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V. ABSTRACT

There are different chronic diseases that affect the world population, as is the
case of asthma that affects the population indistinctly, which is characterized by a
chronic inflammation of the airways generating its obstruction and hyperreactivity.
Currently, the existing therapy can be pharmacological and non-pharmacological.
An alternative treatment is the use of traditional medicine, associated with
medicinal plants in Mexico, such as the Tagetes lucida, a plant that is used to
relieve asthma and other conditions, used in infusion and decoction of the leaves
and flowers, and is known as pericon or yerbanis. This species belongs to the
Asteraceae, a cosmopolitan family of great biological richness and diversity. The
therapeutic activity of this plantis mainly due to the presence of coumarins, as well

as flavonoids and other molecules.

In the present work, the mechanism of functional action of the ethanolic extract
obtained from Tagetes lucida in an isolated tracheal organ model was determined,
and the possible compounds responsible for the tracheo-relaxant activity were

isolated and purified.

An exhaustive maceration in triplicated with ethanol (96%) of the T. lucida plant
was performed. It was brought to dryness using a high vacuum rotary evaporator.
The ethanolic extract was used for pharmacodynamic evaluations using an ex vivo
model of isolated rat trachea.

For this purpose, the use of enzyme agonists and inhibitors involved in the
signaling pathways in airway smooth muscle relaxation processes; theophylline,
isoproterenol, KCIl, ODQ, L-NAME, carbachol and calcium dilutions were used to
induce contraction in order to observe and determine if the extract can perform a
tracheo-relaxant effect. The results obtained from determination of mechanism of
action of the tracheo-relaxant effect were expressed as the mean of 5 animals *
the standard error of the mean. The concentration-response curves were made in
the Origin pro 8.0 program. Statistical analysis was performed in GraphPad Prism
5 program, establishing a significant difference of the means of p<0.05 by two -way

ANOVA analysis followed by Benferroni test. In addition, the ethanolic extract of
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the T. lucida plant was subjected to chromatographic fractionation (isocratic
elution) in order to ascertain the phytochemical profile and identify the metabolites

presentin the extract, using a hexane/ethyl acetate mixture in a 90:10 ratio.

The relaxant effect of the ethanolic extract was significant and concentration -
dependent. The tracheo-relaxant mechanism of action of the ethanolic extract of T.
lucida was related to a blockade of calcium channels, preventing the passage of
ions and consequently, the contractile process. The bio-guided phytochemical
study of the extract allowed obtaining the possible compounds responsible for the
activity, whose structural elucidation allowed determining that they are coumarin -
type compounds.
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VI. RESUMEN

Existen diferentes enfermedades crénicas que afectan a la poblacién mundial,
como es el caso del asma, que afecta de manera indistinta a la poblacion, la cual
se caracteriza por una inflamacion crénica de las vias respiratorias, generando su
obstruccion e hiperreactividad. En la actualidad la terapia existente puede ser
farmacolégica y no farmacolégica. Una alternativa es el uso de la medicina
tradicional, asociado a plantas medicinales, en México se conocen gran diversidad
de plantas medicinales como es el caso de la especie Tagetes lucida,
comunmente conocida como pericon o yerbanis, la cual ha sido utilizada para
aliviar diversas afecciones como el asma, empleada en forma de infusién vy
decoccidn de las hojas y las flores. Esta especie pertenece a las Asteraceas, una
familia cosmopolita de gran riquezay diversidad bioldgica. La actividad terapéutica
gue presenta esta planta es debido a la presencia de cumarinas principalmente,

ademas de flavonoides y otras moléculas.

En el presente trabajo se determind el mecanismo de accién funcional del
extracto etandlico derivado de Tagetes lucida, en un modelo de 6rgano aislado de
traquea, asimismo se aislaron y purificaron los posibles compuestos responsables

de la actividad traqueo-relajante.

La obtencion del extracto fue a partir de la maceracion exhaustiva con etanol
(96%) de la planta T. lucida. El extracto etandlico se utilizd6 para realizar
evaluaciones farmacodinamicas utilizando un modelo ex vivo de trdquea aislada
de rata. Para ello, se hizo uso de agonistas e inhibidores enzimaticos involucrados
en las vias de sefializacién en los procesos de contraccion/relajacion del musculo
liso de las vias aéreas; teofilina, isoproterenol, KCI, ODQ, L-NAME, carbacol y
diluciones de calcio para inducir contraccion y asi poder observar y determinar si
el extracto es capaz de realizar un efecto traqueo-relajante. El extracto etandlico
de la planta T. lucida se someti6 a un fraccionamiento cromatografico (elucién
isocratica) para poder conocer el perfil fitoquimico e identificar los metabolitos
presentes en el extracto, utilizando una mezcla hexano/acetato de etilo en una
proporcion 90:10.

13



“Estudio fitoquimico biodirigido y evaluacion del mecanismo de accion relajante en \‘

traquea aislada de rata del extracto etandlico derivado de Tagetes lucida (pericon)” \/ ﬁ""’l’{“ I’_‘/
de FFarmacid

El efecto relajante del extracto etandlico fue significativo y dependiente de la
concentracion. El mecanismo de accion traqueo-relajante del extracto etanélico de
la planta T. lucida se relacioné con un bloqueo de canales de calcio, impidiendo el
paso de los iones y por consecuencia, el proceso contractil. El estudio fitoquimico
biodirigido del extracto permitié la obtencién de los posibles compuestos

responsables de la actividad los cuales son de tipo cumarina.
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1. INTRODUCCION

El asma es una enfermedad caracterizada por una inflamacién crénica de las
vias respiratorias que puede producir una obstruccion de estas, incrementando la
reactividad de la via aérea y episodios frecuentes de sibilancias, dificultad
respiratoria, tiraje intercostal, tos y opresion toracica. Afecta de manera indistinta a
la poblacion, sin embargo, se presenta con mayor prevalencia en nifios con
historia familiar de alergia, los sintomas y exacerbaciones son generados por
infecciones virales, alérgenos, contaminacion del ambiente entre otros factores
(Rio-Navarro et al., 2009).

