cordova, 2015), el extracto metandlico de la  Agastache mexicana ssp.

e
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xolocotziana, (Ramirez, 2014), y los extractos etandlicos de Rosmarinus officinalis
L. (Ventura-Martinez y cols., 2011) y de Annona diversifolia (Jiménez, 2015), todos

éstos estudios han sido realizados utilizando el modelo de ileon aislado de cobayo.
1.3. Modelo de ileon aislado de cobayo

El cobayo es una especie denominada como “no roedora” (Figura 5) y su
ileon se emplea frecuentemente para la evaluacion de la actividad contractil o
relajante del musculo liso intestinal. Este modelo se utiliza como referencia ya que
posee una gran similitud con los seres humanos en cuanto a fisiologia de la
contraccion intestinal (Eddinger y cols., 2016). Es considerado uno de los mas
importantes métodos in vitro que se utilizan en estudios farmacolégicos para evaluar
actividad contréctil, relajante y/o la elucidacién de posibles mecanismos de accion
responsables de estos efectos. Su utilidad se basa en que es una preparacion
simple y facil de manejar que conduce a resultados reproducibles (Ramirez y cols.,
2007).

En este modelo se pueden inducir las contracciones musculares a través de
la estimulacion quimica con diversos compuestos como cloruro de potasio (KCI),
acetilcolina (ACh), angiotensina, acido araquidénico, bradicinina, histamina,
prostaglandina E, serotonina y sustancia P; y/o por estimulacién eléctrica, ya que
induce la liberacion de diversos neurotransmisores desde las neuronas mientéricas.
Este modelo es usado para la evaluacion de actividad espasmolitica y/o
espasmogénica de diversos compuestos 0 extractos derivados de plantas
medicinales (Samuelssson, 1991) y se compone de camaras de érgano aislado,
para colocar los tejidos; un poligrafo, que registra las contracciones; y un Sofware,

gue captura las contracciones del tejido (Figura 6).
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Figura 5. Cobayo como
especie experimental.

Figura 6. Modelo de 6rgano aislado
[Utilizado en el laboratorio de
Desarrollo de  Medicamentos,
Departamento de Farmacologia,
Facultad de Medicina. UNAM].

1.4. Plantas medicinales

Algunas especies de plantas han sido utilizadas desde el comienzo de la
humanidad por su efecto terapéutico, y su conocimiento ha sido transferido de
generacion en generacion, por esta razon se han vuelto la base para el tratamiento
de diversas afecciones y en el mantenimiento de la salud en varios paises del

mundo (Marques y cols., 2015).

En paises desarrollados se ha registrado el aumento de su uso, un ejemplo
de esto es visto en Europa, donde se calcula alrededor de 100 millones de usuarios
y se estima que son muchos mas en el resto de los continentes (Serrano y cols.,
2003). El uso popular de las plantas medicinales, en la mayoria de los casos, esta
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relacionado con aspectos culturales y conocimientos empiricos mas que con su
efectividad; esto aunado al costo elevado de los medicamentos alopaticos, la
carencia de servicios médicos en ciertas zonas del mundo, asi como la atencién
farmacéutica, y la tendencia generalizada a creer que los productos naturales son

opciones seguras y saludables (Palmay cols., 2015); favorecen su uso.

Lo anterior no es necesariamente cierto para todas las plantas, y mucho
menos cuando se combinan con tratamientos alopaticos. Los efectos adversos
pueden ser producto de su uso irracional, asi como al desconocimiento de su
informacion en materia de seguridad y eficacia. Por eso, la Organizacion Mundial
de la Salud recomienda usar remedios herbolarios, pero respaldandolos con
informacion confiable que garantice su seguridad y eficacia (Serrano y cols., 2003;
Palma y cols., 2015). Ademas, las plantas medicinales tienen una enorme
importancia en la investigacion farmacoldgica y el desarrollo de medicamentos, no
solo por los metabolitos con actividad terapéutica que integran su composicion
guimica, sino porque estos también son la base de la sintesis de nuevos farmacos
(Lopez y Cainiellas, 2012). Una sola planta puede contener varios metabolitos con
actividad terapéutica, lo que nos indica la complejidad y riqueza bioquimica que

existe en ellas (Ocegueda y cols., 2005).
1.4.1. Plantas medicinales en México

En México, se tiene conocimiento de la medicina tradicional desde tiempos
prehispanicos debido a nuestra diversidad cultural y étnica (Villarreal-lbarra y cols.,
2015), los jardines eran muy importantes debido a que se reconocia el valor de cada

planta (Quintero-Romanillo y cols., 2014).

En nuestro pais existen aproximadamente 4,000 especies de plantas a las que
se les atribuyen propiedades curativas, esto equivale al 15% de la flora total del pais;
y de éstas, solo el 5% tiene por lo menos una actividad terapéutica comprobada por

estudios cientificos de algunos de sus principios activos (Ocegueda y cols., 2005).

Entre los usos en la medicina tradicional que se estudian de algunas plantas

mexicanas por diversos grupos de investigacién, se encuentra su uso como

e
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espasmoliticos. Uno de los géneros utilizados en la medicina tradicional para éste
propésito es la Tagetes, que se encuentra clasificada dentro de la familia
Asteraceae, a la cual pertenecen 36 especies de las cuales T. erecta, T. petulay T.
minuta son de las especies mas usadas por sus propiedades analgésicas,
antisépticas y diuréticas, entre otras (Singh y cols., 2016). Recientemente, en
nuestro laboratorio se determiné con el extracto acuoso de la T. erecta que posee
actividad espasmolitica (Cordova, 2015); sin embargo, no tenemos evidencia que
indiqgue que la T. lucida, otra especie de este género, produce el mismo efecto

farmacoldégico.
1.4.2. Tagetes lucida Cav.

La Tagetes lucida, comunmente conocida como “pericon”; pertenece a la familia
Asteraceae y se cultiva como planta ornamental y como especia para preservar la
carne o darle sabor a los elotes durante el cocimiento (Figura 7). Se ha utilizado en
la medicina tradicional en el alivio de trastornos digestivos (dolores de estémago),
diarrea, disenteria, empacho, tifoidea y vémito. Otros nombre con los que se le
puede identificar son: santamaria, anisillo, atagote, cedron, flor de xuchitl, hierbanis,
hierba anis, hierba de nubes, hierba santa, Santa Maria de jardin, tatalencho, jericon,
pericobn vomol, curchucumin, falso hipericén, flor de Santa Maria, hierba aifiil,

periquillo, yerbanis y amarillo espiritado (Jiménez, 2013).
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Figura 7. Imagen de Tagetes lucida Cav. Tomada de: Biblioteca Digital de la Medicina tradicional
mexicana:http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?|=3&t=pericon&id=80
02

1.4.2.1. Caracteristicas morfologicas.

La T. lucida es una planta herbacea perenne de 30 cm a 1 m de altura, muy
ramificada de tipo aromatica (tiene un fuerte olor anisado al estrujarse) (Garcia-
Sanchez y cols., 2012). Sus tallos son erectos, las hojas son opuestas simples,
sésiles, de base connada, lanceoladas, agudas o atenuadas en el apice, el margen
es finamente serrulado con numerosas glandulas. Las flores son liguladas en
namero de 3 a 4, las ligulas son de color amarillo intenso, brillante. Las flores del
disco se disponen en niumero de 5 a 8, las corolas son amarillas y estrechamente
tubulares, infundibuliformes y glabras. Los estambres son exertos y sus ramas
estilares son de 1.5 a 2.0 mm de largo. Las flores liguladas y las tubulosas tienen
papus. Los aquenios son de 5.0 a 6.0 mm de largo (Figura 8) (Martinez y cols.,
2013).

1.4.2.2. Distribucién

La T. lucida es originaria de México, Guatemala y Honduras (Olvera, 2007).

Crece de manera silvestre en lugares con clima templado himedo a subtropical

EEE————
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http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?l=3&t=pericón&id=8002
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?l=3&t=pericón&id=8002

templado muy himedo con lluvias en verano, a un rango de altitud de entre 1000 y
2600 metros sobre el nivel del mar, a una temperatura promedio de 15y 20°C; en
suelos franco, franco arenosos con suficiente materia organica y de textura arcillosa
(Acosta y cols., 2010).

