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RESUMEN
Luis Benjamin Serrang Gallardo Fecha de Graduacion: Febrerg, 2005

Universidad Autonoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: ACTIVIDAD ANTIESPASMODICA DE EXTRACTOS DE

PLLANTAS MEDICINALES EN PREPARACIONES DE
ILEON DE COBAYO

Nuimera de paginas: 84 Candidato para el grada de Dactor
en Ciencias con especialidad en
Quimica Biomédica

Area de Estudio: Quimica Biomédica

Propdsite y Método del Estudio: Sc evalud in vitro la actividad antiespasmodica
(relajacion) y toxica de los extracos metandlicos y acuosos de las paries agreas
de seis plantas utilizadas en medicina tradicional para el trataruento de los
cesordenes pastrontestinales tipo colico. l.as plantas se recolectaron en la
Comarca Laguncra al Norte de México y sc incluyeron especies silvestres
Argemone mexicana, Lippia graveolens 'y Marrubium vuigare, especies
cul'tvadas Matricaria recuttla, Ruta graveolens y Thymus vulgaris. Para evaluar
la actividad antiespasmodica de¢ {os extractos (0.1 - 10 pg/mL) se utilizaron
segmetitos de ileon aislados de cobaye sumergidos en un bafio de organos en
condiciones fisiolégicas Se midid 1z amplitud de la contraccion inducida con
acetilcolina con y sin extracto con un transductor de tension acoplade a un
poligrafo Grass Se obtuwieron las fracciones hexarcas, de acetato de ctilo y
butanglicas de los extraclos mas activos para valorar  su - actividad
antespasmodica La toxicidad de los extractos y fracciones (10 - 1000 pg/ml.)
se valord con e ensayo de larvas del crustacea Artemia salina.

Contribuciones y Conclusiones: 1.0s extractos metanolicos de Mairicaria recutita y
Rua graveolers resultaron con la mejor respuesia antiespasmodica con 82.3 y
70.4 % de relajacion. El extracto acuoso con la mejor respuesta tue el de Ruta
gravenlens corn 61 8 % de relajacion. Las fraccioncs hexanicas, de acetato de
etilo v butandlicas de Rula graveolens fueron Jas de mejor respuesta con 79.8,
815 y 749 % de relajacion. Los ensayes de toxicidad mostraron que lcs
extractos metanolicos vy acuosos ademas de las fracciones de Ruta graveolens
fucron los de mayur toxicidad en el 1angoe de 10 - 38.2 g/ml. La actividad
antiespasmodica de Matricaria reculita y Ruta gravenlens son parcialmente
consistentes con su usc en medicina popular para  l¢s  desordenes
gastreintestinales. Ruta graveolens mostrd actividad antiespasmodica v toxica
por lo que se recormenda hrmitar su uso en medicina popular hasta tener mas
datos de efectividad y tov-cidad de sas fracciones v constituyventes

FIRMA DEL ASESOR:
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Importancia de las plantas medicinales

Desde tiempos remotos el hombre ha utilizado las plantas para protegerse,
alimentarse y para ¢l tratamicnto de sus enfermedades (Rates, 2001 ; Elvin-Lewis, 2C01),
Las plantas medicinales en la actualidad forman parte del cuidado de la salud de
mil.or.es de personas er. todo el mundo, tanto en las comunidades indigenas y rurales de

los paises no desartollados, como en los paises desarrollados (Phillipson, 2001).

Las plantas son capaces de producir ctentos de compuestos de amplia diversidad
y distinta funcionalidad. Las propiedades medicinales de las plantas pueden provenir de
cualquicra de sus partes (hoyas, talles, corieza, raices, flores o semillas) que producen

sustancias quimicas llamadas metabolitos secundarios o principios activos; és:0s tienen



la capacidad de producir efectos fisiologicos, que pueden ser benéficos o 10Xicos segun

¢l prizcipio activo de que se trate (Balandrin y cols., 1993).

En lag (lomas dos décadas ha resurgido la busqueda de nuevos firmacos de
origen vegetal, quiza porque la medicing occidental todavia no ha crcontrado los
farmacos adccuados para el tratamicnto de algunas enfermedades como la artritis, la
esquizofrenia, la depresion, diversos tipos de cancercs y ¢l sindrome de
inmunodeficiencia adquinda, entre otras (Kumar, y Shukla, 2003, Plotkin, 2001; Olliano
y cols, 2001), esto a pesar de que los grandes corporativos de ja industria farmacéutica
gas'zn millones de dolares en la busqueda de nuevos medicamentos sintéticos (Drews,

2000)

La desaparicion de la selva tropical, que lleva a la rapida extincion de muchas
especics vegetales, es motivo para promover y apresurar los estudios fitoquimicos y
farmacologicos de las especics utilizadas en la medicina popular (Elvin-Lewis, 2001;

Fikin, 1998)

I.a biodiversidad dcl reino vegetal en el munco se cstima entre 400,000 a
500,000 especies de plantas superiores, de las cuales aproximadamente al 10 % se les
han realizado estudios fitoquimicos y menor es el porcentaje de plantas que se han

sometido a pruebas farmacologicas (Hostettmenn y cols., 1997, Hosler y cols., 1987).



La tnvestigacion ¢de los metabolitos secundarios ayuda a comprender la
bioquimica y fisiologia de los organismos que los producen y su mejor aprovechamiento
con fines farmacologicos (Willimason y cols, 1996; Dominguez, 1988). Algunos dc
estos compuestos han sido de gran beneficio para el desarrollo de medicamentos y son
una rica fuente de precursores de nuevas es'ructuras moleculares con actividad biologica

(Nishet y Moote, 1997, Balandnn v cols , 1993).

En la acnualidad, el estudio de los constituyentes fitoquimicos se realiza con
mayor exactinid y rapidez, debido al desarrollo de mejores y nuevas herramicntas en
quirtica analitica, que hacen posible ¢l aislamiento e identificacion de compuestos
biologicamente activos, como son la cromatografia, los andlisis espectrales dc
resonancia magneética nuclear (RMN), el analisis infrarroje (IR) y la espectrometria de
masas. El estudio de las plantas medicinales requiere de un trabajo interdisciplinario
entre expertos en botanica, quimica, farmacognosia, farmacologia y sobre toxlo en

toxicologia (Haivey, 1999, Hostettmann y cols. 1997).

1.2 Uso de las plantas para aliviar enfermedades del tracto gastrointestinal

T.os desdrdenes gastrointestinales son uno de los principales problemas de salud

en ¢l mundo (Heinrch y cols, 2002), incluyendo nuestro pais. sobre todo en la poblacion



infantil que tiene un aito desgo de mori por complicaciones con diarrea (Corral-

Terrazas y cols., 2002).

Meéxico tiene una larga historia en el uso de las plantas medicinales, es un pais
muy basto ea biodiversidad y geograficamente privilegiado por la variedad de climas y
diversidad dc composicion de los suelos. La flora ¢s de las mas ricas del plancta, a tal
grado que podria ser una fuente de riqueza de nuevas sustancias bioactivas (Mata y cols.,
1999). Se tienen catalogadas aproximadamente 1,000 especies medicinales, pero en uso

comiin solamente hay 300 (Garcia-Alvarado y cals , 2001)

A pesar de la nqueza en su tlora, México presenta un atraso en cuanto a la
investigacion en productos naturales, las publicaciones scbre plantas medicinales
mexicanas cubren aspectos principalinente botanicus, etrograficos y quimicos (Heinrich
y cols., 1998) y muy pocos centran cl interés en aspectos farmacologicos (Mata y cols.,
1999). Heinnch y colaboracdores (1998), eshman en miles Jos compuestos con actividad

biologica en espera de ser investigados.

Ll catalogo de plantas medicinales en México, segin la informacion biblografica
y ctnofarmacologica captada por el Instituto Nacional Indigenista (INI), contiene 2,049
referencias: 394 especies con estudios quimicos, 280 especies con investigaciones
quimnicas y faimacologicas de [os extractos v solamente 88 especies con estuadios

quimicos v farmacologicos de los prircipales principios activos Estos €atos son ¢scasos



y tepresentan solo un pequeno porcentaje de la flora medicinal mexicana, lo que
claramente indica que hay escascz de investigacion de los compuestos bioldgicamente

activos (Mata y cols., 1999).

Las entrevistas con curanderas que utilizan plantas medicinales, destacan que
casl una tercera parte de los remedios herbolanios esta destinada a enfermedades del
aparato digestive (Campos-Navarto, 1997), lo que coinc:de con los reportes
epidemioldgicos de salud y otras encaestas emofarmacologicas (Heinrich, 1968,

Weimann y Heinnch, 1998; Zolla, 1980)

Aguilar y colaboradores (1994) recop:laron informacion etnofarmacologica que
cubrié todo el pais. Detectaron 473 plantas medicinales utilizadas en la medicina
tradicional principal:rente para tratar padecimientos gastrointestinales (diarrea, colico
intestinal y vémito). El reporte concluye que no hay datos farmaco.ggicos suficientes
sobre estas plantas que validen su uso, lo que reileja la realidad epidemiologica de los
problemas de salud de la poblacion mexicana y el estado de la investigacion en plantas

medicinales

EnlaTabla I | se enumeran los nombres cientificos y comures de las plantas de

Lso comun en medicina tradicional para algunos sintomas sastrointestinales



Tebla 1.1

Plantas de uso comun en medicing tradicional para el tratamiento de algunos sintomas
gastrointestinalesg