El tratamiento puede ser iniciado segun la evaluacion inicial de la gravedad de
la enfermedad, y tiene como objetivo reducir la frecuencia y gravedad de los
sintomas (Sameer, K. M., & William, W. B. 2006).

e El usode broncodilatadores inhalables como el salbutamol es muy comuin en el
tratamiento de rescate. En el asma persistente, siendo leve, moderada o grave,
es recomendable el uso de un glucocorticoide inhalado diariamente como
tratamiento inicial o basal (Rio-Navarro et al., 2009).

e Evitar el tabaco, realizar actividad fisica, vacunacion, ademas de prevenir
contacto con diferentes alérgenos, son algunas de las recomendaciones que

se les da a los pacientes (Meléndez Nufiez et al., 2010).

Existen otras alternativas al tratamiento actual, como la medicina tradicional,
gue es el conjunto de practicas, creencias y conocimientos basados en el uso de
recursos naturales que buscan mantener la salud individual y comunitaria. La
medicina tradicional se relaciona a plantas medicinales, como su recurso mas
abundante, accesible y conocido (Pereyra-Elias & Fuentes Delgado 2012).

Un ejemplo asociado a plantas medicinales en México es la infusion y
decoccién de las hojas y las flores de la planta Tagetes lucida, conocida como
pericon o yerbanis, perteneciente a la familia de las Asteraceas. Es utilizada para
aliviar el reumatismo, asma, curar la diarrea, la disenteria amebiana, giardiasis, las

ascaridiasis y otras infecciones (Gutiérrez Gaitén et al., 2018).
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2. ANTECEDENTES
2.1. Fisiologia respiratoria

La fisiologia del aparato respiratorio ha sido descrita como un proceso
altamente complejo, metddico y establecido genéticamente. Existen distintos
factores tanto maternos como ambientales que ayudaran a la determinacion
epigenética de un gran namero de caracteristicas anatomofuncionales del aparato
respiratorio en el futuro de las personas desde la etapa infantil (Asenjo, C. A. &
Pinto, R.A. 2017).

La respiracién comienza con la inspiracion, que permite la entrada de aire al
pulmoén. La caja tordcica aumenta su volumen, con lo que el aire es aspirado y
llega sucesivamente a los alvéolos pulmonares. Al finalizar la contraccion de los
musculos, la elasticidad de los alvéolos les hace volver a su volumen inicial, esto
se debe a que se produce una presion que expulsa el aire del aparato respiratorio
(Melo, A. 2011).

2.1.1. Estructuras anatémicas que conforman el aparato respiratorio

El aparato respiratorio se divide por diferentes estructuras, que en conjunto
cumplen con lafuncionalidad de este. Esta dividido principalmente por la via aérea
altay la via aérea baja.

El ser humano en reposo respira de 12 a 15 veces por minuto. Inspirando y
espirando cerca de 500mL de aire en cada respiracion, el aire se mezcla con el
gas que se encuentra presente en los alvéolos y por difusion simple, el oxigeno
entra en la sangre de los capilares pulmonares mientras que el diéxido de carbono
ingresa a los alveolos. Es asi como 250mL de oxigeno ingresan al organismo cada
minuto y por esta razon, se excretan 200mL de dioxido de carbono (B., & Barrett,
K. E. 2010).
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2.1.1.1. Via aérea alta

Nariz: Estructura mas fija del tracto respiratorio. Las cavidades nasales estan
constituidas por dos camaras paralelas que se separan por un cartilago septal o
pared medial. Cada una comprende de narina o también conocida como vestibulo
nasal, coana que es el orificio posterior que continta con la nasofaringe, piso y
techo. El tabiqgue nasal se compone por el hueso vomer, [dmina perpendicular del
etmoides y el cartilago septal. Las paredes laterales son irregulares y estan
formadas por componentes adicionales del hueso etmoides (cornetes nasal

superior y medio). El cornete inferior es un hueso separado que esta articulado
con el hueso maxilar (LIobell F. et al., 2017).

Boca: La boca se integra entre los labios por anterior, y posterior a los pliegues
palatoglosos. El techo esta conformado por el paladar duro y blando. En el interior
se localiza la lengua que se caracteriza por ser el érgano muscular mas grande
dentro de la boca, de los que dos de tres anteriores forman su piso, y los dientes
que también son de gran importancia. Debido al tamafio considerable de la
lengua, movilidad, insercién en mandibula, hioides y epiglotis, tiene un papel
esencial para mantener una via aérea permeable (David, J. Stone & Thomas, J.
2000).

Faringe: Es un tubo con una medida entre 12 y 15 cm de longitud, con una
extension desde la base del crdneo hasta la cervical 6 (C6) que corresponde al
nivel del cartilago cricoides, después se encuentra con el eséfago. Se compone de
tres musculos constrictores que son el superior, medio e inferior, las cuales se
superponen como capas Yy estas al contraerse permiten el paso del bolo
alimenticio al es6fago. Conjuntamente, la parte baja del constrictor inferior se
incorpora en el cartilago cricoides y origina el masculo cricofaringeo, que opera
como esfinter a la entrada del es6fago. Como se observa en la figura 1, la faringe
se integra anteriormente con la nariz, boca y laringe, dividiéndola en los
segmentos llamados nasofaringe, orofaringe y laringofaringe (Sologuren, N. 2009).
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Laringe: Se ubica a nivel vertebral de C4 y C6, teniendo una estructura tibulo-
cartilaginosa, esta cubierta por una membrana mucosa con epitelio escamoso
estratificado no queratinizado. (Asenjo, C. A. & Pinto, R.A. 2017)

Cavidad nasal

Boca — SN Faringe

Laringe

Figura 1. Anatomia de la via aérea alta.