Figura 8. Morfologia de una hoja de Tagetes lucida Cav.

Es comun encontrarla en terrenos de cultivo abandonado o cerca de milpas;
Y, en ocasiones ocupa las partes altas de las laderas y montafias en bosques de
encino, pino, mixto y de junipero (Olvera, 2007).

1.4.2.3. Aspectos histéricos de su uso en la medicina tradicional

En el Cdbdice Florentino se menciona que esta planta sobresale por su
caracteristico olor a anis (Broda y Ramirez, 2004) y se utilizaba en rituales religiosos
especialmente en ofrendas a deidades de la lluvia en la fiesta de Atlacahualo (Ortiz,

1980). Se menciona que era utilizada por los indigenas Nahuatl y Huicholes para
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“embrutecer” los sentidos de las victimas de sus sacrificios humanos y como un
psicotropico cuando se fumaba mezclado con Nicotina rustica (Tabora y cols., 1984).
En el escrito “Historia de las Plantas de Nueva Espafa”, se menciona a esta planta
con el nombre de Yauhtli (Flor de ofrenda) o hierba de las nubes (Figura 9), ya que

sus flores estan agrupadas en el extremo superior de la planta (Herndndez, 1943).

Figura 9. llustracién de
Tagetes lucida Cav. del
escrito “Historia de las
Plantas de Ila Nueva
Espana”.

En este escrito se mencionan algunos usos medicinales que se le atribuyen al
administrarse en diferentes formas de preparacion, un fragmento se muestra a

continuacion:

“Cura las Ulceras, evacua la orina, estimula las reglas, provoca el aborto, y atrae los
fetos muertos, es favorable al pecho, alivia la tos, quita la flatulencia, estrifie el
vientre demasiado suelto, corrige el mal aliento, aumenta la leche, combate los
venenos, estimula el apetito venéreo, quita el dolor de cabeza, alivia a los dementes
y a los espantados y atontados por el rayo, contiene el flujo de sangre, apaga la sed
de los hidrépicos, aleja los frios de las fiebres, repara las venas rotas, alivia el flujo
excesivo de la nariz, sana los oidos enfermos, resuelve los tumores, calienta el
estbmago y cura el empacho. Arroja las piedrecillas de los rifilones y de la vejiga,

adelgaza los humores, contiene el vomito, cria pus, sana las Ulceras, aprovecha al
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Utero, destierra las chinches, quita las jaquecas, sana el salpullido y las erupciones”
(Hernandez, 1943).

A inicios del siglo XVIII, Juan de Esteyneffer usa T. lucida en cocimiento para
almorranas y para la detencién de la orina, mal de madre y otros malestares
(Esteyneffer, 1978). En el siglo XX, Maximino Martinez la describe con propiedades
antidisentéricas, antiespasmadicas, antipaludicas, para tratamiento de caquexia y
gastroenteritis; también como carminativo, diaforético, diurético, emético y relajante
(Martinez, 1969). Por ultimo, la Sociedad Farmacéutica de México la considera una
planta con propiedades antipalidicas, antiparasitarias y como emenagogo
(SSAFNEUM, 1952).

1.4.2.4. Analisis fitoquimico

En la literatura se encuentran diversos estudios sobre la identificacion de la
composicion quimica de los extractos de T. lucida. De esta manera, se establece
gue los metabolitos varian dependiendo del extracto evaluado, ya que se obtienen

con diferentes solventes en funcion de su polaridad.

En el analisis del extracto metandlico de las partes aéreas de la planta,
Castafieda y cols. (2013) identificaron algunos fenilpropanoides (&cido
protocatecuico y clorogénico); y algunos flavonoides (apigenina y quercetina).
Céspedes y cols. (2006) aislé diversas cumarinas como: umbeliferona, escoparona,
esculetina, herniarina, escopoletina, 6-hidroxi-7-metoxicumarina y 7,8-
dihidrocumarina; asi como algunos flavonoides como patuletina, quercetagetina y
quercetina. Otro reporte de Bonilla-Jaime y cols. (2015) determiné la presencia de

quercetina.

El andlisis del extracto n-butandlico, otro extracto con caracter polar, también
se han encontrado derivados de quercetina, fenilpropanoides y un derivado de

cumarina, la 7-metoxicumarina (Aquino y cols., 2002).

Con relacién al analisis de un extracto no polar (hexano: acetato de etilo, 80:20)
se encontraron 2 derivados de cumarinas (Mejia-Barajas y cols., 2011), y en del

aceite esencial se identificaron hidrocarburos, asi como algunos terpenos (estragol,

e
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linalol, clavicol y eugenol, entre otros) (Smith y cols., 2014; Regalado y cols., 2011;
Mufioz-Acevedo y cols., 2009).

1.4.2.5. Propiedades biol6gicas y farmacologicas

En la actualidad, varios investigadores se han enfocado en estudiar, a traves
de experimentos controlados, las actividades farmacolégicas de la T. lucida. De esta
manera, se reportd que el extracto metandlico tiene actividad antioxidante (Aquino
y cols., 2002; Mufioz-Acevedo y cols., 2009), nematicida (Elsayed y cols., 2015) y
larvicida (Smith y cols., 2014); el extracto etandlico/metandlico tiene actividad
antibiética sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y pyogenes
(Céceres y cols., 1991; Damian-Badillo y cols., 2008; Elsayed y cols., 2015); y el
extracto de acetato de etilo, contra Shigella boydii, Staphylococcus aureus y
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Sarcina lutea y cepas de
Vibrio cholerae (Hernandez y cols., 2006; Regalado y Fernandez, 2011). También,
el extracto etandlico/acuoso de las hojas (Mejia-Barajas y cols., 2011) y el aceite
esencial tienen propiedades antifingicas contra Candida albicans (Céarceresy cols.,
1991, Elsayed y cols., 2015), Trichophyton Mentagrophytes y Rhizoctonia solani
(Cespedes y cols., 2006).

Con relacion al extracto acuoso, que es el que se utilizara en este estudio, se
ha demostrado que produce hipotensién ortostatica (Cambar cols., 1984); se utiliza
como plaguicida natural (Villavicencio-Nieto y Pérez-Escandén, 2010), y se ha
reportado su posible efecto toxico en testiculo y esperma de rata (Garcia y cols.,
2015). También ha mostrado actividad sobre el SNC, produciendo efectos
antidepresivos, ansioliticos y sedantes (Bonilla-Jaime y cols., 2015; Pérez-Ortega y
cols., 2016); sin embargo, no ha sido explorado a detalle su efecto sobre los
trastornos gastrointestinales, que es uno de sus usos en la medicina tradicional
mexicana (Pérez-Ortegay cols., 2016), s6lo existe un reporte que muestra su efecto

relajante sobre el musculo liso de Utero de rata (Jayme y cols., 1998).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tagetes lucida Cav. o Pericon es una planta de uso medicinal que es utilizada
desde tiempos ancestrales con diferentes fines, uno de ellos es en el alivio de
trastornos gastrointestinales. Entre estos trastornos se pueden encontrar los
espasmos del masculo liso intestinal, que suelen venir acompafiados por dolor. Por
esta razén, se han buscado opciones terapéuticas que reduzcan o eliminen los

espasmos intestinales, produciendo un efecto espasmolitico o antiespasmaodico.

En 1998, Jayme y cols. reportaron que tanto el extracto cloroférmico como el
acuoso de T. lucida producian un efecto de inhibicion de la contraccién en musculo
liso en utero de rata, con una Clso de 37 pg/mL y de 4 pug/mL, respectivamente. En
este trabajo se estudiaron los extractos de las hojas de T. lucida en musculo liso de
ileon de cobayo. Es bien conocido que la proporcion de metabolitos presentes en
las plantas varian de acuerdo a la parte de la planta que se encuentre bajo estudio
debido a las condiciones climéaticas, de luz, de humedad, etc; de manera que, las
raices se encuentran sometidas al medio que le confiere el suelo en el que se
encuentre, las hojas dependen de la cantidad de luz y agua que llegue a ellas, etc.
De lo anterior, la respuesta que produzcan los extractos dependera del tejido que
se encuentra bajo estudio, ya que el perfil de actividad espontanea de cada tejido

es diferente dependiendo del tipo de fibra muscular.