Nombre cientifico

Nombre comun

Uso popular

Argemone mexicana

Artemisia absinthium

Chenopodium graveolens

Dichondra argentea
Lippia gruveolens

Marrubium vulgare

Matricaria recutita

Mentha spicata
Origarum mejorana

Crigavum vulgare

Rosmarinus officinalis

Ruta graveolens
Salvia officinalis
Taraxacum officinale

Thymus vulgaris

chicalote

estafiale

epazote de zornllo
oreja de raton
orégano del cerro

marrubio

manzanilla

hierbabuena
mejorana

oregano

romero

ruda
salvia
diente de leon

tomillo

dolor, diarrea, colico intestinal
(1), (2)

diarrea, disenteria, célico (2), (3)
diarrea, dolor estomacal (2), (3)
actdez cstomacal (1)

diarrea y dolor estomacal (2)

estomacal (1), empacho, colico,
diarrea (2)

dispepsia, celitis, indigestion (5)
estomaquico, antiespasmaodico
digestivo (5)

infecciones intestinales (1), dolor
estomacal (2)

Colico estomacal (2)

digestivo, colitis (1), dolor
estomacal (2)

dolor estornacal, colico (2)
indigestion (1)
colitis (1)

dolor estomacal (2), digestivo,
carminativo (1)(4)

Refereacias: (1) Adame, 2000, (2) Aguilar, 1994, (3) Wren, 1994, (4) Kuklinski, 2003;
(3) Bruneton, 1991

1.3 Actividad antiespasmadica

].os antiespasmodicos son un grupo de agentes, que incluyen algunos compuestos

de origen natural coro los alcaloides de l1a especie vegetal Atropa belladona (atropina,



belladona, hiosciamina, y escopolamina) o sus derivados sintéticos (Bowman y Rand,
1984). Disminuyen el tono y la moulidad intestinal, debido a lo cual se utilizan para
aliviar el dolor tipo colico del tracto gastrointestinal y otras visceras con musculo liso

(Hardman y cols , 2003).

Aunque se conocen diversos mecamismos farmacologicos que explican el
mecanismo ce accion de los compuestos antiespasmodicos, el mas comun es la actividad
como antagonista competitivo de la acetilcolina, y con ello impiden la despolaizacion

de la célula muscular y su consiguiente contraccion {Sama, 1998).

Se han estudiado diversas sustancias de muy variada estructura quimica con
capacidad de inhibir las contracciones del muscule liso intestinal, y s¢ ha demostrado
que 2lgunos compuestos aislados de plantas inhiben i vitro la contraccion del muascule
liso aislado a concentracién dependiente, entre ellos flavonoides quercetina, apigenina,
kagmfe-ol y rutina (Mata y cols., 1997; Capasso, 1991); aceites esenciales’ mirceno,

pineno y metileugenol (Lima y cols, 2000; Bolton, 1979).

Los derivados de las plantas son una parte muy importante del tratamiento de los
sintomas gastrointestinales entre los que se incluyen la dispepsia, colico intestinal, ulcera
péplica, nausca, vomito, constipacion y diarrea (Flardman y cols , 2003). Las sustancias
que actuan en el control de motilidad intestinal, relajando el musculo liso, son Gtiles para

el tratamiento de muchos de estos sintomas gastrointestinales.



1.4 Evaluacion de la actividad antiespasmadica con preparaciones de ileon de
cobayo

Se dispone de diversos easayos i vifro ¢ i vive para evaluar la actividad
biologica de cxtractos vegetales (Rahman y cois, 2001; Williamson y cols., 1996). El
modelo de ileon aislado de cobayo, es una prueba farmacolagica 1 virro que fue descrita
iricialmente en 1904 por Mzgnus (Edinburgh University Staff, 1970), es utilizada para
evaluar la actividad antiespasmadica de los extractos de plantas y farmacos (Weimann,

2002; Williamson, 1996, Samuelsson, 1991).

Este ensayo se fundamenta en que las porciones superior € inferior del intestino
delgado son susceptbles a las acciones de las terminales nerviosas por diversas
sustancias y €n consecuencia, es posible valorar la actividad biolégica de compuestos

naturales o sintéticos {Edinburgh University Staff, 1970).

J.os segmentos aislados de intestino de cualquier especie ammal menar,
manticnen la funcion de contraccion y relajacion durante horas incluso a temperatura
ambiente, a condicion de mantenerlos inmersos en solucion adecuada (Edinburgh

University Staff, 1970).

Para evaluar la actividad antiespasmodica, el fieon aislado de cobayo es
adecuado, debido a gue la actividad espontanea de contraccion y relazjacion es

retativamente lenta st se cempara con el ileon de concjo, y sus movimienios pendulares



son regulares. En un bafio de drganos en solucién fisioldgica y condiciones adecuadas de
pH, temperatura y oxigenacion, al poner cn contacto el tejido suspendido con los
compuestos activos, se produce contraccion o relajacion, dependiendo de su naturaleza
quimica. El segmento de intestino al contraerse o relajarse modifica la tension mecénica
gue gjerce, la que es convertida en sefial electrica mediante un transductor de tension
(Thomas y co's., 1999). La sefal eléctrica puede ser amplificada y registrada para

cuantificar los cambios en la tension (Fernancez, 1999).

Para ¢l Dr. Xavier Lozoya, el ensayo en ileon aislado de cobayo es un modelo
util para reproducir algunas de las caracteristicas de la via de administracion oral de los
extractos de plantas, con el fin de estudiar sus propiedades ant:diarréicas {(Lozoya y
cols.,, 1990). Iin ese mismo sentido, diversos estudios han demostrado que la actividad
antiespasmodica o espasmioiitica mostiada por los principios activos de las plantas
aportan una base farmacologica para validar su uso en la medicina tradicional (Rojas ¥

cols., 2000, Mata y cols,, 1997).

1.5 Actividad toxica de los extractos vegetales con larvas de Arfemia salina

Los compuestos bioactivos son siempre téxicos a aitas dosis (McLaughlin y
cols.,, 1993). Se ha reportado que los productos herbolarios con alguna accion
terapéurica, pueden contener sustancias potencialmente toxicas, mutagénicas o interfernr
con los farmacos (Heck y cols, 20C0; Montoya Cabrera y cols . 1999, Vizoso v cols.,
1999, Waizel, 1999). Para la apropiada seguridad v cficacia de las fitomedicinas, ademas
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de las pruebas fitoquimicas y farmacologicas deberian documentarse cstudios de su

toxicidad (Bilia y Riva, 2000).

La biologia y la fisiologia de las larvas de Artemia saling se han estudiado
extensamente, debido a que éstas son altamente sensibles a una pran variedad de

sustancias quimicas y extractos de plantas (McLaughiin y cols,, 1993).

Ademas de las pruebas de toxicidad con lineas celulares, la prueba i vitro de
toxicidad con larvas de Arfemia salina, es un ensayo de mucha utilidad en la bisqueda
de nuevas drogas antitumorales. Se¢ considera como una prueba general de toxicidad de
extractos de plantas (Meyer y cols, 1982). Ticne la ventaja de ser un bioensayo sencille,
rapido y altamente sensible, utilizando larvas cosechadas a partir de sus respectivos
huevecillos. Con éste bioensayo, es posible determinar la concentracion letal media
{CLso) de los componentes activos a partir de pequedas cantidades de mueslra en
términos de concentiacion (g/ml), con un inter velo de conlianza del 95% (Kinghorn y

Balandrin, 1993).



Justificacion

Diversas razones jusiifican el estudio fammacoldgico, toxicologico y fitoquimico
de las plantas medicinales. La flora de México es abundante y diversa pero poco
estudiada; el riesgo de perder valiosa informacion de la flora en peligro de extincion;
datos farmacologicos insuficientes que validen su uso en la medicina tradicional; hay
desconocimiento de los efectos adversos de algunas plantas de uso comin como remedio

casero durante ¢l embarazo, la lactancia y 1a infancia.

La automedicacion de los productos herbolarios y su uso generalizado, justifica
gue la comunidad cientifica aporte informacion de calidad, seguridad y eficacia en

beneficio de los consumidores.

En el esudio de 1a actividad bioldpica, es impartante como primera etapa la
caracterizacion farmacologica de los extractos y de sus fraccioncs, la segunda etapa
debera consistir en dos estudios: farmacodinamia y farmacocinética de las sustancias
activas, lo que pedria derivar en fitomedicinas, que s son medicamentos quedaria
oendiente el conocimiento de su potencial benéfico y toxico para valorar su adecuada

administzacion en ¢l ser humano.
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A través de la valoracion farmacologica del extracto herbal, podriamos
determinar cual es el principio activo que produce la accion, cual es su margen de

seguridad, asi como el de las sustancias que lo acompafian.

El incremento de la poblacion anciana y las enfermedades del tracto
gastrointestinal asociadas, para las cuales no se han desarrollado farmacos adecuzdos,
requicre del estudio profundo de .as plantas con propiedades aniespasmodicas que
pucdan utilizarse para tratar enfermedades relacionadas con el vaciamiento intestinal y

gastrico, la irritacion y la motilidad intestinal, entre otras.

Al considerar que la actividad biologica de las plantas utilizadas en medicina
tradicional para tratar sintomas gastrointestinales no es del todo clara, se propuso valorar
la actividad antiespasmodica y téxica de algunas plamtas utilizadas en medicina
tradicional para el tratamiento de sintomas gastrointestinales Los resultados obtenidos

estan dingidos parcialmente a validar su uso en medicina tradicianal.

Hipotesis

Los extractos de las especies en estudio presentan actividad antespasmodica en
la preparacton de ilean atslado de cobayo y baja toxicidad en el ensavo de Artemia

salina



Objetivo general

Valorar 12 actividad antiespasmodica de los extractos de las plantas Argemone
mexicana, Lippia graveolens, Marrubium vulgare, Matricaria recutita, Ruta graveolens

y Thymus vulgaris.

Objetivos cspecificas

1. Seleccionar v recolectar el matenial vegetal,

2. Obtener los cxtractos metandlicos a temperatura ambiente y acuosos calientes.

3. Valorar la actividad antiespasmodica de os extractos en preparaciones de ileon
de cobayo.

4. Fraccionar con solventes de distinta polaridad los extractos mas activos para la

act:vidad antiespasmodica.