Imagen creada a partir de BioRender

2.1.1.2. Via aérea baja

Traquea: Es la porcion cervicotoracica entre la laringe y los bronquios. Se
identifica como un conducto fibromusculocartilaginoso, que sirve como paso para
el aire inspirado y espirado. Ademas, esta conformado de 15 a 20 anillos
cartilaginosos incompletos, denominado asi, por su forma de “U”. Se extiende de
la laringe, por delante del es6fago, llegando hasta la carina donde se divide en dos
bronquios principales o fuente derecho e izquierdo, originandose la via aérea de
conduccion (figura 2). Debido a su estructura fibromusculocartilaginosa, resiste el
colapso que se genera durante la respiracion y adapta el didmetro que tiene
gracias al musculo traqueal. Incluso desempefia funciones inmunitarias mediante
su aparato mucociliar, dando paso al drenaje y eliminacion de las particulas que

son inhaladas hacia la faringe, también por medio de las acumulaciones linfoides
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parietales que forman el tejido linfoide que esta asociado a los bronquios (Gavid M
et al., 2021).

Cartilagos tiroides

Cartilagos cricoides

— Cartilagos traqueales

Mucosa pared posterior

Bronquio fuente derecho
Carina

Bronquio fuente izquierdo

Figura 2. Anatomia de la traquea (Atlas de anatomia

humana 6a edicién. Frank H. Netter, MD.)

Bronquios y bronquiolos: Su funcidén principal es conducir el aire a través del
pulmén a los alveolos. La estructura esta descrita como conductos tubulares
formados por anillos fibrocartilaginosos, los cuales se dividen en bronquios
lobares, segmentarios y subsegmentarios. Otra caracteristica que resalta es que
solamente los bronquios poseen cartilago, mientras que los bronquiolos mantienen
abiertos su lumen con base a fibras elasticas y musculares, teniendo un diametro
de 0.3 a 0.5 mm y estos dan fin al espacio muerto anatomico, debido a que en los
bronquiolos respiratorios existe intercambio gaseoso (Asenjo, C. A. & Pinto, R.A.
2017).

Alveolos: Se pueden encontrar desde la pared de los bronquiolos respiratorios y
los conductos hasta los sacos alveolares. Los conductos alveolares se conectan a
los bronquiolos respiratorios, tienen una diferencia entre si debido a que forman
largos espacios donde desembocan los alveolos entre una pared de una o dos

células planas que se sostienen sobre algunas fibras musculares lisas, formando
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una estructura llamada espolén. El ser humano tiene alrededor de trescientos
millones por pulmon, con un diametro variable de 250 um. En los alvéolos se
produce el intercambio gaseoso y la pared alveolar abarca el 99% de la superficie
interna del pulmén (Brusco, H. A., Costa, J. J. L., & Loidl, C. F. 2014).

2.1.1.3. Pulmones

La forma de los pulmones es conica (figura 3), sus vértices llegan a los huesos
supraclaviculares y conectan con el plexo branquial y tronco arterial. Se puede
apreciar de tres perspectivas distintas, convexa costal, céncava diafragmatica y
mediastinica. Los pulmones estan cubiertos por pleura visceral, que se introduce
de igual manera en las fisuras y demarca los l6bulos. Tienen elasticidad para
retraerse hasta en un tercio en su volumen, el soporte fibroso que esta formado
por elastina y colageno permite la distensibilidad y estabilidad de los pulmones
(Sanchez, T. & Concha, I. 2018).

Traquea

Pulmones

Bronquios |

Bronquiolos | — -

Figura 3. Anatomia de la via aérea baja.

Imagen creada a partir de BioRender
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2.1.1.4. Mdsculo liso

Desde un punto de vista anatémico, el masculo liso (ML) se caracteriza por
carecer de estriaciones visibles a comparacién del masculo estriado y cardiaco
(Barrett K.E. etal 2016).

El musculo liso conforma las paredes de casi todos los huecos del cuerpo

humano, a excepcion del corazon. Como tal, la funcidn y control de la contraccion
varia dependiendo del érgano y la funcion (McDonough K.H. 2013).

En el pulmén, el musculo liso esta ubicado a lo largo de todas las vias aéreas,
desde la traquea hasta los bronquiolos terminales. Su nivel del tono va a
determinar el calibre de las vias aéreas vy, la resistencia al paso de aire a lo largo
de ellas. En la traquea y bronquios principales, el ML cierra la parte posterior de
los cartilagos en forma de “U”. En los bronquios de pequefio y mediano calibre, el
ML no se dispone de forma del todo circular, esta dispuesto a lo largo de la via
aérea como dos espirales opuestas (figura 4). Esto hace que cuando se genera

una contraccion del musculo liso, no solo se reduce el calibre de la via aérea, sino
gue también su longitud es reducida (Villa Asensi, J. R. 2004).

del citoesqueleto

\
ﬂl
\
N x Filamentos intermedios

Filamentos de
actina

N Cuerpos
densos

(b) Células musculares lisas
contraidas

Figura 4. Contraccion del masculo liso (Saladin, K. S. 2017).
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2.1.1.5. Mecanismo de contracciéon del musculo liso

El proceso contractil de las células del musculo liso se regula principalmente por
la activacién del receptor y mecanica (estiramiento) de las proteinas contractiles
actinay miosina. Un cambio en el potencial de la membrana que se provoca por la
descarga de potenciales de accion o la activacion de canales ionicos dependientes
de estiramiento en la membrana plasmatica también puede ser factor para la
contraccion. Para que se genere la contraccion, la cinasa de la cadena ligera de
miosina (MLC) debe fosforilar la cadena ligera de 20 kDa de la miosina que
permitira la interacciéon molecular de la actina con la miosina. La energia que se
libera del adenosin trifosfato (ATP) por la actividad de miosina, ATPasa genera el
ciclo de los puentes cruzados de miosina con actina para generar la contraccion.
Es por eso, por lo que la actividad contractil del ML se determina principalmente
por el estado de fosforilacién de la MLC. En algunas células del ML, la fosforilacion
de la MLC se mantiene en un nivel bajo, en ausencia de estimulos externos (sin
receptor o activacion mecénica), se conoce como tono muscular liso y su
intensidad puede variar (Webb, R. C. 2003).