Con relacion a la medicina tradicional, en la cual se utilizan las plantas
medicinales como remedios herbolarios, muchas veces se hace a través de un
conocimiento empirico aprendido de generacion en generacion. En este sentido, es
cada vez mas frecuente que organizaciones como la Organizacién Mundial de la
Salud, recomienden que las plantas utilizadas en la medicina tradicional, cuenten
con estudios cientificos y controlados que den un sustento sobre su eficacia y
seguridad. Es por estos antecedentes que en el presente estudio evaluaremos la

actividad espasmolitica de la T. lucida.
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3. HIPOTESIS

El extracto acuoso de la Tagetes lucida producira efecto espasmolitico en el ileon
aislado de cobayo precontraido con diferentes espasmogenos y, por su contenido
en quercetina, el mecanismo de accion involucrara, al menos en parte, la inhibicién

de canales de calcio voltaje dependientes.

21



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto espasmolitico del extracto acuoso de las
inflorescencias de Tagetes lucida Cav. (“Pericén”) en un modelo de ileon aislado de

cobayo y su posible mecanismo de accion.

4.2  Objetivos particulares

» Evaluar el efecto espasmolitico del extracto acuoso de Tagetes lucida Cav.
en tejido precontraido con KCI en un modelo de ileon aislado de cobayo.

» Evaluar el efecto espasmolitico del extracto acuoso de Tagetes lucida Cav.
en el tejido precontraido con estimulacion eléctrica en el modelo de ileon
aislado de cobayo.

» Evaluar el efecto espasmolitico del extracto acuoso de Tagetes lucida Cav.
en presencia de ACh en el modelo de ileon aislado de cobayo.

» Determinar el posible mecanismo de accidén del efecto espasmolitico del
extracto acuoso de Tagetes lucida Cav. utilizando diversos bloqueadores 6

antagonistas especificos.
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5. METODOLOGIA

Este trabajo forma parte de un proyecto aprobado por las Comisiones de
investigacion y ética de la Facultad de Medicina de la UNAM con el numero de
proyecto: 012-2015.

5.1 Materia vegetal

Las inflorescencias de la planta fueron colectadas en septiembre del 2011
en Amatlan de Quetzalcoatl, municipio de Tepoztlan, en el estado de Morelos; con
coordenadas:18° 58'16.32” N; 99°3’1.74” W, a una altitud de 1620 m sobre el nivel
del mar. Una muestra del espécimen fue conservado en el herbario del Instituto
Mexicano del Seguro Social con voucher IMSSM No0-15878 donde fue identificada

por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras.
51.1 Obtencion del extracto

El extracto acuoso de T. lucida fue proporcionado por la Dra. Maria Eva
Gonzalez Trujano del Laboratorio de Neurofarmacologia de Productos Naturales del

Instituto Nacional de Psiquiatria, donde se obtuvo bajo el siguiente procedimiento:

Las inflorescencias secas de la planta, se trituraron y se pesaron 218.80 g, se
sumergieron en un litro de agua en ebullicion y se retiré de la fuente de calor
manteniéndolas tapadas durante 15 min. Posteriormente se filtr6 y el liquido
resultante se liofilizé en un equipo Labconco durante 12 horas. Del extracto acuoso
se obtuvieron 8.94 g, correspondiente a un rendimiento de 4.08%, donde la muestra
resultante era un polvo café con olor anisado, que al disolverse coloreaba el liquido
de color amarillo-naranja (Pérez-Ortega y cols., 2016).

5.2 Animales

Para la evaluacion del efecto espasmolitico se utilizaron cobayos machos
hibridos de color de entre 300 y 400 g de peso corporal obtenidos del bioterio de la
Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales se mantuvieron en un cuarto de
experimentacion del Departamento de Farmacologia a una temperatura controlada

de 21+2°C y bajo un ciclo de 12 horas luz/oscuridad. Veinticuatro horas antes del

e
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procedimiento experimental, se les retiro0 el alimento a los animales y se

mantuvieron con agua ad libitum.

5.3 Modelo in vitro de ileon aislado de cobayo.

53.1 Preparacion de soluciones.

Una solucién de Krebs-bicarbonato se prepard para mantener al tejido en las
condiciones fisiolégicas en las cadmaras de 6rgano aislado, con las siguientes
concentraciones de sales: 118 mM de cloruro de sodio (NaCl), 4.7 mM de cloruro
de potasio (KCI), 2.5 mM de cloruro de calcio (CaCl2), 1.2 mM de cloruro de
magnesio (MgCl2), 1.2 mM de fosfato de sodio (NaHPO4), 25 mM de bicarbonato de
sodio (NaHCOs), 11 mM de glucosa y 0.3 mM de colina (Figura 10); la cual se
mantuvo a 37°C, con la ayuda de un recirculador de agua, con burbujeo constante
de una mezcla de Oz y CO2 (95% y 5%).

Las concentraciones de ACh [1x10° a 1x10°M] , KCI [32 mM], BaClz [10
mM] y todos los deméas compuestos utilizados en este estudio, asi como las del
extracto acuoso de T. lucida [31.6, 100, 316, 562, 1000 pg/mL] se disolvieron con
solucion salina (SS al 0.9%) y se prepararon el dia del experimento. Las

concentraciones se expresan en funcion de la concentracioén final en la camara.

Figura 10. Stocks preparados para la elaboracién de la solucidn Krebs-bicarbonato.
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5.3.2 Extraccion del tejido

Para la extraccion del tejido, el animal se sacrifico por dislocacion cervical de
acuerdo con la normatividad oficial vigente (NOM-062-Z00-1999). Posteriormente,
se realiz6 una incision abdominal y se expuso el ileon del animal tomando de
referencia la union ileocecal, y se extrajeron de 10 a 12 cm del ileon, descartando
aproximadamente los 10 cm unidos a la union ileocecal. El tejido extraido se
sumergio inmediatamente en la solucion K-B, a las condiciones previamente

mencionadas (Figura 11A).

A continuacion, el tejido mesentérico del segmento intestinal extraido se
retird y se limpio la luz intestinal expulsando el bolo alimenticio restante con la ayuda
de una jeringa de vidrio. Seis anillos de aproximadamente 2 cm de longitud se
cortaron, y se les coloc6 un hilo de algodon de diferente color en cada extremo para
identificar el extremo proximal y el extremo distal (Figura 11B). Posteriormente se
fijaron de manera individual en las cAmaras de 6rgano aislado con solucion K-B a
37°C y con burbujeo constante de O2/CO:2 (Figura 12A). El extremo proximal se
sujetd a un transductor de presion, el cual envia la respuesta de contraccién a un
poligrafo GRASS (Figura 12B), y traduce la sefial mecanica a una sefal eléctrica

gue se registra en papel (Figura 12C) a un sistema de captura de datos POLIVIEW.

.

Figura 11. Segmento intestinal extraido (A) y anillos marcados con hilo de algodén (B).
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Los tejidos se dejan para alcanzar un equilibrio bajo una tension de 1 g durante
30 min. Posteriormente, se verifica la viabilidad de los tejidos adicionando a cada
camara 0.2 mL de ACh a 1x10° M. Posteriormente, los segmentos intestinales se
lavan con K-B para retirar toda la ACh de la camara y se dejan reposar durante 20
min antes de comenzar con el protocolo experimental. Los tejidos que no alcancen

una contraccion de 3 centimetros con ACh se descartan del estudio.

GRASS (B) y registro resultante de la actividad espontanea de los segmentos (C).