[

Va.orar la actividad antiespasmodica de las fracciones

6. Valorar la actividad toxica de los extractos y sus fracciones en larvas de Artemia

salina

=3

Estab.ecer la naturaleza fitoguimica ce Jos extractos.



CAPITULO?2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material, equipo y reactivos

2.1.1 Material biologico

« Cobavos albinos Dunkey hartley acquiridos en el bioterio de 12 Facultad de

Medicina de la Universidad Autdnoma de Nuevo L.eon.

Huevos de Artemia salina (Brine shnmp cggs Nitro Pack®, Salt Creek, Inc, Salt
Lake City, USA)

Hojas de Argemone mexicana, Lippia graveolens y Marrubium vulgare.

Inflorescencias de Muatricaria recutita
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s Hojas y tallos de Thymus vulgaris v Ruia graveolens.

2.1,2 Material de laboratorio

e Tubos de ensayc Pyrex de 13 x 100 mm.

e Pipetas Pasteur.

e [rasco de vidro para liofilizadora de 80U mL Labconco®.

» Embudo de filtracion Pyrex®.

¢ Embuco de separacion Kimax®.

» Papel filtro No. 40, Whatman International, 1.TTX®, Maidstone, England.
o Papel Parafilm®, Menasha, Wisc,, USA.

» (Caja de acrilico con dimensiones de 20x 7x 7 cm.

2.1.3 Programas computacionales
o Statgraphics Plus® version 5.0.

* (GraphadPad Prisma® San Diego, USA

2.1.4 Equipo

» Poligiafo Grass® Modeio 7D (Quincy, Mass., USA).

e Transductor de tension FT03, Grass [nstrumen:s®, Quincy. Mass . USA.
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L]
¢4

Baiio de orpanos de 50 mL de capacidad.

Bafiv Maria con control de temperatura, Thermomix® B Braun, Germany.
Balanza analitica Explorer Ohaus®, NJ, USA.

Vortex-genie® Scientific Products, Illinois, USA.

Rotzavapor Bichi® R-205, Switzerland.

Bafio para rotavapor Buchi® B-490, Switzerland.

Controlador de vacio Buchi® V-80S, Switzerland.

Liofilizadora Labconco® Freeze Dry 6.

Incubadora con temperatura regulada a 50° C M Ortiz®, México.
Bomba de vacio EVAR® Power Electric, México.

Licuadora casera Ostenzer®, Mexico.

Larpara ultravioleta Blak Ray®, 365 nm, Upland, Ca, USA.
Pipeta automatica Eppenderof®.

Pipeta automatica Transierpette®, 20-200 pL

Pipetor Oxford®.

Reactivos

Metanol grado analitice JT Baker®, Mdxico

Agua destilada, Proveedor Casa Guerra Bejarano, Mexico.
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Hexano grade analitico JT Baker®, Mexico.

Acctato de etilo grado aralitico JT Baker®, México.

n-Butanol grado analitice JT Baker®, México.

Dimetilsulfoxido grado analitico Caledon®, Ontario, Canada

Nitrogeno comprimido de alta pureza, Proveedor, AGA SA de CV, Mexico.

Mezcla de gas carbogeno (95% de oxigeno y § % de CO;) Provecdor, AGA SA

de CV, México.

Agua de mar araficial (Listant Ocean® Aquaiium Systems, Mentoi, Ohio, 44060

USA).

Soluci6n de Tyrode (composicion g/l. de agua destilada: NaCl, 8.0; KCl, 0.2,
CaCly, 0.2; MgClg, U.1; NaHzPO,, 0.05, glucosa, 1.0 y NalICOs, 1.0) todos los

reactivos grado analitico J'T Baker®, Mexico.
Acetilcalina Sigma- Aldrich®, St Louis, USA.

Atropina Sigma-Aldrich®, St Louis, USA.
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2.2 M¢todos

2.2.1 Scleccion y recaleccion dcl matcerial vegetal

Se 1ealizd una fase previa al disefio experimental para obtener y analizar la
informacion de los usos ¢ indicaciones terapcuticas de un grupo de {35 plantas utilizadas
en medicina tradicional para el tratamiento de sintomas gastrointestinales. De este grupo
se seleccionaron seis plantas tomando en cuenta los criterios etnofarmacologicos y

quimiotaxonomicos descritos por Willimason y colaboradores (1996).

Las plantas frescas se recalectaron en diferentes localidades del area rural de la
Comarca Lagunera ubicada entre los estados de Coahuila y Durango al norte de México
en los meses de septiembie del 2002 a abnil del 2004, Tres especies fueron silvesties y
tres especies fueron obtenidas dec una parcela agricola. Sc siguieron los lineamientos
para recoleccion de material vegetal propuestos por la Orgamzacion Mundial de la Salud

(WHO, 1998).

I.a identificacion botanica la realizaror. Héctor Madinaveitia y Eduardo Blanco
Contreras, botinicos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad
l.aguna, ubicada en la ciudad de Tomredn, Coahuila Se depositdo un gjemplar de cada

expecie cn el herbario de la misma uriversidad.
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El material vegetal se dejo secar a temperatura ambieate (25° C) a la sombra
durante 5 a 10 dias v fucgoe de scparar las partes aéreas sc molieron hasta obtener un

polvo seco.

2.2.2 Extraccion de! material vegetal

2.2 2.1 kxtraccion metandlica a temperatura amfiente

Se prepararon extractos metandlicos (Capasso y cols., 2000, Rojas-Vera y cols,,
2002) colocando 100 g de matenal seco y molido en 400 mL de metanol grado reactivo
durante 24 horas a temperatura ambiente (25° C) con agitacion esporadica. E1 macerado
se: filrrd y se repitio la extraccion dos veces mds. El residuo seélido se guardd para la
extraccion acuosa. El solvente se evapord a presion reducida en rotavapor a temperatura
inferior a los 50° C y el extracto sc llevo a sequedad completa. El extracto crudo se peso

y se determind el rendimiento de la extraccion.

2.2.2.2 Extraccion acuosa caliente

Para obtener los extractos acuosos calientes se utilizo el residuo vegetal obtenido
de la extraccion metandlica. Se colocaron 100 g de material vegetal en agua destilada y
desionizida a ebullic'on durarte 10 minuzos. Al enfnar la mezcla se filtrd y se sometio a
liotihzacion Sc llevd a sequedad completa baje cormente de nitrégeno comprimido
hasta obtener un polvo seco. El polvo seco sc¢ peso y determiné el rendimiento de la

extraccion.
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2.2.3 Prueba bioldgica para la Actividad antiespasmodica

2.2.3.1 Preparacion de los segmentos aisladns de ileon de cobayo.

Para evaluar la actividad antiespasmodica se utilizd el modelo experimental en
ilcon de cobayo propuesto imcialmente por Magnus en 1904 y modificado por Turner en
1965 (Edinburgh University Staff, 1970). Se¢ utilizaron cobayos albinos de ambos sexos
con peso de 250 - 400 g. Se enjaularon en un ambiente controlado de luz y temperatura.
Se siguieron los lineamientos éticos para el manejo y sacrificio de ammales de

experimentacién (AVMA, 2001)

En cada sesion experimental los animales se mantuvieron en ayuno de 14 horas
con accese likre de agua. Se sacrificaron con golpe en 1a nuca y dislocamiento cervical.
La cavidad abdominal se abrio mediante incision longitudinal para extraer un scgmento
de ileon terminal de 10 ¢cm de longitud, se lavo en solucion de Tyrode a pH 7.4 ¥
temperatura de 37¢ C (Edinburgh University Staff, 1970) Se cortd un segmento de 2 cm
y se monto en un bana de drganos conteniendo solucion de Tyrode a 370 C aireada con
mezela carbogena a burbujeo constante. La solucion de Tyrode s¢ prepard una hora

antes de su uso.

Se registro la amplitid de la tension desarrnllada durante la contraceion mediante

un transductor de fuerza bajo condiciones isométricas, conectado a un poligrafo

calibrado a 1 g de tension (10 mN)



2.2.3.2 Preparacion de los extractos y soluciones de prueba

Los extractos metanolicos y acuosos se diluyeron en solucion de Tyrode para
obtener concentraciones finales en el bafio de 0.1, 1.0. 25 y 100 pg/mL. Come
soluciones de prueba se utilizzron diferentes concentracinnes de acetilcolina en un rango

de 1.8 x 107 M a 5 x 10 M para obtener la maxima respuesta de contraccion.

2.2,3.3.Concentracion-respuesta

Se realizaron series de ensayos concentracion-respuesta de los extractos
utilizando acetilcolina 1 x 10* M para inducic la contraccion del tejido. Las
contracciones fucron expresadas como porcentaje de la maxima respuesta inducida con

acetilcolina 1 x 10 ' M.

Una vez que se montd ¢l segmento de ileon en el bafio de érganos y se estabilizo
el sistema durante una hora, se indujo la contraccion administrando acetilcolina hasta
conseguir cuando menos tres maximas respuestas uniformes. El tejido se lavo tres veces
con solucon de Tyrode después de cada aplicacion El periado de lavado entre cada
aplicacion de acetilcolina fuc de tres minutos, tiempo suficiente para que el tejide

regresara al valor ce la contraccion basal.

Después de que la contraceion fue estable, el tejide se expuso a diferentes
concentraciones de los extractos vegetales durante cinco minutos de impregnacion,

seguidas de un ciclo de tres lavados con solucion de Tyrode entre cada aplicacior, va



que ademas de haber dado oportunidad para que actuara el extracto, se dio tiempo

suficiente para que ¢l tejido recuperara cl valor basal de la contraccion.