2.1.1.6. Regulacién de la contraccion poriones de calcio

La concentracion de Ca?* intracelular incrementa cuando el Ca2*ingresa a la
célula a través de los canales de calcio en la membrana celular o el reticulo
sarcoplasmico (RS), mediante diversas vias de sefializacion. El Ca2* se une a la
calmodulina, la cual es una proteina reguladora que se encuentra en gran cantidad
en el musculo liso, formando un complejo Ca2?*-calmodulina que activa la miosina
cinasa de cadena ligera (MLCK). La MLCK se encarga de fosforilar la cadena
ligera de miosina (MLC) para generar la contraccién del masculo liso. El proceso
se invierte cuando la concentracion de Ca?* disminuye por su bombeo al exterior
de la célula, dando como resultado que la miosina fosfatasa elimina el fosfato de la
MLC para poder generar la relajacion (figura 5) (Hall, J. E. 2010).
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Exterior

Reticulo .
Sarcoplasmico
7 Calmodulina
@ Calmodulina
/——\\
MLCK MLCK
activa inactiva
\‘ Fosfatasa /

MLC MLC
fosforilada desfosforilada

Figura 5. Regulacion de la contraccién y relajacion

poriones de calcio.

Imagen creada a partir de BioRender.

2.1.1.7. Mecanismos de defensa

Debido a la exposicién frecuente a microorganismos como virus, bacterias,
esporas de hongos y a particulas de polvo, también gases como humo, tabaco,
etc, estos son inhalados hacia las vias respiratorias. Dependiendo el tamafio de
las particulas, se van depositando en diferentes niveles de la via aérea, lo que

contribuye a la defensa contra agentes externos.

Como primer punto, en la nariz se realiza el acondicionamiento del aire
inspirado humidificandolo y calentandolo, también se realiza la filtracion de las
particulas, esto gracias a los vellos nasales y a la accion del mucus. El mucus es
producido por las células caliciformes, actia atrapando las particulas y
transportandolas desde la via aérea baja hasta la faringe para su correcta
eliminacién mediante el reflejo de la tos y deglucién de secreciones. Es por esto,

que el transporte mucocilar y los reflejos de la via aérea como lo son la tos, los
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estornudos, los laringo y broncoespasmos, son de gran importancia para la
defensa pulmonar. Existen mas participantes al momento de la remocion de
particulas de la via aérea como los macréfagos alveolaresy enzimas que cumplen
la funcidn de eliminar las particulas que logran llegar méas distal al acino alveolar
(Sanchez, T. & Concha, |. 2018).

2.1.1.8. Enfermedades respiratorias

Las enfermedades respiratorias estan asociadas a un numero importante de
morbi-mortalidad en las personas y constituyen un problema sociosanitario de
primer orden, debido a la alta prevalencia y coste. Estudios realizados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) pronostican que la frecuencia de muchas
enfermedades respiratorias, en lugar de disminuir como otras enfermedades,
tendran un incremento en un futuro inmediato. Por ejemplo, la prevalencia de la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y del asma bronquial estaen un
aumento a nivel mundial, el cancer de pulmén que produce mas muertes en los
hombres, pero tendra aumento en su incidencia sobre las mujeres en un lapso de
15 a 20 afos, las infecciones respiratorias como neumonias bacterianas y
tuberculosis, tendrdn mayor impacto, y por ultimo, otras enfermedades
respiratorias, practicamente desconocidas hasta hace pocos afios, como el
sindrome de apnea del suefio (Navarro, P. C et al., 2005).

2.2 Asma

El asma se define como una enfermedad crénica inflamatoria de las vias
aéreas, su origen es multifactorial y entre las manifestaciones clinicas que
presentan los individuos susceptibles son: episodios frecuentes de sibilancias,
falta de aire al momento de respirar, ademas de sensacidén de opresion toracicay
tos. Esto estd asociado habitualmente a la obstruccién de las vias respiratorias
(Moral, L etal., 2020).
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2.2.1 Fisiopatologia del asma

El asma se caracteriza por una respuesta exagerada a estimulos endégenosy
exdgenos como la hiperrespuesta de la via aérea, que puede provocar uno 0 mas
de los sintomas respiratorios clave como lo es la tos, sibilancias, disnea opresién
del pecho etc. La fisiopatologia del asma engloba tres caracteristicas
fundamentales las cuales son: Inflamacién, remodelacién e hiperrespuesta de las
vias aéreas. En consecuencia, se produce una obstruccion de la via aérea, con
una variable en el tiempo, parcialmente reversible, que se autolimita a manejo con
broncodilatadores y corticoides inhalados. Todas las variantes del asma estan
relacionadas a la inflamacion de la via aérea, que es uno de los mecanismos
centrales, sin tomar en cuenta al asma paucigranulocitica, en la que una alteracion
a nivel de las células del musculo liso bronquial desempefia el papel central
(Larenas-Linneman D etal., 2021).

2.2.2 Respuesta fisiopatoldgica

A un lado de la respuesta inflamatoria, el asma se presenta con frecuentes
cambios estructurales de remodelacién como el engrosamiento de la capa reticular
de la membrana basal, fibrosis subepitelial, hipertrofia e hiperplasia de las
gldndulas mucosas e hipersecrecion de moco, ademas de la proliferacion vascular
y vasodilatacién, que son el resultado de la inflamacion (figura 6) aunque también
no siempre obedecen a este mecanismo. Por ejemplo, la obstruccién bronquial se
da por los cambios producidos como la contraccion del musculo liso bronquial,
edema, hipersecrecién de moco y cambios estructurales, al igual que el origen de

la mayoria de los sintomas asmaticos.

La hiperrespuesta bronquial (HRB)y variabilidad generan un estrechamiento de
las vias respiratorias, esto en respuesta a unos estimulos que son inocuos en el
resto de la poblacion, que conducen a una limitaciéon variable del flujo aéreo y a la
aparicion de sintomas intermitentes. La HRB est4 vinculada con lainflamacién y la

reparacion de las vias respiratorias (Rodriguez M et al., 2017).
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Figura 6. Respuesta fisiopatoldgica del asma.

Imagen creada a partir de BioRender.