5.4 Determinacion del efecto espasmolitico del extracto acuoso de T.
lucida
5.4.1 Tejido precontraido con KCI (32 mM)

En este protocolo experimental, a cada camara se adicionaron 0.2 mL de una
solucién de KCI [32 mM] para precontraer a los tejidos. Una vez que se alcanz6 una
contraccion sostenida se adicion6 el extracto de T. lucida (31.6, 100, 316, 562 y
1000 pg/mL) o papaverina (30 uM), como control positivo. Cada concentracion del
extracto se adicion6 por separado con periodos de lavado con K-B y 20 minutos de
reposo entre cada uno.

Para el analisis de datos se calculé el porcentaje de relajacion de los tejidos en
respuesta a cada tratamiento utilizando la siguiente formula:
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.., ginicial — g final
% de relajacion: — x100
g inicial

Donde:
g inicial, representa la respuesta del tejido al ser estimulado con KClI;

g final, representa la respuesta del tejido precontraido con KCI al tratamiento
(extracto o papaverina).

5.4.2 Tejido precontraido con estimulacién eléctrica (EE)

En otro protocolo experimental, a los tejidos se les aplicé EE (14 V a 3 ms de
duracion y 0.3 Hz de frecuencia) para inducir un patrén de contracciones ritmicas.
Los tratamientos a evaluar se adicionaron cuando los tejidos alcanzaron una
respuesta contractil de la misma magnitud durante por lo menos 5 minutos. Las
concentraciones del extracto acuoso de T. lucida (31.6, 100, 316, 562 y 1000 pg/mL)
se adicionaron de manera individual para determinar su ventana de activacion. Al
término de ésta, se lavo el tejido, se dejé estabilizar por 20 minutos y se volvié a
estimular eléctricamente para determinar el efecto relajante de la papaverina (30

KMM), el control positivo.

Para el andlisis de datos se calculé el porcentaje de relajacion de los tejidos en
respuesta a cada tratamiento utilizando la siguiente férmula:
g inicial — g final

% de relajacion: —— x 100
g inicial

Donde:
g inicial, representa la respuesta del tejido al ser estimulado con EE;

g final, representa la respuesta del tejido al tratamiento (extracto o papaverina) en
el tejido precontraido con EE.

27



5.4.3 Lacontraccion inducida por acetilcolina (ACh).

Finalmente, en otro grupo de tejidos y para determinar el efecto del extracto
sobre la contraccion inducida con ACh, los tejidos fueron preincubados con 0.2 mL
del extracto acuoso de T. lucida (31.6, 100, 316, 562 y 1000 ug/mL) o papaverina
(30 uM) y posteriormente se les agregd 0.2 mL de ACh (1X10° a 1 X10° M), para
construir una CCR acumulativa de ACh de cada tratamiento. Cada curva se
comparé con una CCR control a ACh, es decir, sin pretratamiento. Cada
concentracion del extracto fue evaluado por separado, de manera que después de
cada CCR, el tejido se lavo con K-B y se dejo estabilizar durante 20 minutos antes

del otro tratamiento.

Las CCR a ACh se construyeron en ausencia y en presencia de cada
tratamiento tomando como 100 % la maxima contraccion obtenida con ACh (1x10

5M) en la curva control.

5.4.4. Evaluacion de la integridad del musculo liso del ileon de cobayo a

través de la contraccion producida BaCl:2

Al finalizar cada uno de los protocolos antes descritos, a cada tejido se le
adicion6 0.2 mL de BaClz (0.01 M) para comprobar la integridad del tejido y

asegurarnos que ninguno de los tratamientos dafio los tejidos.

5.5. Determinacién del posible mecanismo de accién del efecto
espasmolitico del extracto acuoso de T. lucida

Para determinar el posible mecanismo de accion responsable del efecto
espasmolitico del extracto acuoso de T. lucida se evaluaron varios grupos

experimentales:
5.5.1. Posible interaccion con canales de calcio voltaje dependientes

En este grupo de experimentos se construyeron CCR acumulativas a
diferentes concentraciones de calcio en tejidos preincubados durante 30 min con
solucion K-B libre de calcio con la siguiente composicion (mM): 78.5 de NaCl, 87.7
de KClI, 1.2 MgCl2, 1.2 de NaH2POa4, 25 de NaHCOg3, 11 de Glucosa, 0.3 de Colina
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y 0.1 de EDTA; a 37°C con burbujeo constante de O2 y CO2 (95% y 5%

respectivamente).

La contraccion de los tejidos se determiné al adicionar CaClz (0.05 mM a 25
mM) en ausencia (curva control) y en presencia de la CEso del extracto (300 pg/mL,
calculada a partir del efecto espasmolitico del extracto en el protocolo de KCI) y 562
pg/mL, y de verapamilo (0.1 pg/mL, como control positivo). Los tejidos con
tratamientos previos fueron preincubados con el tratamiento correspondiente

durante 5 minutos.

Entre cada curva de calcio, los tejidos se lavaron con solucion K-B y se
dejaron reposar durante 20 minutos. Los porcentajes de contraccion inducida con
calcio de los grupos experimentales se calcularon considerando como 100 % la
contraccion obtenida con la concentracion mas alta de CaClz (25 mM) en la curva

control.

5.5.2. Posible interaccién del extracto acuoso de T. lucida con la sintesis del

oxido nitrico (ON) y con los receptores a ACh ganglionares.

Se determind el efecto relajante del extracto acuoso de T. lucida en ausencia
(grupo 1) y presencia de hexametonio (grupo 2), un bloqueador ganglionar; o bien,
L-NAME (grupo 3), un inhibidor de la SON; en tejidos precontraidos con KCI.

Para esto, una vez obtenida la maxima contraccion con KCI (32 mM), a los
tejidos se les adicion6 0.2 mL de SSI (grupo 1), hexametonio (0.05 mM, grupo 2); o
bien L-NAME (100 pM, grupo 3). Después de un periodo de incubacion de 10, 10y
30 min, respectivamente, a cada grupo se adicioné el extracto a una concentracion

de 300 pug/mL para determinar su efecto relajante.
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5.5.3. Posible interaccién del extracto acuoso de T. lucida con receptores

de serotonina o de histamina.

Para determinar la posible participacion de serotonina en el efecto
espasmolitico del extracto, primero se construyé una CCR acumulativa de
serotonina (1x10°M a 1x10°M) en tejidos con K-B normal. Posteriormente, los
tejidos se preincubaron con 300 pg/mL del extracto 6 1 pg/mL de Ketanserina
(antagonista de los receptores 5-HT2) durante 10 min. Después de este periodo, las
diferentes concentraciones de serotonina se adicionaron a cada camara para

construir las CCR acumulativas en presencia de los tratamientos.

Por otro lado, para determinar la posible participacién de histamina en el efecto
espasmolitico del extracto, primero construyé una CCR acumulativa de histamina
(1x10°M a 1x10°M) en tejidos con K-B normal. Posteriormente, como se describid
en el protocolo anterior, los tejidos fueron preincubados con 300 pg/mL del extracto
0 1 pg/mL de Pirilamina (antagonista de los receptores Hi) durante 10 min antes de

adicionar las diferentes concentraciones del agonista.

Entre cada CCR del respectivo agonista, los tejidos se lavaron y se dejaron
reposar durante 20 min. El porcentaje de contraccion inducido por cada agonista en
ausencia y presencia de los tratamientos se calcul6 tomando como 100% el efecto
inducido con la maxima concentracién en las curvas control de serotonina e

histamina, respectivamente.
5.6. Analisis de datos

El efecto espasmolitico del extracto acuoso de la T. lucida se expresa como
porcentaje de relajacion en los tejidos precontraidos con KCI o EE; mientras que,
en el protocolo de las CCR a ACh, este efecto se expresé como inhibicion de la
contraccion inducida por ACh. En este caso, también se calcularon la CEso, el efecto
maximo (Emax) y el area bajo la curva (ABC) de cada curva a ACh (en ausencia y
presencia de los tratamientos) y estos parametros se compararon a traves de un
analisis de varianza (ANDEVA) seguido de una prueba de Dunnett con una

significancia de *p<0.05.
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Con relacién a la elucidacion del posible mecanismo de accion del efecto
espasmolitico del extracto acuso de T. lucida, la participacion de cada mecanismo
estudiado se determiné comparando el efecto espasmolitico del extracto en
ausencia y en presencia de los diferentes tratamientos con bloqueadores,

inhibidores o antagonistas especificos.