2.2.3.4 Analinis estadistico de los resultados

Los datos de la inhibicidn de la contraccion (relajacion) se expresaron como la
media de seis expenimentos t el error estandar de la media. Se realizd andhisis de
varianza, estableciendo la significancia estadistica a un valor de p< 0.05. Sc realizaron
curvas ce concentracidn (dosis}respuesta de los extractos y sus fracciones con el

paquete estadistico GraphadPad Pnsma®.

2.2.4 Fraccionamiento de extractos con solventes de distinta polaridad

Los extractos metandlicos mas activos para la actividad antiespasmadica se
fraccionaron con solventes de distinta polaridad; hexaio, acetato de etilo y n-butanol. Se
pesaron dos gramos de cada extracto y se procedio a rcalizar ¢l fraccionamiento. Sc
adiciond 15 mL de metanol. Se adicionaron 5 mL de agua destilada y s¢ vertieron en un
embudo de separacion, después se adicionaron 15 mL de hexano (o el doble del volumen
de la mezcla metanol agud). Se agito, decanto y separo la {raccion menos pular en un
vaso de precipitado y se repitio el proceso de 3 2 4 veces.

I.a fraccion mas polar se sometio a extraccion con acetato de etilo y n-butanol.
L.as tres fracciones se evaporaron en rotavapor a presion reducida y posteriormente se
llevaron a sequedad completa con corriente de gas niuogeno (Diagrama 1).
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Diagrama 1. Procedimiento del fraccionamiento de los extractos mas activos con
actividad antiespasmodica.

23



2.2.5 Actividad antiespasmddica de las fracciones

Las tres fracciones obtenidas en el procedumiento anterior se sometieron a la

prueba biologica de actividad antiespasmodica previamente descrita,

2.2.6. Actividad téxica de los extractos y sus fracciones en larvas de Artemia salina
Leach,

Se valoro la actividad taxica fa vitro de los extractos y sus itacciones mediante €l
calculo de 1a dosis letal media (DLs) por el método descrito por Meyer y colaboradores

(1982).

2.2.6 I Obtencion de las larvas de Artemia salina.

Se pesaron 40 mg de huevos de Artemia saling, s¢ \ncubaion en una camara de
acrilico obscura con agua de mar artificial, la cual se prepard disolviendo 38 g de la
mezcla de saies por hitro de agua destilada Se cosecharon las larvas con 48 horas de
incubacidn a temperatura ambiente bajo una tampara de luz blanca, para someterlas a las

diferentes concentraciones de los extractos.

2.2.6.2 Preparacion de los extraclos y adicion de las larsas

Lus extractos vegetales y sus fracciones se disolvieron para obtener una seiie de

diluciones segun el esquema modificado de Meyer y cols., (1982) Se cisolvieron 50 mg
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de extracto en S ml. de dimetil sulfoxido (DMSO) (solucion A). La solucion B se
prepard diluyendo 0.5 mL de la solucion A con 10 mL de DMSO Se colocaron una
seric de tubos de ensayo de 13 x 100 en los que se depositaron 100 L. y 500 ul de la
solucion B a los dos primeros y SO0 pL, 250 uL y 1000 pL de la solucion A a los
restantes para obtener concentraciones de 10, 50, 100, 500 y 1000 pg/mL. Se dejo
evaporar el disolvente. Cada concentracion se ensayd por triplicado.  Con pipeta se
transfirieron 10 larvas de Artemia salina a cada tubo y se aforé a 3 ml. con agua de mar
artificial. Paralelamente se prepararon los blancos por dilucién de la siguiente forma: se
tomaron 10 larvas cn un vial y se completo el volumen de cada tubo a 5 ml. con agua de
mar artificial Los tubos se incubaron bajo una lampara de luz blanca. Después de 24

horas se contaron las larvas vivas de eada tubo.

2.2.6.3 Andlisis estadistico

Con el numero de las larvas muertas s¢ calculo la concentracion letal media
{(CLso) de los extractos con el 95 % de confianza, utihzando el método Probit de Finney

(Anderson y cols,, 1991).

2.2.7 Identificacién fitoquimica cualitativa de los extractos

Los extractos se sometieron a pruebas fitoquimicas cualitativas para los
principales metabolitos secundarios segun el esquema de Dominguez (1988)

modificade. Se lomo una pequena porcion de cada ex'racto y se disolvio en 2 mL de
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solventc hasta obtecner una mezcla homogénea Para el caso de la determunacion de
flavonoides, cumarinas sesquiterpenlactonas y saponinas se utihizo metanol. Para el caso

de los triterpenos/esteroides se utilizo cloroformo.

Flavonoides: Sc determinaron aniadiendo unas gotas de cloruro férnco etanolico
al 1%, la presencia de flavonoides s¢ corroboro mediante la reaccidn de Wilstatter con

magnesio y HCI (Maldonado, 1985).

Cumannas y/o sesquiterpenlactonas: Se determinaron mediante la adicion de
una solucién de NaOH al 10%, siendo positiva al aparecer una coloracion amarilla que
desaparece  al  acidular  con  HoSQs  Se  confirmd  la piesencia  de
cumannas/sesquiterpcnlactonas con el desarrollo de un cromatograma en capa fina de

silica gel en fase mowvi! cloroformo-acetona, 9:1 y posterior revelado (Bruneton, 1991).

Compucstos fenolicos Se determinaron con la prueba general de oxhidnlos

fenclicos adicionando solucion acuosa de FeCl; al 12.5%.

Triterpenes y/o csteroides: Se determinaron con la prucba de Liebermann-

Burchard adicionandoe una gota de una mezcla de H;SO,4 y anhidndo acético.
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Saponinas: Se determinaron mezelando v filtrando el extracto con 9 ml de agua
caliente, enseguida 1 mL del filtrado se agitd vigorosamente durante 30 segundos para

observar la presencia persistente de espuma con apariencia de panal de abeja.

Alczloides: Se determinaron con la prueba de Dragendorff a base de yoduro de
bismuto, para lo cual se adicionaron unas gotas dc reactivo de Dragendorff al extractg
diluido. La presencia de alcaloides se venficd con ¢l reactivo de Mayer y con el
desarrollo de cromatograma en capa fina de silica pel en fase movil cloroformo:acetona,

9 1 (Dominguez, 1988), la placa se reveld con reactivo de Dragendorif.

En todos los casos, las observaciones se anotaron como apundante (+++),
moderado (+1), escaso () y negativo (~). En la Tabla 2.1 se presentzn las pruebas

fitoquimicas cualitativas rcalizadas para los grupos quimicos y su interpretacion.
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Tabla 2.1

Pruebas fitoquimicas cualitativas para determinar los principales grupos de
metabolitos secundar.os.

Grupo fitoquimico Prueba Interpretacion positiva

Flavonoides FeCly Color verde oscuro

Cumarnnas y/o CCF! Fluorescencia verde

sesquiterpenos

Compucstos fenolicos FeCls Precipitado rojo, azul o

verde

Initerpenos y/o esteroides Liebermann- Color azul, verde, rojo,
Burchard anaranjado

Saponinas Prueba de la espuma  Espuma mayaor de 1S mm

Alcaloides Dragendortf y Mayer Anaranjado-marron

CCI, cromatografia de capa fina, revelado con luz ultravioleta y solucion acuosa
de KMnQy4 al 5% para cumannas y sesquiterpenlactonas respectivamente
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Seleccion y recoleccion del material vegetal

De la lista de plantas mostradas en la Tabla 1.1 se seleccionaron seis especics de
acuerco a cnterios etnofarmacolégicos y quimiotaxondmicos. La recoleccion de las
plantas se realizo en algunos poblados de la Comarca Lagunera geograficamente ubicada

entre ios estados de Coahuila y Durango a una altitud de entre 1,100 v 1,150 metros

sobre el mvel del mar.

Se recolectaron plantas frescas de las especies silvestres Argemone mexicana

(chicalote), Lippia graveolens (orégano) y Marrubium vulgare (marrubio), y plantas
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fiescas culuvadas en parcela agricola de las especies Matricaria recutita (manzanilla),

Ruta graveolens (ruda) y Thymus vulgaris (1omillo).

La recoleccion de Lippia gruveolens se realizo ¢n el cerro denominado “La
Borrega”, en un terrero ondulado y accidentado con caracteristicas de tipo calizo rocoso,
ubicado en la zona rural a 15 km del nucleo urbano del municipio de Gomez Palacio en
el Estado de Durango. En esta region, algunos lugareios expiotan esta especie con fines

comerciales para uso culinario.

La especie Argemone mexicana se recolecto en el municipio de Francisco L
Madero en el Estado de Coahuila, en un predio agricola abandonado, en donde este
arbusto crece abundantemnente durante los meses de febrero a septiembre, aunque la

germinacion depende del agua de lluvia la cual es escasa en esta region.

La especie Marrubium vuigare se recolecta en el borde de las acequias secas del

rio Nazas a dos ki:lometros del municipio de Pefion Blance en el Estado de Durango.

l.as especies Muatricaria recutita, Ruta graveolens y Thymus vulgaris se
recolectaron en un predio agricola de horlalizas y plantas medicinzles ubicado en la zona

rusa! 2 2 km del municipio de Juarez en el Estado de Durango.
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En la Tabla 3.2 se muestra la ubicacion de la localidad de recoleccion de las
plamtas y el numero del registro del herbario donde quedo depositado un €jemplar de

cada cspecie.