2.2.3 Sintomas

El diagndstico se da a partir de los datos clinicos, no obstante, ningin signo o
sintoma clinico es patognomonico, sin embargo, los sintomas mas comunes
presentados son tos y sibilancias en el pecho, son poco sensibles. Esto aparece
frecuentemente con un patrén recurrente caracteristico, que esta relacionado con
la exposicion a desencadenantes reconocibles y mejoran o son reversibles con el
tratamiento broncodilatador, aunque la falta de respuesta no deja por un lado el
diagnostico. Existe diferencia entre otros pacientes, donde los sintomas son
continuos o persistentes (Garcia Merino, A., & Mora Gandarillas, |. 2013).

2.2.4 Diagnostico funcional

Es de gran importancia valorar la funcion pulmonar (FP) para confirmar la
limitacion variable del flujo aéreo espiratorio. La espirometria es auxiliar en la
confirmacion del diagndstico, descartar otras enfermedades, conocer el nivel de

gravedad, y el grado de control de asma, asi como también la evolucion de la FP.
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La espirometria frecuentemente es normal fuera de la crisis, lo cual no descarta
el diagndstico del asma, se debe constatar el patron obstructivo con una prueba
de broncodilatacion positiva (demostrando la reversibilidad de la obstruccién
bronquial). Como pruebas complementarias, existen test que valoran la
hiperrespuesta bronquial, empleando agentes directos como metacolina, o
indirectos como manitol, también se puede medir el esfuerzo fisico o suero
hipertonico.

La prueba de esfuerzo que se relaciona con el grado de inflamacion bronquial
es muy especifica pero muy poco sensible. Suele ser el primer signo en el
paciente asmatico (hiperreactividad bronquial) y el altimo en desaparecer al
momento del tratamiento antiinflamatorio. La variabilidad aumentada del flujo
espiratorio maximo en un tiempo de dos semanas es util en el diagnéstico,
seguimiento y autocontrol de algunos pacientes. Otro factor importante es la
inflamacion bronquial que se determina por el esputo inducido y la fraccion

exhalada de 6xido nitrico. En el esputo inducido se mide el grado de eosinofiliay
es auxiliar en el diagnostico (Asensi Monzé MT et al., 2018).

2.2.5 Tratamiento farmacoldgico del asma

Si la sintomatologia es recurrente, limitantes de la actividad y esto obliga a
hacer uso regular de beta bloqueadores 2, se debe emplear una terapia
combinada que consta de un broncodilatador, con un corticoide inhalado. Los
corticoides inhalados, son el pilar del tratamiento del asma persistente, sin
embargo, estos suelen presentar diversos efectos adversos, en su mayoria en
nifos. Una forma de prevencion de efectos secundarios en nifios es reducir al
minimo la dosis eficaz, por otra parte, hacer uso de dispositivos espaciadores o
inhaladores de polvo seco, y tomar en cuenta el tratamiento no farmacolégico

como medida preventiva, también puede reducir los efectos adversos.

Existen otros medicamentos empleados en la terapia para asma, sin embargo,

presentan diversas desventajas, como los antileucotrienos los cuales presentan
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actividad protectora contra la broncoconstriccion, pero que tienen poca eficacia y
se deben administrar con corticoides inhalados en bajas dosis para poder
mantener un buen control de pacientes con asma moderada a severa (Mendoza
Amatller et al., 2007).

Los glucocorticoides estan entre los medicamentos con mayor eficacia para
tratar el asma, a pesar de ello, los efectos adversos severos que se le atribuyen
generan una necesidad de optimizacion terapéutica. Por otra parte, la histamina se
relaciona con el desarrollo del asma, pero existe una falta de efectividad de los
antihistaminicos para el control de sus sintomas que hace que este tratamiento no
se pueda aplicar. Los antihistaminicos potencian la respuesta de los
glucocorticoides in vitro y la coadministracion de un antihistaminico con un

glucocorticoide tienen efectos sinérgicos (Zappia, C.D etal., 2019).

Los agonistas beta 2 adrenérgicos de accidén prolongada, se utilizan para el
control a largo plazo, debido a que previenen los sintomas nocturnos y el asma
inducido por el ejercicio. No se recomiendan solos y estos se deben asociar con

un antiinflamatorio (Rio-Navarro et al., 2009).

El Omalizumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea la unién de IgE al
receptor de alta afinidad y se indica en el tratamiento del asma muy grave. Este es
administrado por via subcutanea cada dos o tres semanas. Puede presentar
reacciones anafilacticas y una desventaja es que, tras su suspension, los sintomas
pueden reaparecer (Medina, A. A., Armentia, S. M., & Cortés, S. F. 2021).

2.2.5.1 Tratamiento no farmacoldgico del asma

Existen distintos factores que predisponen el desarrollo de asma, la evaluaciéon
exhaustiva de los niveles de riesgo que pueden contribuir a desencadenar la crisis
de asma y agravar los sintomas en el paciente. Es de gran importancia identificar

cuales son los riesgos que se pueden estar presentando ante el paciente.
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El “control ambiental” hace referencia a la exposiciéon del humo del tabaco
ambiental (HTA), ya que se constituye como uno de los factores de riesgo
doméstico y ambientales por la aparicién de sibilancias, y esto es un inductor para
desarrollar asma durante la infancia.

La actividad fisica es una recomendacion que se debe orientar para ser
constante y continua. El nivel de riesgo en los nifios puede mantenerse bajo si se
tiene una buena actividad fisica, porque previene y controla la obesidad, asi como
también proporciona proteccion cardiorrespiratoria, entre otras. Es importante
mantener un ejercicio regular debido a que si se realiza actividad fisica de manera
intensa puede generar hiperventilacion secundaria al esfuerzo, produciendo
enfriamiento y deshidrataciéon de la via aérea, que estimula la liberacién de
mediadores de la inflamacion. Esto puede ser mas agresivo si se respira aire frio y

SecCo.

Por otro lado, la intervencién psicoldgicatambién tiene correlacién con el asma,
el nivel de estrés, incluso el estrés de los padres puede tener influencia en la
funcién pulmonar y puede agravar el asma. El llanto, el miedo entre otros factores
en el paciente pueden provocar exacerbaciones, al producir hiperventilacion e
hipocapnia, generando constriccidén en la via aérea. También deben considerarse

los factores psicoldgicos y sociales para poder ofrecer un tratamiento integral que
proporcione una mejor calidad de vida.