Todos los grupos experimentales representan un valor promedio de 5 tejidos
* error estandar; y, en todos los casos los datos se analizaron usando una ANDEVA,

seguido de una prueba de Dunnett, con una significancia de *p<0.05.

El andlisis de los datos se realiz6 usando el programa Graph Pad Prism 6.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto espasmolitico producido por el extracto acuoso de T. lucida en
ileon de cobayo precontraido con KCI.

En este protocolo experimental, el K* indujo una contraccion fasica seguida
por una contraccion sostenida que se mantuvo durante mas de 5 min. El promedio
de la fuerza de contraccion sostenida de los tejidos fue de 1.82 + 0.05 g y el vehiculo
no alterd esta respuesta. Los tratamientos a evaluar se administraron cuando se
alcanzé una contraccion sostenida (Figura 13) y la respuesta del tratamiento en la
disminucién producida sobre esta contraccion se interpretdé como efecto relajante.
El extracto acuoso de T. lucida indujo una respuesta relajante casi inmediata en el

tejido precontraido con KCI (Figura 13).

Aphaallig 1 min

KCI 32 mM EXT T. lucida 300 pg/mL

Figura 13. Registro representativo del poligrafo donde se muestra la contraccion inducida por KCI
(32 mM) en el ileon aislado de cobayo y el efecto del extracto acuoso de T. lucida 300 pg/mL sobre
el tejido precontraido (1 cm equivale a 1 g de contraccién).

El extracto acuoso de T. lucida produjo un efecto relajante concentracion
dependiente en el tejido con KCI que mostro significancia estadistica con relacion al
vehiculo desde la concentracion de 31.6 hasta la de 1000 pg/mL, concentracién con
la que se alcanz6 el maximo efecto relajante (Emax), que fue de 83.71 + 1.93%
(Figura 14). La CEso del extracto fue de 299.93 + 27.8 pg/mL en este protocolo
experimental. También la papaverina [30 uM], utilizada como control positivo, indujo
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un efecto relajante por arriba del 100% en este protocolo experimental (104.30 +
5.22%).
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Figura 14. Curva concentracion respuesta del efecto relajante del extracto acuoso de T. lucida (31.6
a 1000 ug/mL) en ileon aislado de cobayo precontraido con KCI (32 mM). También se muestra el
efecto relajante de papaverina (30 uM), como control positivo. Cada punto representa la media £
EEM de una n de 5 a 6 segmentos intestinales.*p<0.05, ANDEVA, seguida de una prueba Dunnett
vs vehiculo.

6.2. Efecto espasmolitico producido por el extracto acuoso de T. lucida en
ileon de cobayo precontraido con EE.

Una respuesta contractil supraméxima del tejido se obtuvo con la EE
transmural del ileon de cobayo a 14V, 0.3 Hz de frecuencia y 3 ms de duracion. La
respuesta contractil de los tejidos control fue de 1.72g + 0.07g y no se alterd al
adicionar el vehiculo, pero, al adicionar el extracto acuoso de T. lucida se produjo
un espasmo breve e intenso (Figura 15A); mientras que, la papaverina, el control

positivo, relajo al tejido inmediatamente (Figura 15B).
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Figura 15. Registro representativo del poligrafo donde se muestra la contraccion inducida por EE
(14 V, 0.3 Hz, 3 ms) en el ileon aislado de cobayo y el efecto del extracto acuoso de T. lucida (562
pg/mL, A) y papaverina (30 uM, B) sobre la contraccion inducido por EE (1 cm es igual a 1 g de
contraccion).

El extracto acuoso de T. lucida no relajo al tejido precontraido con la EE en las
concentraciones de 31.6 a 316 pg/mL. La Unica concentracion del extracto que
indujo un ligero efecto relajante en este protocolo experimental fue la de 562 pg/mL
(7.28 £ 5.77%), que alcanzé significancia estadistica con respecto al vehiculo;
mientras que, la papaverina produjo un efecto relajante de 83.77 + 4.36% que

mostré mayor significancia estadistica respecto al vehiculo (Figura 16).

100 ======-cececccecccccccccccccccncaan=.

759

501

259

% de relajacion
Tejido precontraido con EE

L] L] T T 1 1
Vehiculo 31.6 100 316 562 Papaverina

Extr. Ac. T.lucida (pg/mL)

Figura 16. Porcentaje de relajacion del extracto acuoso de T. lucida (31.6 a 562 pg/mL) o papaverina
(30 uM) en el ileon aislado de cobayo precontraido con EE (14 V, 0.3 Hz y 3 ms). Cada barra
representa la media + EEM de 5 a 6 anillos. *p<0.05, ANDEVA, seguida de una prueba Dunnett vs
vehiculo.
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6.3. Efecto producido por el extracto acuoso de T. lucida en la contraccién
inducida por ACh en el ileon de cobayo.

La adicion de las diferentes concentraciones del extracto acuoso de T. lucida
(31.6, 100, 316, 562 y 1000 pug/mL) sobre el tejido antes de la adicion de la ACh
(1x10° a 1x10° M) produjo respuestas contractiles concentracién-dependientes
sobre la actividad espontanea (Figura 17). Estas respuestas fueron de corta
duracion pero dosis dependientes (9.7+1.1, 24.6+4.2, 33.847.5, 69.9+11.0 y
88.2+6.4 %, respectivamente). Los porcentajes de contraccién del extracto se
calcularon en relaciéon a la respuesta inducida con ACh (1x10° M), la cual fue

considerada el 100%.

B by f et ot

s -6 5
EXT T. lucida (1000 pgimL) LM tetm x0T M 1x10° M 1x10TM
ACh

Figura 17. Registro representativo del poligrafo donde se observa la CCR acumulativa de ACh en
presencia del extracto acuoso de T. lucida (1000 pug/mL) en el ileon aislado de cobayo (1 cm equivale
a 1 g de contraccion).

Por otro lado, la preincubacion del tejido con las diferentes concentraciones
del extracto acuoso disminuyd la respuesta contractil producida por ACh en todas
las concentraciones evaluadas; de manera que se observo un desplazamiento a la
derecha de las CCR a ACh (Figura 18) y un consecuente incremento en la CEso
(Tabla 1). La papaverina bloqueo casi completamente el efecto contractil de la ACh
(Figura 18).
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El andlisis de la Emax de ACh y las areas bajo la curva mostraron una
disminucion concentracion-dependiente del extracto de la respuesta contractil
inducida por ACh sola, que alcanzé una significancia estadistica desde la
concentracion de 316 pug/ml. La papaverina también alteré éstos parametros, de
manera que la Emax de ACh en presencia de la papaverina fue de 15% y el ABC fue
de 29.1 + 3 ua.(Tabla 1).

1501

=@~ Control

- 31.6 yg/mL
125 - 100 ung/mL
=+ 316 pg/mL
=+ 562 pg/mL
=— 1000 ng/mL
O

1007 Papaverina

75

501

% de contraccion a ACh

251

1010 10°° 108 1077 10 10°° 10

log [ACh]M

Figura 18. CCR de ACh en tejidos pretratados con sol. salina (control), papaverina (30 uM) o extracto
acuoso de T. lucida en diferentes concentraciones (31.6 a 1000 pg/mL). Cada punto representa
media + EEM de 5 a 6 anillos.
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Tabla 1. CEso, Emax y ABC obtenidas de la CCR de ACh en ileon aislado de cobayo en ausencia 'y
en presencia del extracto acuoso de T. lucida.