Tabla 3 2
Localidaces de reccleccion y niumero de registro del material vegetal
Especie Familia Localidad No del Registro

Argemone mexicanal.  Papaveraceae Fco 1. Madero, Coah. UAAAN-HO06/03

Lippia graveolens HBK ~ Verbenaceae  Gomez Palacio, Dgo. UAAAN-H02/03

Muatricara recutita L Asteraceue Juaiez, Dgo. UAAAN-H01/03
Marrubium vulgare L Labiatae Pendn Blanco, Ngo. UAAAN-TI05/03
Ruta graveolens L Rutaceae Juarez, Dgo. UAAAN-H04/03
Thymus vulgaris L. Labiatae Juarez, Dgo. UAAAN-103/03

3.1.] Preparacion del material vegetal

El clima célido de la regién permitié que ¢l secado del material vegetal a
iecmperatura ambiente y a la sombra fuera rapido, con esto se disminuyo la perdida de los
principios acivos. Se obtuvo un rendimiente del proceso de secado que fluctud entre 6.2

y 16.6 % (Tabla 3.3) que para tines practicos s considero aceptable para los ensayos

posteriores
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Tabla 3.3
Rendimiento del material vegetal recolectado

Peso humedo del  Parte utihzada Peso seco de la parte
Especie material de la planta utilizada de la planta (g)
recolectado (kg)
Argemone mexicana S1 hojas 420
Lippia graveolens 1.5 hojas 250
Matricaria recutita 2.8 inflorescencias 290
Thymus vulgaris L3 Hojas y tallos 155
Ruta graveolens 20 Hojas y tallos 125
Marrubium vulgare 58 hojas 670

3.2 Extraccion del material vegetal.

En la Tabla 3.4 se presentan los rendimientos de la extraccion metanolica y

acuosa del material vegetal.

3.3 Actividad antiespasmodica

3.3.1 Preparacion del ensayo de la actividad antiespasmodica in vitro

Para la respuesta de la atropina en el modelo de actividad antiespasmodica en

scgmmentos de ileon de cobayo se obtuvieron los siguientes resultades: 1000 % de
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relajacién con atropina a una concentracion de 1 x 107 M; 153 % de relajacién con

afropina a una coucentracion de 1 x 10 * M (Tabla 3.5).

Tabla 3 4
Rendimiento de la extraccion metandlica v acuosa del matenal vegetal
Especie Rendimiento del extracto Rendimiento del
metanolico/100 g de extracto acuoso/100 g
material seco (g) de matenal seco (B)
Argemone mexicana 13.7 77
Lippia graveolens 219 17.6
Marrubium vulgare 11.7 5.7
Matricaria recutita 16.4 8.6
Ruta gravepiens 11.4 64
Thymus vulgans 21.6 3.1
Tabla 3.5

Concentracion-respucsta de la atropina para producir
relajacion de la contraccién inducida con acetilcolina 4

x 10°M (n=3).
Concentracion de Atropina por ciento de la
relajacion
1x10*M 153
2x10%*M 447
Sx10*M 743
1x10° M 100.0




3.3.2 Actividad antiespasmdodica de los extractos

Ios datos de la actividad antiespasmodica de los extractos metanolicos, asi como

las curvas de concentracion respuesta se presentan en la Tabla 3.6 y en la Figura 1.

Tabla 3.6
Porciento de inhibicion de la contraccion de los ext:actos metanslicos sobre el ileon aislado
de cobayo.

Concentracion 4. L. M. M. ®R 1
encl baflo  mexicana graveolens vwulgare  recutita graveolens vulgaris

{pgml) \_ _ _ _

0.1 7.6158 125=24 4.6*15* 173+14 12623 11.5%1.1*
1.0 149=79 183+2.8* 86+20% 367428 2834163 15.0+].5*
2.5 25.1=12 5% 26.813.3* 14.8£3.0* 4841fl16 346=5.0 23.610.5*
10.0 39.3449* 40.8434* 31.9+]1.7* 823+1.8 704+13.8 43.6£23*

Media de scis experimentos * error estandar de la media, *p<0.05 comparada con
Matricaria recutita
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Figura 1.

Curvas concentracion respuesia de relajacion de
atslado de cobavo.

los extractos metanolicos en ileon

Il’;:)cl:iaci'tz de inhibicion de la contraccion de los extractos acuosos sobre el ileon aislado de
cobayo. AU |
Concentracion A. L. M. M. R ¥
enel bano  mexicana graveoiens wvulgare  recutita  graveolens wvulgaris
(ng/mL}
01 25+1.6% 36110 269107 106=3.1¥ 260+0.7 1.410.04%
1.0 8.1#44.6* 12.3+1.8* 267+]1.4% 144-00* 369422 5540.15*
25 14 743 8* 222+12* 31 8+t25*% 172-1R8* 512+10 320+ 2*
10.0 22.6+4.5* 469+1.2 A426+).5* 31.7=15* 618439 512438

Media de scis experimentos t eiror ¢standar de la media, *p<0.05 comparada con Rura

graveolens
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Figura 2.

Curvas concentracion respucesta de relajacion de los extractos acuosos en ilcon aislado
de¢ cobayo

3.4 Fraccionamiento de extractos con solventes de distinta polaridad

E!l tendimiento del fraccionamiento de los extractos mas activos para |2 actividad

anticspasmodica sc presenta en la Tabla 3.8



Tazia3 8

Rendimientos del fraccionamiento de los extractos metanolicos con mayor actividad
_antiespasmadica con solventes de distinta polandad.

Rendimiento (my/g de extracto metandlico)

hexanica acetato de etilo butanolica
Matricaria recutita 80 220 55
Ruta graveolens 190 25 33

3.5 Actividad antiespasmadica de las fracciones.

I.os datos de la actividad antiespasmdéxiica de las fracciones obtenidas con
solventes de distinta polaridad, asi comop las curvas de concentracion respucsta se

presentan en la Tabla 3.9 y enlas Figuras 3 y 4.

Tabla 3.9
Porciento de inhibicion de la contraccion de las fracciones sobre el ileon aislado de
cobayo.

Fraccion hexznica Fraccion de acetara de Fraccion hutanalica

r etilo
Concentracion

en ¢l bafio

Matricaria Ruta Moutricaria Ruta Matricaria Ruta

(hg/mL) recutita  graveolens reculita graveolens recutita  graveolens
0.1 11.49.03* 44611.0 249:t12* 67:08 70il.0* 128:05
1.0 159:0.6* 538+12 396+15* 206+.8 185+1.4* 26414038
2.5 36411.6 723x18 447416 482408 356+20* 405+07
100 550+1.3* 798+13 667413 RISH)L7T S5524836* 749405

Media de seis expenmentos * error estandar de la media, *p<0.05 de Ruta graveolens
con Matricaria recutitu
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Figura 3.

Curvas concentracion-respuesta de relajacion de las fracciones de Marricaria recutita en
ileon aislado de cobayo.

100+ |
B Fraccién hexanica
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s ¥ TFraccion butandlica
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=
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Figura 4.

Curvas concencracion-respuesta de relajacion de las fracciones de Ruta graveolens en
tleon arsiado ce cobayo.
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3.6 Actividad toxica de los extractos y sus fracciones ¢n larvas de Artemua salina

En las Tablas 3.10 y 3.11 se presenta la concentracion letal media y sus

respectivos limites de confianza al 95 % de los extractos y sus fracciones,

Tabla 3.10

Conceutracion letal media (CLyo) de los extractos metandlicos y acuosos en larvas de
Artemia salina.

Extractos metandlicos Extractos acuosos
Especie CLso LC 95 % CLso LC95%
mL
(ng/mL) (hg/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Argemone >1,000 ND 2582 195.5-331490
mexicana
Lippia 141.9 544 -374.5 2,106.2 972.0 — 13,343.
graveolens
Marrubivm 1,576.2 802.0 - 6,707 258.7 190.0 -355.0
vuigare
Matricaria 1,993.1 958.0 — 24,284 268.7 183.0-415.0
recutita
Ruta 382 24.6 -56.0 10.0 39-140
graveolens
Thymus 2,645.8 1,201 — 26,640 450.2 280.7-863.0
vulgaris

CLsg, concentracion letal media; LC 95%, limites de confianza al 95%
ND, nto determinada
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Tabla 3.11
Concentracion letal media {CLso) de las fracciones de los extractas en larvas de Artemia

salina.

hexanicaos acetato de etilo butandlicos

CLwy LC95% CLyw LC95% CLy LC 95%
mymL) WL opnry b)) Geiml)

Matricaria 1313 84,9-2046 3878 2543-5643 333 23.6-45.7
recutita

Rura 118 73-164 11.6 6.7-16.6 31.6 21.0-475
graveolens

CLsg, concentracion letal media; LC 95%, limites de confianza al 95%
ND, no determinada

3.7 Ideatificacion flitoguimica cualitativa de los extractos.

En la Tabla 3.12 se presentan los resultados obtenides del analisis fitoquimico

cualitativo de los extractos.
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Tabla3.12
Principales grupos fitoquimicos presentes en los extiactos de las plantas en estudio

Argemone Lippia  Marrubium Matricaria  Ruta  Thymus
mexicana graveolens vulgare  recutita graveolens vulgaris

Flavonoides + ++ T+ + + +
Cumarinas y/o + + ¥ & + v
sesquiterpenos

Compuestos + e + " + &
fenolicos

Triterpenos 1 + + . ¥ 4
y'o esteroides

Saponinas +H+ + _ _ . w
Alcaloides - —

— no detectable; + escaso; ++ moderado, +++, abundante
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Capitulo 4

DISCUSION

4.1 Seleccion y recoleccion del material vegetal

En cste cstudio se evaluaron los extractos dc seis plantas de uso comin ¢n la
medicina tradicional para el tratamiento de algunos sintomas gastroinieshnales. Tres
plantas silvestres: Argemone mexicana, Lippia graveolens, Marrubium vulgare, y tres

plantas cultivadas' Matricaria recutita, Ruta graveolens y Thymus vulgaris.

La busqueda bibliografica en la base de datos Medline del National Library of
Medicire de los Estados Unidos de América para realizar este trahajo, puso en evidencia

que alganos géneros son ammpliamente citados en la literatura, como es el caso de la
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Matricaria, Ruta y Thymus. En cambio, el marco referencial dispenible para los géneros

Argemone y Lippia es gscaso.