Como ultimo punto, la alimentacidén también es una consideracion importante en
el tratamiento no farmacologico del paciente con asma. Llevar una dieta
balanceada para prevenir la obesidad es un punto importante, aunque estudios
han revelado que el rol de las dietas con sal, grasas, antioxidantes, vitaminas,
minerales y oligoelementos en pacientes asmaticos ha sido dificil de controlar,
esto por la complejidad del régimen de alimentaciéon (Meléndez Nufez et al.,
2010).
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2.2.5.2. Medicina tradicional

La medicina tradicional se conoce como el conjunto de practicas, creencias y
conocimientos sanitarios con base en el uso de recursos naturales, ya sea de
plantas, animales o minerales, terapias espirituales y técnicas manuales que
tienen el fin de mantener la salud individual y comunitaria (Pereyra-Elias &
Fuentes Delgado 2012).

Es utilizada ampliamente en el mundo y es apreciada por diversos motivos. La
medicina tradicional de calidad, seguridad y eficacia comprobada contribuye a
asegurar el acceso de todas las personas a la atencion de salud. Para millones de
personas, los tratamientos tradicionales representan la principal fuente de atencién
sanitaria y en muchos casos es la Unica. Est4 proxima a los hogares, siendo
accesible y asequible. Las practicas son muy distintas dependiendo del pais y
algunas veces se consideran de distinta manera en funcién a la cultura,
conocimiento y accesibilidad de la medicina convencional (Organizacion Mundial
de la Salud, 2013).

2.3. Uso de plantas medicinales y Fitoterapia

Las terapias con medicinatradicional principalmente hacen uso de extractos de
plantas 0 sus compuestos activos. Dichas terapias se toman como Unica opcién,
también como alternativa y hasta de manera concomitante a su tratamiento
farmacolégico. La mayoria de los pacientes que son tratados con fitoterapia
presentan una serie de sintomatologias leves o moderadas, aunque también
existen pacientes con afecciones cronicas.

Entre los productos de origen vegetal, hay una clasificacion en el grado de
potencia farmacoldgica, los cuales van desde muy potentes hasta potencia
relativamente baja y esto es uno de los motivos por los cuales tienen poca
trascendencia en el medio hospitalario. Hay que tomar en cuenta que el
medicamento fitoterapéutico, por su definicién se asocia al empleo de productos
de origen vegetal con una actividad leve o moderada con distintos margenes

terapéuticos, lo que da lugar a tratamientos poco agresivos. Gracias a esto se han
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podido destacar ampliamente productos naturales bioactivos que se han aislado a
partir de plantas y que resultan de gran importancia por su uso como agentes
terapéuticos o prototipos de compuestos clave para llevar a cabo el desarrollo de
nuevos medicamentos, o0 como agentes de ensayos bioquimicos para desenlazar
los principios de farmacologia humana donde los productos naturales,

especialmente las plantas, tienen su lugar (Prieto-Gonzalez et al., 2004).

2.4. Tagetes lucida
2.4.1 Clasificacion Taxonémicay Generalidades de la planta

Tagetes lucida (figura 7) es nativa de México, pertenece a una familia
cosmopolita de riqueza y diversidad bioldgica, las Asteraceaes. Esta planta se
incluye en el género Tagetes que comprende muchas especies aromaticas
autéctonas de América. Sus usos van desde alimento y condimento, extraccion de

pigmentos y en la medicina tradicional para tratar distintos padecimientos
(Gutiérrez Gaitén etal., 2018).

Las regiones montafiosas de México son consideradas como los mayores
centros de diversidad de Asteraceae por las numerosas especies, géneros y tribus
que se pueden encontrar. La tribu Tageteae que es nativa de américa, esta
distribuida principalmente en la region centro-sur del territorio mexicano. El género
Tagetes esta integrado por alrededor de 58 especies endémicas del continente
americano, de las cuales 36 estan en México (Serrato-Cruz & Cervantes-Martinez,
2012).

Es una planta herbacea perenne que puede llegar a medir hasta 1 m de altura,
tiene un fuerte olor a anis al momento de estrujarse, de tallos erectos desde su
base, tienen poca ramificacion, sus hojas son simples, cabezuelas agrupadas en
cimas corimbosas y terminales en pedunculos de 0 a 20 mm de largo, las flores

son ligadas, normalmente tres, de tonos amarillo claro a amarillo-anaranjado
(Serrato, 2014).
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Esta planta también es conocida como pericén, anisillo, hierbanis, hierba de
Santa Maria, hierba de San Juan. Desde la época prehispanica se le atribuyen
propiedades terapéuticas para tratar la “locura” y epilepsia, siendo registradas en
varios documentos y cédices del siglo XVI. En dichos documentos también se
recomienda para tratar la disenteria, la fiebre y tumores. Se puede preparar de
distintas maneras y dependiendo de cdmo sea la forma de preparacion, sera el
efecto que genere. Por ejemplo, la infusion de las hojas y flores se bebe para
combatir la diarrea, reumatismo, el asma y el resfriado. Mientras que la decoccién
de las partes aéreas se emplea en el tratamiento de disenteria amebiana,

giardiasis, ascaridiasis y otras infecciones (G. Guadarrama-Cruz et al., 2008).

Como ha sido mencionado, esta planta se ha utilizado como remedio a base de
hierbas para tratar la fiebre, ansiedad, irritabilidad, trastornos estomacales,
reumatismo, asma y gripe. Se han realizado estudios farmacoldgicos que han
demostrado actividad antimicrobiana, hepatoprotectora, antinociceptiva,

antiespasmadica, antihiperglucémica y antioxidante (Caballero-Gallardo et al.,
2022).

Figura 7.Tagetes lucida en floraciéon (Lopez Lopez et al., 2018).