(TJS‘;%”SGNO CEso de ACh (x103M) Emax (%) de ACh ABC (ua)

Control 7.740.1 100 204.7+9.60
EXT 31.6 4.7+0.4 107.1£9.0 189.4£12.0
EXT 100 31.0£2.4% 97.7+6.1 184.9421.9
EXT 316 64.5+2.8* 65.2 + 5.2* 97.6£14.4*
EXT 562 55.2+4.5% 61.5 + 7.4* 91.8+18.2*
EXT 1000 - 22.8 + 5.3* 30.2+9.0*
g%pz‘,\’ﬂe)””a ------ 15.0 + 2.0* 29.1+3.8*

Se muestra la media £EEM de 5 a 6 preparaciones
* p<0.5, tratamiento contra control. ANDEVA seguido de una prueba de Dunnett

6.4. Evaluacion de la integridad del masculo liso del ileon de cobayo a través
de la contraccion producida BaCl2

Finalmente, para determinar si las exposiciones repetidas del tejido al
extracto alteran la respuesta contractil del tejido al BaClz en los diferentes protocolos
experimentales, la respuesta contractil del tejido a este compuesto se evalu6 al
finalizar cada experimento. Como se muestra en la figura 19, ninguno de los
tratamientos realizados en cada uno de los protocolos experimentales, incluyendo
la adicién de las diferentes concentraciones del extracto, alteré la respuesta
contractil inducida con BaClz, que alcanz6 un porcentaje muy cercano al 100% con
relaciéon a la maxima contraccién alcanzada con ACh (1X10° M) de cada tejido al

inicio de cada experimento.
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Figura 19. Contraccion inducida por BaClz en tejidos expuestos a diferentes concentraciones del
extracto acuoso de T. lucida en los diferentes protocolos experimentales utilizados en este estudio.

6.5. Determinacion del mecanismo de accién responsable del efecto
espasmolitico de T. lucida.

Para tratar de elucidar el posible mecanismo de accién involucrado en el
efecto espasmolitico del extracto de T. lucida, en los siguientes experimentos se
utilizd la CEso del efecto relajante inducido por el extracto en el protocolo

experimental del tejido precontraido con KClI, que fue de 300 pg/mL.

6.5.1 Interaccion del extracto acuoso de T. lucida con canales de calcio voltaje
dependientes

Las dos concentraciones utilizadas del extracto acuoso de T. lucida (300 y
562 pg/mL) desplazaron las CCRs de CaCl: a la derecha y disminuyeron
significativamente, aunque en la misma proporcion (cerca del 30%), el efecto
méaximo inducido por el CaClz. Por otro lado, el verapamilo, un bloqueador de
canales de calcio voltaje dependientes, practicamente bloqueo el efecto contractil
del CaClz (Figura 20).
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El andlisis de las CEso, el Emax y las ABCs obtenidas a partir de las CCR’s de
CaClz (Figura 20) mostr6 que ambas concentraciones del extracto incrementaron

significativamente las CEso del calcio; y disminuyeron significativamente la Emax y el
ABC del calcio (Tabla 2).

El verapamilo relajé al 100% el tejido precontraido con potasio; mientras que con
la concentracién de 300 pg/mL del extracto se alcanzé un efecto relajante de 44.2

+ 5.8 % de tejido precontraido con KCI.

-@- cControl

—®— EXT 300 pg/mL
—¥— EXT 562 pg/mL
——

VER 0.1 mM
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Figura 20. CCR del efecto contractil del cloruro de calcio (CaClz) sobre el ileon de cobayo en
ausencia (control) y presencia de dos concentraciones del extracto acuoso de T. lucida (EXT 300
pg/mL y EXT 562 pg/ml) o verapamilo (VER 0.1 mM). Cada punto representa la media + EEM de 5
a 6 segmentos.

Tabla 2. CEso, Emax y ABC obtenidas de la CCR de Ca?* en ileon aislado de cobayo en ausencia y
en presencia del extracto acuoso de T. lucida.

Tratamiento CE s (Ca?* mM) Emax (%) de Ca?* ABC (ua)

Control 2.8 £1.05 100 2052.3£31.70
EXT (300 pg/mL) 4.1+1.34 82.7+8.5* 1559.9+187.6*
EXT (562 pg/mL) 6.4+1.12 71.3+2.4* 1284.8+51.80*
VER (0.1pM) e 22.6+1.9* 246.8+31.50*

Se muestra la media tEEM de 5 a 6 preparaciones
* p<0.5, tratamiento contra control. ANDEVA seguido de una prueba de Dunnett
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6.5.2 Interaccion del extracto acuoso de T. lucida con la sintesis del 6xido
nitrico (ON) y con los receptores a ACh ganglionares.

Ni el pretratamiento con L-NAME (100 pM, un inhibidor de la sintasa de ON);
ni con hexametonio (0.05 mM, un bloqueador ganglionar) alter6 significativamente
la respuesta relajante inducida por el extracto acuoso de T. lucida (66.6+£5.7 y
68.7+9.0 vs 46.4+4.2 %, ANDEVA) sobre el tejido precontraido con KCI (Figura 21).

100 =

80 =

60 =

40
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% de relajacién
Tejido precontraido con KCI

L] L] L]
Control Hexametonio L-NAME
| |

I 1
EXT Acuoso T.lucida (300 gg/mL)

Figura 21. Efecto espasmolitico del extracto acuoso de T. lucida (300 pg/mL) en ileon de cobayo
precontraido con KCIl 32 mM en ausencia (control) y en presencia de Hexametonio (0.05 Mm) o L-
NAME (100 uM). Cada barra representa la media = EEM de 4 anillos. ANDEVA.

6.5.3. Interaccién del extracto acuoso de T. lucida con receptores de
serotonina o de histamina en el ileon aislado de cobayo.

Por altimo, el extracto acuoso de T. lucida (300 pug/mL) desplazé a la derecha
las CCRs del efecto contractil inducido por serotonina (Figura 22A) e histamina
(Figura 22B). En el caso de las CCRs de serotonina, tanto el extracto como la
ketanserina, un antagonista selectivo de los receptores a serotonina 5-HTaa,
desplazaron significativamente su curva hacia la derecha (Figura 22A),
calculandose una CEso del agonista de: 2.3+0.02 (X107 M), 3.9+0.07 (X10° M) y
1.9+0.08 (X10°® M) en ausencia y en presencia del extracto y ketanserina,

respectivamente. También el Emaxde la serotonina (100 %) disminuy0 en presencia
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del extracto y la ketanserina (68.1+8.5 y 79.1+6.5 %, respectivamente), aunque no

hubo diferencia significativa entre ambos tratamientos.

Por otro lado, en el caso de las CCRs de histamina, el extracto acuoso de T.
lucida desplazé significativamente su curva hacia la derecha (Figura 22B),
calculandose una CEso del agonista de: 3.2+0.1 (X10® M), en ausencia, y de
4.1+0.07 (X10°® M) en presencia del extracto; mientras que la pirilamina, un
antagonista selectivo de los receptores Hi, bloquedé completamente el efecto
contractil del agonista (Figura 22B). También el Emax de la histamina (100%)
disminuyé en presencia del extracto y la pirilamina (63.915.9 y 12.7+3.5%,

respectivamente), mostrando una diferencia significativa entre ambos tratamientos.
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—— Pirilamina 1 pg/mL
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EXT 300 pg/mL
=k~ Ketanserina 1 pg/mL
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Figura 22. Porcentaje de efecto contractil de Serotonina (A) e Histamina (B) en ausencia (control) y
presencia del extracto acuoso de T. lucida (300 pg/mL); o bien, de sus respectivos antagonistas,
ketanserina (A, antagonista 5-HT24) y pirilamina (B, antagonista Hi). Cada punto representa la media
+ EEM de 5 a 6 segmentos.
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7. DISCUSION

Tagetes lucida Cav. es una planta comunmente conocida como “pericén” que
pertenece a la familia Asteraceae. Esta es ampliamente utilizada en la cultura
mexicana con motivos religiosos, asi como en la medicina tradicional para el
tratamiento de diversas enfermedades entre ellos en el tratamiento de malestares
gastrointestinales (Hernandez, 1943). Sin embargo, existen pocos estudios que se
enfoquen al alivio de dichos efectos; por tanto, en este trabajo se estudio el efecto
espasmolitico del extracto acuoso de la T. lucida en el ileon aislado de cobayo, un
modelo in vitro ampliamente utilizado para el estudio del efecto a compuestos puros

y/o extractos de plantas medicinales.