Es necesario destacar que la taxonomia de las plantas seleccionadas
correspondicron a especies bien 1dentificadas y fueron reconocidas para su uso
medicinal por los pobladores del sitio de recoleccion. Esto colncide ademds con las
monografias que sobre cada planta hay descritas en la literatura (Wren, 1984, Trease y

Evans, 1991).

Entrevistas etnofarmacologicas previas a cste trabajo, mostraron que las plantas
utilizadas en medicina tradicional para el tralamiento de sintomas gastrointestinales tipo
colico son de uso comun en nuestro medio. Fl conocimiento es transmitido de
gereracion en generacion, sin embargo la transmision del conocimiento se encuentra
amcnazada por ¢l gran desarrolo de la medicina oceidental (Fabricant y Famsworth,

2001) y por la apatia de los pobladores en perpetuar las tradiciones.

De las 15 plantas medicinales documentas para el uso del iratamiento de
sintomas gastrointestinales, seis fueron las mas comunes, sin embargo no existe una
planta que sea utilizada exclusivamente para las enfermedades gastrointestinales, mas
bien existe diversidad en el uso. Tres especies son de origen silvestre, y {recuentemente
se recolectan enteras, por lo que pueden desaparecer como resultado de la

sobreexplotacion o destruccion de su habitat (Caniago, 1998).



Acerca de la recoleccion de las plantas cultivadas, el propietario del predio no
aporto informacién acerca del uso de agroquimicos en el cultivo, por lo que existe la
posibilidad de que el material vegetal pudo haber estado contaminado con sustancias

quimicas que pudieran haber influido en el resuliado de la actividad biolagica.

El proceso de secado de les especies colectadas dio un rendimiento que fluctud
entre 6.2 y 16.6 % (Tabla 4.3) que para fines practicos se considera nceptable para el

proceso de maceracion.

Los resultados de este trabajo demuestran que si bien es cierto que se cstudiaron
algunas plantas ampliamente citadas en la literatura como es el caso de la Matricaria
recutita 'y Thymus vulgaris, en otras plantas existe eseaso marco referencial como es el

caso de Argemone mexicana y Lippia graveolens.

4.2 Extraccidn del material vegetal

En cste cstudio se realizé ta extraccion de los principios activas con mctanol a
temperatura ambiente por su capacidad de extraer un mayor niimero de componentes en
un solo evento, tanto los polares como los no polares. Ademas, el metanol es un solvente
amypliamente utilizado en la obtencion de extractos para la valoracian de lz actividad
biologica en general y de la actividad antiespasmodica de las plantas (Bringmaan y cols.,

2002 Dicroni y cols, 2000, Gilani y cols, 2000).
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El residuo vegetal de la extraccion metanolica de cada planta se sometio al
proceso de extraccion acuosa caliente para obtener l0s constituyentes mas polares no
extraidos con el metanol. Este procedimiento se llevo a cabo por el hecho de que las
personas extracn los principios activos presentes ¢n las partes de la planta por medio de
la decoccidn ¢ ingicren los cxtractos cn forma de infusion. La cxtraccion acuosa se
convierte en un metodo atil en la valoracion de la actividad blologica en general y de la

actividad antiespasmodica en particular (Kamgang y cols.,, 2001, Tanira y cals., [996).

4.3 Actividad anticspasmodica.

Aln no se ha establecido una base cientifica para comprobar la actividad
antiespasmodica de la mayona de las plantas utilizadas en medicina tradicional para el
tratamiento de los sintomas gastrointesnnales como la dispepsia, colicos intestinales,

ulcera péptica, ndusea, vamito, constipacion y diarrea (Williamson y cals., 1996).

La investigacion de este trabajo se centré en el estudio de la actividad
autiespasmodica de los extractos metanoplicos y acuasps de las plantas gue fueron
previamente seleccionadas. Se escogio un modelo farmacologico in virro con intesting
de cobayo, descrito ampliamente para reproducir algunas dc las caracteristicas de la via
de administracton oral con fines de estudiar las propiedades espasmoliticas (Hernandez

Romero v cols., 2004, Astudillo y cols., Lima y colas,, 2000).



El intestino ¢s sensible a los compuestos xencbioticos ingendos via oral dentro
de los cuales se incluyen los farmacos y los productos naturales, por otro lado la
seleccion del modelo experimental es un criterio importante para la caracterizacion
farmacaldgica (Lin y cols, 1999, Claesor y cols., 1991; Edinburgh University StafT,

1970)

Las plantas pueden producir el efscto antiespasmédico por diferentes
mecanisios, aungue es posible que pueda haber una combinacion de los mismos

(Abysiquc y cols,, 1999; Lis-Balckiny Hart, 1959).

Por naturaleza inirinseca, el ileon de cobayo mantiene una baja conuaccion
cspontanea la cual es posible aumcntar con diversos cspasmogenos, entre Otros
acetlcolina a dosis conveniente. En el disefio de este trabajo expenmental se eligid
como espasmogeno la acetilcolina por consideraria como el principal mensajero gquimico
cstimulante de la contraccian del intestino (Seitz y cols, 1997). Ademas, la acetilcolina
es capaz e modular la actividad de sus propias terminales colinérgicas y su respuesta
puede tener valor para la posible aplicacion terapéutica en la regulacion de la motilidad

del intestino (Marcoli y cols., 200Q).

4.3.1 Preparacion del ensayo de la actividad antiespasmodica in vitra

Fue necesanio adecuar el ensayo de contraceion-relajacion a las condiciones de

irabaje sin extracta. es por ello que el modelo experimental fue probado con atropina
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{inicialmente obtenida de la planta Atropa belladona). Una de las prncipales
prepiedades farmacologicas de la atropima es la de antagonizar los receplores
muscarinicos, siendo su efecto principal en el intestino delgado la relajacion (Hardman y

cols., 20603)

I.a atropina es el fiarmaco mas potente del grupo de los compuestos
antiespasmodicos mndicados para el tratamientoe del célico intestinal (Hardman y cols,,
2003). En la adccuacidn del ensayo, sc demostro que en prescncia de atropina la
acetilcolina produjo una respuesta dependiente de la concentracion, lo que indicod que [a
atropina inhibié la accidn de la acetilecolina. Los datos de este comportamiento se

indican en la Tabla 3.5.

Una vez que se adicioné la atropina a la preparacidn, se encontré una pasible
mayor afinidad que la de 1a acetilcolina, por le que Ia recuperacion de la preparacion fue
muy lenta, a dosis mayor de 1 x 107 M el tejido se paralizo sin recuperacion. Se verifico
la accion antiespasmédica con papaverina y butilhioscina solamente con fines de

adecuacion del modelo con magnifica respuesta.

Durantc los cnsayos dc preparacion para ¢l modclo expenmental, no hubo

cambios significativos en el ilecn tratado con los soiventes, agua o solvente organico en

ausencia del extracto.
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4.4 Actividad anttespasmoddica de¢ los extractos mctandlicos

En este trabajo, los principios activos presentes en los extractus metanolicos de
todas las especies estudiadas actuaron sobre el ileon aislado de cobayo, productendo una

inhibicion de la contraccién dependiente de la concentracién (0.1 — 10 ug/mL).

Para calificar la escala de potencia de la relajacian de los resultados de este
estudio, se tomo la referencia de Rojas—Vera y colaboradores {2002) que al estudiar la
actividad rclajante del cxtracto de hojas de Rwbus idaeus obtuvieron respuesta fuerte,
moderada y pequefia con relajacion mayor de 80 %, 70 % y menor de 15 %

respectivamente.

Se pudo comprobar que de los seis extractos probadas, el de Matricaria recutita
mostro una mayor respuesta de relajacion (82.3 %) a concentrac:on de 10 pg/mL. El
extracto de Ruta graveolens a |la misma concentracton, presento una respuesta moderada
{70.4 %). Entre amhos extractos la diferencia fue de aproximadamente 12 0 % (Tabla

4.0).

Los extractos de Argemome mexicana, Lippia gravealens, Marrubium vulgare y
Thymus vulgaris mostraron una respuesta pobie de reldjacion a la maxima concentracion
de los extractos La diferencia de la respuesta cntre ellas coa 10 pg/ml fue menor ¢n un
40% con respecto a la extractos de Matricaria recutiia.
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Se compararon las med:as de la respuesia de relajacion del extracto de
Matricaria recutita (¢l mds activo) con el resto de los extractos ¢n ¢studio por medio de
un analisis de varianza (ANOVA); se encontrd una menor respuesta con una diferencia
significativa (p<0.05) de Argemone mexicana, Lippia graveolens, Marrubium vuigare y
Thymus vulgaris. En el caso de Ruta graveolens no hubo diferencia estadistica con

respecto al extracto de Muatricaria recutita

Los resultados obtenides en este trabajo indicaron que el extracto de Mairicaria
recutita fue el que presento mayor actividad relajante; coincide esto cen los resultados
obtenidos por Forster y colaboradores (1980) y Achterrath-Tuckerman y colaboradores

(1980), que reportan una respuesta de relajacior. de 85 %.

En este cstudio, los extractos metanolicos de Thymus vulgaris también utilizado
en medicina tradicional como antitusivo, produjeron relajacion de aproximadamente 40
%, repuesta que se considera baja. Este dato resulto similar al que obtuvieron en 1983
van den Broucke y Lemli en Bélgica cuando analizaron los extractos de esta misma
especie en fleon y en traquea de cobavo; cllos reportaron que los principios activos, no
fueron capaces de rclajar el musculo liso en el ilcon, pero en cambio observaron

relajacidn del muscule Jiso de la traquea.