32



2.4.1.1. Composicion Quimica

“Estudio fitoquimico biodirigido y evaluacion del mecanismo de accion relajante en &‘
tfrédquea aislada de rata del extracto etandlico derivado de Tagetes lucida (pericon)” _aculiad

de Farmacia

Mediante numerosos estudios, se han encontrado distintos compuestos en la

planta medicinal Tagetes lucida, los cuales se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Compuestos identificados en la planta T. lucida. (K.K. Jiménez Martinez. 2013).

Familia

Compuesto

Estructura base

Terpenos (férmula
quimica: CaoHas), Aceites
Esenciales

Cumarinas
(férmula quimica:
C9oHs02)

Flavonoides
(férmula quimica:
C15H100)

Otros

Limoneno, B-ocimeno,
cariofileno, mirceno, éter
metilico de eugenol,
eugenol, tagetona. Anetol,
metileugenol y estragol.

Dimetilalileter de 7-
hidroxicumarina, 6,7,8
trimetoxicumarina, 7,8-
dihidroxicumarina, 6,7-
dimetoxicumarina, 6,7-

dihidroxicumarina, 6-hidroxi-
7-metoxicumarina, 7-
metoxicumarina, y 6-metoxi-
7-hidroxicumarina.

Patuletina, quercetagetina y
guercetina.

Gomas, dextrinas y Sales
minerales.
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3. JUSTIFICACION

El asma se encuentra dentro de las principales enfermedades en la etapa
infantil, limitando la calidad de vida de un alto nUmero de nifios y sus familias.
Actualmente no hay un tratamiento curativo para el asma, aunque si existe un
objetivo claro en el tratamiento, que es controlar durante largos periodos de tiempo
la sintomatologia y alteracion funcional de esta enfermedad, evitando las

reagudizaciones y la pérdida progresiva de la funcion pulmonar.

Existen factores modificables que incluyen la no adherencia a la medicacion,
efectos adversos persistentes, que contribuyen a un control deficiente en los
pacientes con asma, generando un numero elevado de consultas médicas y

hospitalizaciones. Pese al desarrollo de nuevos farmacos y la disponibilidad de
directrices internacionales de tratamiento, el asma sigue siendo mal controlada.

Un reto que se mantiene dentro de la comunidad cientifica es la busqueda de
compuestos bioactivos con potencial farmacoldgico para poder tratar distintas
afecciones. Una fuente de obtencion de nuevas moléculas son las plantas
medicinales, que han desempefiado un papel importante en el tratamiento de
diferentes enfermedades incluyendo el asma. Un claro ejemplo es la planta
Tagetes lucida, cominmente conocida como pericon que se le adjudican
propiedades para tratar la diarrea, disenteria, empacho, vomito, reumatismo,
asma, tifoidea, varices y resfriados. Aunque son escasos los estudios
farmacognadsticos y no existen suficientes investigaciones sobre la actividad
antiasmatica de los extractos, esto ha generado interés en evidenciar su efecto
farmacolégico ante el asma, determinando su mecanismo de accién y el nivel de
eficacia en un organismo, asimismo la identificacion de los compuestos

responsables de dicha actividad.

Tomando en cuenta estos puntos, el presente proyecto pretende aislar los
compuestos responsables de la actividad relajante, determinar el mecanismo de
accion mediante la evaluacion del potencial farmacolégico en un modelo ex vivo

de trAquea aislada de rata.

34



“Estudio fitoquimico biodirigido y evaluacion del mecanismo de accion relajante en \‘

traquea aislada de rata del extracto etandlico derivado de Tagetes lucida (pericon)” \/ f?""’l’iﬂ I’_‘/
de FFarmacid

4. HIPOTESIS

El extracto etandlico derivado de Tagetes lucida (pericén) mostrara actividad
relajante en traquea aislada de rata.

5. Objetivo general

Evaluar el efecto relajante y determinar el mecanismo de accion funcional del
extracto etandlico derivado de Tagetes lucida en un modelo de 6rgano aislado de
traquea, asimismo aislar y purificar los compuestos responsables de la actividad

trdqueo-relajante.

6. Objetivos particulares

e Obtener el extracto etandlico de la planta medicinal Tagetes lucida (pericon)

e Evaluarel efecto relajante del extracto etandlico de Tagetes lucida (pericon)
en un modelo ex vivo.

e Determinar el mecanismo de accién funcional del extracto etandlico de
Tagetes lucida en el modelo ex vivo de traquea aislada de rata.

e Purificar y aislar los compuestos que tengan presencia en el extracto

etandlico de Tagetes lucida.
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7. METODOLOGIA
7.1. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron los siguientes: Solucion Ringer Krebs Normal,
Solucion Ringer Krebs KCI 80 mM, cloruro de carbacol, extracto etandlico de la
planta T. lucida, Nitro-arginina-metil-éster (L-NAME), 1-H-[1,2,4]-oxadiazolo-
[4,3a]-quinoxalin-1-ona (ODQ), CaCl2 80 mM a 27 mM, Isoproterenol, KCI 80 mM,

teofilina, Glibenclamida y 2-Aminopiridina.

Para las pruebas quimicas se emplearon: cloruro férrico (FeCl) y Vainillina.

7.1.1. Animales

Para la evaluacién ex vivo del efecto relajante y de los diferentes mecanismos
de accion, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso aproximado
de 250-300 g. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio con una
dieta estandar (Rodent Labs Chow®) y agua ad libitum.

Para manipular a los animales, se reviso la Regulacion Federal para el Manejo
y Experimentacion de Animales emitida por la Secretaria de Agricultura y
Recursos Naturales (SAGARPA) junto con los procedimientos de experimentacion

descritos en la NOM-062-ZO0-1999, y la aprobacién del Comité Universitario de
Uso y Manejo de Animales.

7.2. Identificacion y recoleccién del material vegetal

La planta Tagetes lucida fue comprada en el mercado de Santa Maria
Ahuacatitlan, Cuernavaca, en el mes de octubre del afio 2020, por el grupo de
investigacion perteneciente al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de

Farmacia, bajo la direccion del Dr. Samuel Enoch Estrada Soto.