En el primer protocolo experimental se utiliz6 KCI (32 mM) para contraer al
tejido. Este protocolo se basa en la contraccion del masculo liso como consecuencia
de la despolarizacion membranal producida por una alta concentracién de potasio
(K*). El incremento de K* extracelular induce la despolarizacion de la membrana,
ocasionando la apertura de canales de Ca?* tipo L dependientes de voltaje. Con
esto se induce un incremento en la concentracion de Ca?* intracelular (Karaki y cols.,
1984) que al unirse a la calmodulina forma un complejo que actia como
intermediario para la activacion de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK,
por sus siglas en inglés). La fosforilacién de la cadena ligera de miosina induce su
desplazamiento con los filamentos de actina de las células produciendo la
contraccion de las fibras musculares del musculo liso (Webb, 2003). Los resultados
de este trabajo muestran que el extracto acuoso de T. lucida produjo un efecto
espasmolitico similar al obtenido con otra especie del mismo género, T. erecta
(Cordova, 2015); por lo que se analiz6 si éste efecto podria deberse a un bloqueo
de canales de Ca?* voltaje dependientes. Lo anterior se confirmé cuando se
determind que el extracto desplazo a la derecha la curva concentracion respuesta
al Ca?*, aunque no con la misma eficacia que el verapamilo (bloqueador de canales
de Ca?* voltaje dependientes); ello sugiere que alguno de los componentes del

extracto puede estar bloqueando los canales de Ca?' voltaje dependientes
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contribuyendo con esto a su efecto espasmolitico. Ademas existe evidencia que
sugiere que los bloqueadores de canales de Ca?* pueden ser (tiles en el alivio de
desérdenes que involucren hiperactividad intestinal, tales como espasmos y diarrea
(Pasricha, 2006; Khan y Gilani, 2009).

En el segundo protocolo experimental se utilizaron tejidos precontraidos con
EE. Se sabe que la EE produce la despolarizaciéon de la membrana neuronal de
neuronas mientéricas, esto induce la apertura de canales de Ca?' voltaje
dependientes e induce la liberacion de neurotransmisores (Naidoo y cols., 2010).
Las neuronas que se activan principalmente son las neuronas colinérgicas que
liberan ACh. La ACh estimula a los receptores muscarinicos M2 y M3 en las células
del musculo liso. Los receptores M3 estan acoplados a una proteina Gg que activa
a una fosfolipasa C, catalizando la reaccion de fosfatidil inositol difosfato (PIP2) a
fosfatidil inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DG). El IP3 se une a su receptor en
el reticulo sarcoplasmico liberando Ca?* desde almacenes intracelulares e
incrementando su concentracion en el citosol. El incremento de Ca?* intracelular
provoca la contraccién del tejido por el mecanismo anteriormente descrito (Ehlert y
cols., 1995; Sanders y cols., 2012). Por otro lado, los receptores M2z estan acoplados
a una proteina Gs, para inhibir al adenilato ciclasa y disminuir los niveles
intracelulares de AMPc, condicién bajo la cual esta activado el mecanismo relajante
de la fosfatasa de MLC (Sanders y cols., 2012). Sin embargo, ademas de la
liberacibn de ACh desde las neuronas mientéricas, la EE también puede liberar
otros neurotransmisores excitadores (serotonina e histamina) o inhibidores
(noradrenalina, el péptido vasoactivo, sustancia P y 6xido nitrico) (Agoston y cols.,
1988). En este protocolo, el extracto acuoso de T. lucida no produjo un efecto
relajante significativo, excepto en la concentracion mas alta, a diferencia de los
resultados obtenidos con T. erecta, en donde se muestra que desde la
concentracion mas pequefia (100 mg/mL) disminuye significativamente la
contraccion inducida por EE (Cordova, 2015). Los resultados de nuestro estudio
sugieren que el efecto espasmolitico inducido por la T. lucida no involucra
directamente la activacion de las neuronas mientéricas. Esto se confirmoé cuando el

hexametonio, un blogueador ganglionar, no alter6é su efecto espasmolitico, ya que
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se sabe que el hexametonio inhibe la liberaciébn de neurotransmisores de las
neuronas mientéricas de las terminales colinérgicas, entre ellos la ACh, inhibiendo
asi el efecto contractil producido por la accién de este neurotransmisor en el

musculo liso (Eglen y cols., 1989).

El efecto espasmolitico de la T. lucida se confirmo en este estudio cuando su
extracto disminuyd la respuesta contractil inducida por ACh, a diferencia de lo
reportado con T. erecta, en donde el extracto no produce un efecto espasmolitico
en el mismo protocolo experimental (Cordova, 2015). Se sabe que la ACh es el
principal neurotransmisor excitador en el TGI, cuyo mecanismo por el cual la ACh

induce contracciones en el tejido fue discutido anteriormente.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Lépez y cols. (1990), en
donde determinan que el efecto espasmolitico del extracto cloroférmico de la T.
lucida sobre la actividad espontanea del yeyuno de conejo (Lépez y cols., 1990), asi
como de los extractos cloroférmico y etandlico sobre el Utero de rata (Jayme y cols.,
1998). En estos trabajos se determina que el efecto espasmolitico inducido por T.
lucida es parcialmente mediado por receptores muscarinicos, pero no por la

activacion de los receptores adrenérgicos.

En el efecto espasmolitico del extracto de T. lucida se determiné que la via
del ON-GMPc no se encuentra involucrada, ya que el inhibidor de la SON (L-NAME,
qgue impide la produccion de ON) no alteré su efecto espasmolitico. Esta via fue
explorada porque se sabe que el ON es un neurotransmisor importante en el
sistema gastrointestinal que induce relajacibn de la musculatura lisa. Es un
importante mensajero intra e inter celular que se encuentra en todo el organismo y
se sintetiza a partir de L-arginina por la accion de la enzima SON (Furfine y cols.,
1993). EI ON activa a la guanilato ciclasa, la enzima encargada de la sintesis del
GMPc, induciendo un aumento en su concentracion intracelular. Este segundo
mensajero activa a la proteina cinasa C, que inhibe la via de Rho cinasa de
sensibilizaciéon al Ca?* y también activa a la telocina, que a su vez aumenta la
actividad de la fosfatasa de la MLC e impide la unién de la MLC a la actina (Sanders
y cols., 2012) inhibiendo la contraccion (Liddle, 2006). El L-NAME es un inhibidor de
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la SON gue actia como sustrato competitivo de la L-arginina, el sustrato natural de
la SON. De esta manera, con la administracién de la L-NAME se inhibe la sintesis
de ON (Das y cols., 1999).

También se sabe que el mecanismo de contraccion en musculo liso involucra
la participacion de otros neurotransmisores ademas de la ACh, como la serotonina
y/o la histamina, y que la inhibicidén en su liberacion o el bloqueo de sus receptores
podrian inhibir el mecanismo contractil de estos agonistas, favoreciendo un efecto
espasmolitico. En este sentido se analizo si en el efecto espasmolitico del extracto
estudiado podria estar involucrado alguno de estos sistemas. Los resultados
muestran que el extracto de T. lucida inhibe parcialmente el efecto contractil de la
serotonina y de la histamina sugiriendo que alguno(s) de los componentes del
extracto impide la activacion de los receptores a serotonina 5HT2a y los receptores
a histamina Hi:. La participacion de estos receptores se determind utilizando
antagonistas selectivos para cada uno, la ketanserina para los receptores 5-HT1a

(Montes y cols., 2005) y la pirilamina para los receptores Hi (Jia-Ming y cols., 2011).

En los tres protocolos experimentales utilizados en este estudio se utilizo
papaverina como control positivo, un agente antiespasmadico bien caracterizado
(Ventura-Martinez y cols., 2011). Esto nos permitié confirmar que el ileon de cobayo
es capaz de relajarse completamente con un agente antiespasmadico, como la
papaverina, en las tres situaciones experimentales; ademas de comparar la eficacia

con la del extracto.