En la Figura 1, se muestran las curvas de la concentracion-respuesta del efecto de

los extractos metandlicos soore el (leon de cobayo, en las que se observo que los
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extractos de Mutricaria recutita y Ruta graveolens presentaron mayor actividad de
relajacion. En ambos extractos, 1as curvas muestran una respucsta de relajacion paralela
a 2.5 ug/mL, aunque el extracto de Ruta graveolens muestra desplazamiento a 1a derecha

con nienor potencia.

Los extractos metanodiicos de las plantas fueron capaces de relajar el masculo liso
de intestino a diferentes concentraciones, este efecto fuc reversible en todos los casos
después de lavar el tejido. No sabemos su mecanismo de accidn, pero al menos
determinamos que los exiractos contiencn principios activos inhibidores de la

contraccion inducida con acetilcolina

Puede scr que uno o mas de los principios activos presentes en los extractos sean
los responsables del efecto relajante tal y como Gilani y colaboradores {2004) han
coucluido En ese mismo sentido, estudios in vitre realizados por Actherrath-Tuckerman
y colaboradores (1980) ¢n cxtracto de manzanilla, concluyeron que el efecto
antiespasmodico iz vitro se debe a Jos multiples constituyentes de los extractos, que al
aislarlos e identificarlos determinaron que en especial el m-bisabolel tiene un efecto
espasmolitico comparable a [ papavenng, y los Oxidos de a-bisabolol tienen fa mifad de

csta potencia.

La fuerte actividad antiespasmodica in vitro de los extractos de Muiricaria

recutita v Ruta graveolens apoyan farmacologicamente su uso en medicina popular en el
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tralamiento de enfermedades gastrointestinales. Aungue se han reportado diversos
estudios clinicos para Matricaria recutita (Tschiersch y Holzl, 1953; Kavenko y cols.,
1989) no hay suficientes datos clinices con el uso de Ruta graveolens para los

padecimicntos gastrointestinales,

La baja respuesta de relajacion de los extractos (0 1 - 10 pg/mL) de Argemone
mexicana, Lippia graveolens, Marrubium vulgare y Thymus vuigaris no aportan datos
farmacologicos que apoyen el uso de estas especies en el tratamiento de los

padecimientos gastrointestinales.

4.5 Actividad anticspasmodica de los extractos acuosos

Al igual que los extractos metanolicos, los extractos acuosos actaaron sobre el
ileon ais‘ado de cobayo, produciendo una inhibicion de Ja contraccion dependiente de la
concentracion (0.1 — 10 ug/mL). El exiracto de Ruia graveolens presentd la maxima
respuesta de todos los que se evaluaron con una relajacion moderada de 61.8 %. La
magnitud de la respuesta de los extractos acuosos sobre ¢l ileon de cobayo fue menor en
20 % a la que s¢ observo en los extractos metandlicos. En el analisis estadistico se
encontrd una diferencia significativa (p<005) al comparar el extracto de Ruta
graveolens con los extractos de Argemone mexicana, Lippia graveolens, Marrubium

vilgare, Matricaria recutita y Thymus vulgaris.
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En la literatura consultada ne se¢ cncontraron suficientes reportes para discutir la
actividad antiespasmodica de [os extractos acuosos En 1985, Noamest y colaboradores
corroboraron las propiedades relajantes (antiespasmodicas) del extracto acuoso de
Lippia multiflora sobre el musculo liso en ratones machos, dato que no coincidin con el
presente trabajo ya que la respuesta de Lippia graveolens también conocido como

oré¢gano mexicano fue de tan solo 46.9 % de relajacion.

Los extiactos de Argemone mexicuna, Lippia graveolens, Murrulnum vuigare,
Matricaria recutita y Thymus vuigaris fucron poco activos va que mostraron una
respuesta de relajacion menor a 50 %. Esto probablemente es porque los principios
activos que participan en el efecto espasmolitico quedaron retenidos en el extracto
metanolico, o también pudo ocurrir una transformacion de los mismos durante el

proceso de decoceion que hizo disminuir Ja actividad,

I.a baja respuesta de relajacion de los extractas acunsos (en comparacion con la
buena respuesta de los exuractos metanolicos y fracciones), de ninguna manera se
considera desalentador, ya que la via oral es la forma tradicional del consumo de las
plantas medicinales, esto explicaria porque en las personas que ingieren la infusion de la

planta los beneficios superan a los efectos adversos.

En ia Figura 2 se presentan las curvas de la relacion de la concentracion de los

extractos acuosos con [a respuesta de relajacion del ileon de cobayo. Como se puede
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observar, el extracte de Ruta graveolens presentd Ja mayor potencia a una concentracion
menor de 2.5 pg/ml. Los extractos de Argemone mexicana, Lippia graveolens,
Marrubium vuigare, Matricarta recutita y Thymus vulgaris mostraron una respuesta

pobre con pencientes no paralelas con meseta por debzjo de los 5.0 pg/mL

4.6 Actividad antiespasmodica dc las fracciones con solventes de distinta polaridad

Los extractos relativamente pelares de Matricaria recutita y Ruta graveolens
fueron .o0s de mayor actividad antiespasmodica i1 vitro, resultaron ser 1 - 2 veces mas
potentes que los extractos de Lippia graveolens, Marrubium vulgare, Matricaria
recutita 'y Thymus wvulgaris, por este motivo se elipieron para someterlos al

fraccionzmiento con solventes de distinta polaridad

De manera similar a los extractos metanolicos v acuosos, las fracciones hexanica,
etilacetato y butandlica acwaron sobre el ileon aislado de cobaye, produciendo una
inhibicion de la contraccion dependiente de la concentracion (0.1 — 10 pg/mL) La
comparacion de la relajacion de las ties fracciones de distinta polaridad presentado en la
Tabla 3 9 entrc Ruta graveolens y Matricaria recutita mostro una diferencia cstadistica

significativa (p<0.05).

Llama la atencion quc en ¢l ensayo farmacologico de las fracciones de cistinta
oolaridad se encontrd que las fracciones hexanica, etilacetato y butanolica de Ruia
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graveolens a la concentracion de 10 pg/mL presentaron fuerte respuesta de relajacion

con 79.8, 81.5 y 74.9 % respectivamente.

Si se toma en cuenta que el extracto polar de csta especie resultd con una
actividad moderada de 61.8 % de relajacion (Tablas 3.6 y 3.7), la actividad estuvo
presente tantc en los extractos no po.ares como en los polares, es decir el
fraccionamiento con solventes de distinta polaridad incremento la actividad con respecto
al extracto gue le dio ongen. Esto es dificil de explicar, paiticulaimente porque ta
fracci0n acuosa revelo una moderada respuesta de relajacion, lo que podria sugenimos la
presencia de dos diferentes tipos de componentes polares y no polares con efecto
espasmalitico, similar a lo que reporfaron Lozoya y colaboradores (1990) con la planta

Psidium guajava.

En cuanto al extracto metanodlico de Matricaria recutita resulto con fuerte
respuesta de relajacion (82 3 %) y Gnicamente 1a fraccion de acetato de etilo {Tabla 3.9)
mostrd una moderada respucsta de relajacion (66.7 %). Es posible que el extracto de esta
planta contenga constituyentes activos que mucstren combinacién sinérgica y se plerda

durante el fraccionamiento, como ha ocumdo en otros ensayos (Gilam y cols, 2004)

No se encontré informacion rclevante cn la literatura que indicara cl

cemportamiento del fraccionamiento de los extractos de estas dos especies.



Er la Figura 3 se presentan |as curvas de la concentracion-respuesta de relajacion
de las Nacciones hexanica, etilacetato y hutanolica de Matricaria recutita en donde se
obscrvo que la fraccion de acctato de ctilo presentd la mayor respucsta de relajacion. La
curva concentracton-respuesta de la fraccion de acetato de etilo se encuentra a la
izquicerda, lo que claramente indica una mayor potencia que las fracciones hexanica y
butanOlica con pendientes graficamente paralelas entre si. La mesews que indica la

maxima respuestz quedo ubicada en una concentiacion de 5.0 pg/mlL.

En la Figura 4 se presentan las curvas de la concentracion con la respuesta de
relajacion de las fracciones hexanica, etilacetato y butandlica de Rwta graveolens en
donde se percibe que la fraccion hexanica presenta un desplazamiento a la izguierda por
sobre las fracciones de acetato de etilo y butandlica. No difiers la actividad

anticspasmodica de las tres fracciones en la maxima respuesta de 10 pg/mL.

Todo parece indicar que es determinante el método de extraccion para conservar
o aislar los prncipios activos de los extractos que por caracter{sticas quimicas sezn

diferentes resultando con mayor actividad para unos que otros.

Nos atrevemos a decir que esto pudiera servir de guia para aprovechar al maximo
el tipo de extracto que parcce caracterizar el aislamiento de sus principios de maxima
acuvidad, por ejemplo el metandlico en el que sc encontré mayor actividad de la
Muatricaria recutita y Ruta graveolens, mientras que cor. los extractos acuosos el mayor

efecto correspondio a Ruta graveolens
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4.7 Actividad toxica de los extractos y sus fracciones en larvas de Arfermia salina

Seglin se ha descrito “lo natural no sienmpre s innocua”, esto Motiva a que en
este estudio se incluyera la evaluacion de la actividad toxica de los extractos por
consideraria un complemento de la valoracion farmacologica. La evaluacion de la
actividad toxica dc las plantas medicinales juega un pape! importante para el
establecimiento de los criterios de segurided y efectividad promovidos por la

Organizasion Mundial de la Salud (Kumar y Shukla, 2003).

Con el ensayo de toxicidad para larvas de Arfemia saiina, los compuestos
bicldgicamente activos son aquellos con una concentrac’én letal media (CLso) menor a
200 ug/mL (Anderson y cols., 1991). A pesar de su simplicidad, Ia prueba de toxicidad
con larvas de Artemia salina ha sido aceptada como una prueba de tamizaje estandar

(Mcl.aughlin y cols., 1998; Kinghom y Balandrin, 1993).