La papaverina es un alcaloide extraido del opio que induce relajacion del
musculo liso por la inhibicién de la enzima fosfodiesterasa de los tipos PDE4B,
PDE5 y PDE10 (Weber y cols., 2009; Xin y cols., 2003), produciendo un aumento
de AMPc que activa a la fosfatasa de MLC, removiendo el grupo fosfato de la MLC
e impidiendo su interaccién con la actina, lo que finalmente produce relajacion
(Shimizu y cols., 2000). Ademas, la elevacion intracelular de este segundo
mensajero estimula la acumulacion de calcio hacia almacenes intracelulares

disminuyendo sus concentraciones citosélicas ocasionando la relajacion del
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musculo liso. También altera la funcién respiratoria de la mitocondria de las células

por inhibicion de la fosforilacion oxidativa (Kaneda y cols., 1998).

También es importante mencionar que ninguna de las concentraciones
utilizadas del extracto fue capaz de dafiar a las células del musculo liso intestinal,
dado que la estimulacién de los tejidos con BaClz, independientemente de sus
tratamientos previos, produjo el mismo efecto contractil. Recordemos que el BaCl2
induce contraccion en el ileon de cobayo a través de un mecanismo directo sobre
la musculatura del tejido, y no al SNE, ya que el bario, al ser un ién bivalente, actia
como si fuera Ca?* afectando el potencial normal de la célula, provocando la
apertura de los canales de Ca?*. A través de este mecanismo, el bario ingresa a la
célula y generara la contraccion del musculo liso al actuar directamente sobre las

proteinas que forman la maquinaria contractil (Karaki y cols., 1984).

De acuerdo con la literatura, se sugiere que uno de los componentes
responsables del efecto espasmolitico de la T. lucida puede ser la quercetina, ya
que se sabe que es uno de los flavonoides presentes en la planta (Aquino y cols.,
2002). Ademas, existe evidencia que sefiala que el efecto espasmolitico inducido
por gquercetina se debe al bloqueo de canales de Ca?* tipo L de la placa muscular
lisa del ileon de cobayo y de la aorta de rata (Fanning y cols., 1983; Roghania y
cols., 2006). Por otro lado, Lépez y cols. (1990) mencionan que los componentes
responsables del efecto espasmolitico del extracto cloroférmico de las hojas de T.

lucida podrian ser la 7-metoxi cumarina y la 6,7-dimetoxi cumarina.

Es importante mencionar que a pesar de que la T. lucida pertenece al mismo
género que la T. erecta, otra especie estudiada por nuestro grupo de investigacion
(Cdédova, 2015), sus efectos farmacolégicos en diferentes condiciones
experimentales pueden ser opuestos. Esto nos alienta a continuar con estudios
controlados para determinar a detalle él o los metabolitos responsables de este
efecto para cada especie y no suponer que por ser del mismo género, dos especies
se pueden utilizar indistintamente en la medicina tradicional para el mismo efecto

farmacoldgico.
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Tampoco hay que olvidar que el extracto acuoso de T. lucida indujo un efecto
contractil en el tejido, antes de adicionar la ACh, lo cual sugiere que alguno de sus
componentes produce un efecto espasmogénico que, aunque es de corta duracion,
se debe estudiar a detalle. Sin embargo, la corta duracién de este efecto sugiere
que en el extracto prevalecen las sustancias espasmoliticas; o bien, los

componentes espasmogénicos se degradan rapidamente.
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8. CONCLUSIONES

El extracto acuoso de las inflorescencias de T. lucida induce un efecto
espasmolitico en el ileon aislado de cobayo previamente contraido, es decir, cuando
se simula la presencia de espasmos intestinales, situacién clinica en la que
usualmente se emplea esta planta. Esto, aunado al efecto espasmolitico que
nuestro grupo de trabajo determind de otra espacie de Tagetes, la T. erecta;
sustentan el uso de esta especie en la medicina tradicional para el alivio de los
cdlicos y constituye una aportacion cientifica al conocimiento ethomédico de esta

planta.

Como pudimos determinar en este estudio, el efecto espasmolitico del
extracto de T. lucida se debe en parte al bloqueo de canales de calcio dependientes
de voltaje, asi como al probable antagonismo de receptores serotoninérgicos (5-
HT2a) e histaminérgicos (H1); pero no involucra la produccion de oxido nitrico ni la

liberacion de neurotransmisores del SNE.

Por otro lado, el efecto contractil producido por el extracto acuoso de T. lucida
sobre el tejido sin contraer; es decir, sobre su actividad espontanea, sugiere que,
en los pacientes que utilizan esta planta para otros efectos terapéuticos que no
involucren espasmos intestinales como parte de su sintomatologia (como sedante,
antibiético, antidepresivo o ansolitico); el extracto podria producirles como efecto
adverso malestares gastrointestinales. Aungue es necesario realizar mas estudios
sobre este efecto farmacolégico para determinar su importancia sobre el uso de la

planta en la medicina tradicional.
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PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio fitoquimico para conocer la composicidn quimica
del extracto acuoso de las inflorescencias de la T. lucida y aislar los

compuestos responsables de su efecto espasmolitica.

Determinar el efecto espasmolitico sobre el alivio del dolor visceral en un

modelo in vivo en ratones.

Estudiar la relevancia clinica del efecto espasmogénico del extracto; asi

COmMo Su mecanismo de accion.

Realizar estudios de toxicidad aguda y crénica de la T. lucida para establecer

su seguridad en la medicina tradicional.
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GLOSARIO

- Aquenios: Tipo de fruto secundario producido por ciertas plantas.
Tienen un Unico carpelo y no se abren al madurar.

- Apice: Punta o extremo.

- Caquexia: Alteracion profunda del organismo que aparece en la fase
final de algunas enfermedades y que se caracteriza por desnutricion,
deterioro organico y gran debilitamiento fisico.

- Carminativo: Que favorece la expulsion de gases del tubo digestivo.

- Diaforético: Que provoca la secrecion de sudor.

- Disenteria: Enfermedad infecciosa que se caracteriza por la inflamacion
y ulceracién del intestino grueso acompafada de fiebre, dolor abdominal
y diarrea con deposiciones de mucosidades y sangre.

- Dispepsia: Trastorno de la digestion que aparece después de las
comidas y cuyos sintomas mas frecuentes son nauseas, pesadez y dolor
de estbmago, ardor y flatulencia.

- Emenagogo: Se refiere a los principios activos, medicamentos o
remedios a base de plantas que pueden estimular el flujo sanguineo en
el area de la pelvis y el (tero, y en algunos casos, fomentar la
menstruacion.

- Emético: Que provoca o estimula el vémito.

- Estilares: Tipo de ramas.

- Exertos: Son los estambres cuyas antenas sobresalen de la corola.

- Glabras: Hojas y tallos que no contienen pelos o tricomas.

- Hipotensién ortostatica: Es el descenso de presién resultado de un
cambio subito en la posicién del cuerpo

- Infundibuliforme: Dicho de una flor que tiene forma de embudo.

- Lanceolada: Que tiene la forma de una punta de lanza.

- Ligulada: Que presenta ligulas, que son apéndices membranosos
ubicados en la linea que une la lamina con la vaina.

- Mal de madre: Histeria

- Matorral Xero6filo: Ecosistema conformado con matorrales en las zonas
de escasas precipitaciones, por lo que predomina la vegetacion xerdfila.

- Pastizal: Ecosistemas donde predomina la vegetacién herbacea.

- Papus: Conjunto de pelos simples o plumosos, cerdas o escamas que
rodean a las diminutas flores que corona en frutos, generalmente en
asteraceas.

- Perenne: Que dura siempre o mucho tiempo.

- Sésiles: Término utilizado para expresar la falta de un 6rgano que sirva
de pie o soporte.

- Suelo franco: Partes superficiales de un terreno cuya composicion
cuantitativa esta en proporciones Optimas o muy préoximas a ellas.
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