En ¢l presente trabajo, se evalud la actividad toxica in viro de los extracios
mctanolicos, acuosos y fracciones con solventes de distinta polaridad en larvas de
Artemia salina l.as larvas fueron altamente sersibles a la presencia de los constituyentes
de los diferentes extractos y sus fracciones (Tabla 3.9 y 3.10). El bioensayo resulto facil
de reproducir y mostro un amplio rango de letalidad media (10 ~ 2,646 pug/mlL). La
viabilidad de las larvas er el grupe conyol negativo fue de un 100 % y no se observaron

alteraciones ¢n la moulidad de las laivas.



Se encontrd que del total de extractos sometidos a la prueba, ocho resultaron
bioactivos segin la estimacion de la conceatracion letal media y diez resultaron
biologicamente inactivos Por los resultados obternidos, la hipotesis sobre la toxicidad
propuesia inicialmente, pudiera ser rechazada ya que los extractos de Ruta graveolens
fueron altamente 10xicos en el ensayo con laivas de Artemiu salina. Sin embargo, por la
naturaleza del disciio de este estudio no se rechaza [a hipotesis porque hacen faita mas

estudios que aporten mayor infermacion y que estan fuera del alcance de esta propuesta.

Dec los extractos metanolicos que resultaron bioactivos, el de mas alta toxicidad
fue el extracto de Ruta graveolens con una estimacion de CLsp=38.2 ug/mL con limites
dc confianza de 95 %. El extracto metandlico de Lippia graveolens igualmente presento
una estimacion de CLsg = [41.9 ug/ml. Los extractos metandlicos de Argemone
mexicana, Marrubium vulgare, Matricaria recutita 'y Thymus vulgaris, resultaron

biologicamente inactivos para Artemia salina.

Con respecto a los extractos acuoses, ¢l extracto de Ruta graveolens mostro Iz
mas alta toxicidad de todos los extractos estudiados con una CLsp = 10.0 pg/mL. Los
extractos de Argemone mexicana, lLippia graveolens, Marrubium vuigare, Mairicaria
recutita y {hymus vulgaris resultaron con una concentracion letal media por encima de

200 ug/mL lo que indico que fueron tnactivos.
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En la literatura cientifica consultada hay escasos reportes sobre la toxicidad con
el ensayo de Artemia salina de las plantas seleccionadas en este estudio. Uno de ellos
publicado por Alicia Lagarto Parra y colaboradores en el ano 2001, reporta que el
extracto de Ruta graveolens presento una estimacion de la CLg= 5 39 1g/mL. Los datos
del presente trabajo de investigacion son similares a los que presentd el grupo de

Lagarto Parra.

L.a evaluacion de la toxicidad de las fracciones de Matricaria recufita y Ruta
graveolens resulto interesante, ya que como se ohserva en la Tabla 3 10, solamente la
fraccion de acetato de etilo de Matricaria recutita resulté biologicamente inactiva. Las
fracciones hexanica y butanolica resultaron bioactivas para cste bioecnsavo. Mert y
Ozturk (2002) en una serie de fracciones de plantas colectadas en ‘Turquia,
coincidertemente encontraron que los extractos de acetato de etlo no mostraron

actividad toxica de manera sinular 4 los hallazgos en este trabajo.

Al igual que en los extractos metandlicos y acuosos, las fracciones de Ruta
graveolens resultaron con elevada toxicidad con estimacion de Clsode 118, 11.6 y31.6

ng/ml paia las fracdones hexanica, de acetato de etilo y butanclica respectivamente.

La propiedad toxica de las fracciones de Mafricaria recutita se presentd
unicamerte en los componentes de naturaleza no polar. Al parecer la propiedad toxica

de los extractos y fiacciones de Rula graveoleny sc debe a los compoaentes de
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naturaleza polar y no polar. La relacion actividad toxica y constituyentes no polares de
este trabajo result consistente con otros estudios (Carballo y cols., 2000, Huang y cols.,

2002).

La mayor parte de la literatura mundial describe algunos efectos adversos de
Ruta  graveolens, destacando que pusde provocar sangrado uterino, aborto v
fototoxicidad (Madari y Tacohs, 2004; Wren, 1994). Los resuitados de toxicidad de Kuta
graveolens encontrados en este estudio con el ensayo de Artemia salina, pudieran estar
relacionados directamente con la informacion de estos efectos adversos. Recientemente
s¢ ha confirmado que las fitotoxinas de Kuta graveolens estan asociadas a uno de sus

principales constituyentes denominados furanocumarinas (Massot y cols., 2000).

4.8 Identificacion fitoquimica cualitativa de los extractos

En cste estudio se determind la composicion quimica cualitativa de os extractos

con un esqueme de reacciones colondas.

En el extracto de Argemone mexicana se detectd la presencia de flavonoides,
cumarinas y/o sesquiterpenos, compuestos fendlicos, triterpenos y/o esteroides con
reaccion escasa, saponinas con reaccion abundante. No se¢ detectaron alcaloides
Estudios fitoouimicos previos han reportado la presencia de compuestos fenolicos,

terpenos, flavonoides y alcaloides en las paites aércas de la planta (Shaukat y cols.,
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2002; Capasso y cols., 1997). Liama a atencién que en el presente estudio se detectaron
compuestos fenodlicos, terpenos y flavonaides, mas no se detectaron akcaloides. Esto se
pudiera deber a que se perdieran o inactivaron durante el proceso de extraccion o hien la

época de recoleceion no concidid con la sintesis de estos conslituyentes.

En el extracto de Lippia graveolens se detectd la presencia moderada de
flavonoides, escasa respuesta de cumarings y/o sesquiterpenos, triterpenos y/o esteioides
y saponinas asi como moderados compuestos fendlicos. No se detectaron alcaloides. El
gerero Lippia  con mas de 52 especies, es reconocido por sus aceites esenciales
carvacrol y timol (Costa y cols., 2001), pero Pascual y colaboradores (2001) reportaron
corapuestos fenolicos de tipo flavonoide presentes en los extractos de esas plantas de

manera siumnilar a los resuliados cualitativos encontrados en este estudio.

En el extracto de Marrubium vulgare se¢ detectdé la moderada presencia de
flavonoides, asi como escasa respuesta de cumzrinas y/o sesquiterpenas, compuestos

fendlicos, triterpencs v/o estercides, no se detectaron saponinas ni alcaloides.

En ¢l extracto de Matricaria recutita se detectd la presencia de flavonoides,
cumarinas y/o sesquiterpenos, compuestos fenolicos, trnterpenos y/o esteroides, tedos

cor escasa respuesta. En este estudia no se detectaron sapontnas ni alcaloides.
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En ¢l extracto de Ruia graveolens se detectd escasa presencia de flavonoides,
cumarinas y/o sesquiterpenos, compucstos fenolicos, trterpenos y/o csteroides. En este

estudio no se detectaron saponinas ni alcaloides.

En ¢l extracto de [hymmues vidgaris sc detecto la presencia cscasa de flavonoides,
cumarinas y/o sesquiterpencs, compuestos fendlicos, triterpenos, saponinas y/o
esteroides, ademas no se detectaron alcalvides. Los mas notable de los compuestos
secundarios del género Thymus son quiza el carvacrol y el timo! (Pina-Vaz y cols, 2004;
Thompson, y cols., 2003) compuestos fendlicos gue cualitativamente fueren detectados

en cste cstudio.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDA CIONES

5.1 Conclusiones

Los principios activos presentes en los extractos vegetales actuaron sobie el ileon
aislado de cobayo produciendo inhibtcion dependiente de la concentracion de la
contraccion inducida con acetilcolina. Los extractos metanolicos de Matricania
recutita y Ruta graveolens maostraron el mejor efecto de relajacion con respuesta

superior al 80 % relacionado ditectamente con la actividad antiespasmodica.

bl extracto acuoso de Ruta graveolens mostrd el mejor efecto de relajacion del
tleon con respuesta de aproximadamente 60 %, que es considerada baja para un
bioensayu in vitre que pudiera ser, para el use en medicina tradicional
aparertcmente efcctiva. Esto ¢s importante porque una pianta con toxicidad

probada en este cnsayo y bibliograficamente referida como planta toxica es usada
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en medicina popular. Esto pudiera indicar que tal vez los efectos toxicos se

disminuyen con la decogcion.

Las fracciones hexanicas, de acetato de etilo y butanglicas de Ruia graveolens

tmostraron la mejor respuesta de relajacion cercana al 80 %.

Los ensayos de toxicidad con el modelo de Artemia salina mostraron que la

especie Rulta gravenlens fue la de mayor toxicidad.

l.a especie Ruta graveofens mostrd mayor actividad antiespasmaodica y mayor

toxicidad que [a especie Matricaria recutita.

I.os efectos antiespasmadicos de Ruta graveolens y Matricaria recutita son
parciddmente cousistentes con ¢l uso de €stos en medicina popular para los

desordenes gastrointestinales.
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5.2 Recomendaciones

Ante el atraso de investigacicn en estudios que validen el uso de los productos
terbolarios, es recomendable apresurar el estudio de la actividad farmacologica, toxica y
fitoquimica de las plantas medicinales con un abordaje multidisciplinario, en principio
con prucbas de tamizaje para descartar aquellas plantas sin interés y postcriormentc
mediante ensayos de alto rendimiento de procesamiento. l.os resultados encontrados en
este estudio justifican el posterior estudio farmacologico de Mairicaria recutita y Ruta
graveolens. ya que estas dos especies resultaron significativamente importantes. Una vez
que s¢ determind que la Ruta graveolens resultd toxica en los ensayos rcalizados, se
recomendaria ampliar los estudios de efectividad y toxicidad de sus fracciones para su

usa.
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