36



“Estudio fitoquimico biodirigido y evaluacion del mecanismo de accion relajante en \‘

traquea aislada de rata del extracto etandlico derivado de Tagetes lucida (pericon)” \/ f?""’l’iﬂ I’_‘ !
de FFarmacid

Respecto a la identificacion taxonomica; fue elaborada por la Dra. Irene Perea
Arango y el cédigo de referencia se encuentra en tramite.

Para poder comenzar con la obtencion del extracto etandlico, previamente se
dejo secar la planta a temperatura ambiente y en la sombra. Posterior a esto, se

procedio a moler el material vegetal en un molino eléctrico modelo 100Y.

7.3. Obtencion del extracto etandlico de Tagetes lucida

Para obtener el extracto etandlico, se aprovecho6 el material vegetal molido y
este se sometié a un proceso de maceracion exhaustiva con etanol (96%), durante
72 h por triplicado. El extracto obtenido de la maceracion tuvo que pasar por otro

proceso de secado a presion reducida mediante el uso del rotavapor marca
BUCHI®.

7.4. Cromatografia en columna abierta

Mediante una columna cromatografica abierta, se desarroll6 la separacion de
los compuestos presentes en el extracto etanodlico de la planta Tagetes lucida. Se
utilizé6 una mezcla hexano/acetato de etilo en una proporcion 90:10. Las fracciones

obtenidas se fueron separando y ordenando por similitud cromatografica.

7.5. Cromatografia en capa fina (CCF)

Para mantener un mejor control de los compuestos presentes en el extracto que
se iban separando, se utilizaron placas de cromatografia en capa fina (CCF),
silicagel 60 F254, (Sigma-Aldrich, Merck), donde se colocaban las fracciones
obtenidas y como referencia se tomoé el extracto etandlico crudo de la planta. La
fase movil que se utilizé para la elucidacién de las cromatoplacas fue una mezcla
de 65:35 hexano/acetato de etilo.
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7.6. Determinacion del mecanismo de accion del extracto etandlico derivado
de Tagetes lucida

Se determin6 el mecanismo funcional del extracto etandlico de la planta y poder
indagar sobre las vias involucradas en la contraccion y la relajacion del musculo
liso, con base en la metodologia de la figura 8 con algunas modificaciones y

haciendo uso de inhibidores.

Lavado Krebs Lavado Krebs
normal normal Muestras de prueba

I |
c.,bm.im c.fmu\uf. cubuou\w:- / ‘\

| Estabilizacién || Sensibilizacién
[ 2030min. || 50-60 minutos

Evaluacion |
40-50 min. |

Figura 8. Proceso de estabilizacidn-sensibilizacién del ensayo ex vivo.

7.6.1. Participacion de receptores 2 adrenérgicos

El receptor B2 adrenérgico se acopla a proteinas G, asociado directamente al
canal de calcio de tipo L. Este receptor tiene una proteina G, una cinasa
dependiente de AMPc, adenilil ciclasa y fosfatasa compensadora. El ensamblaje
del complejo de sefalizacion brinda un mecanismo que asegura la sefializacién

rapida y especifica del receptor acoplado a proteina G.

El siguiente experimento se realiz6 para conocer si el extracto de la planta

pudiera actuar a nivel de receptores 32 adrenérgicos.

Posterior al proceso de estabilizacion-sensibilizacion, se realizO una
preincubacién con Isoproterenol (ya que este es un agonista adrenérgico 1y 2)
a una concentraciéon de 10 pyM, en un lapso de 15 min. Después del tiempo
transcurrido se hizo una contraccion del tejido con carbacol 1 uM, luego se
agregaron de forma acumulativa las diluciones del extracto a partir de 100 pg/mL,

para poder generar la curva concentracion-respuesta (figura 9). Finalmente, se
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realizd la comparacion del efecto contractil del extracto en ausencia y presencia
del Isoproterenol.

Lavado Lavado
Diluciones del extracto

\

Carbacol
0.1uM

\

\ Carbacol
0.1uM

\

\‘ Incubacién ~ Carbacol
isoproterenol 0.1uM

-

| | |
. [

Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion

Figura 9. Procedimiento para el analisis de la participacion de receptores 32 adrenérgicos.

7.6.2. Participaciéon de receptores Muscarinicos

Para establecer si el efecto relajante se debe al impedimento de la union en los
receptores muscarinicos del subtipo M3 de la acetilcolina que genera
broncoconstriccion, se realizé el siguiente experimento. Luego del proceso de
estabilizacion-sensibilizacion, se afadio carbacol (agonista colinérgico) a las
concentraciones de 0.16-54.7 uM de manera acumulativa en la cadmara de
incubacion, para poder generar una curva concentracion-respuesta control.
Posteriormente, se incubo6 en un tiempo de 15 min la CEso (71.35 £ 9.92 pg/mL)
del extracto. Después del tiempo establecido, se afiadié carbacol de manera
acumulativa a concentraciones de 0.16-54.7 pM, para asi generar la curva
concentracion-respuesta (figura 10), estableciendo el efecto relajante en presencia

y ausencia de la CEso del extracto.
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Carbacol Lavado Lavado Lavado . Diluciones
0. 1I—||VI Carbacol Curva de Incubacion de carbacol
0.1uM diluciones de del extracto
m carbacol ﬂ CEso \ \
Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion

Figura 10. Procedimiento para el andlisis de la participacién de receptores muscarinicos.

7.6.3. Participacion de canales de Calcio activados con KCI

Para conocer si el efecto trAqueo-relajante del extracto tiene influencia sobre la
hiperpolarizacion de la membrana y movilizaciéon de Ca?*; se hizo una contraccion
de los anillos de trAquea con KCl 80 mM, esto después del periodo de
estabilizacidén-sensibilizacién. Pasando un tiempo de 15 minutosy alcanzando una
contraccion estable, se agregaron las diluciones de forma acumulativa del extracto
(figura 11).

Lavado Lavado
Carbacol \ \
0.1uM . Solucién Diluciones del extracto
1 Carbacol
Krebs KCL
\ 0.1uM iy \

Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion

Figura 11. Procedimiento para el andlisis de la participacion de canales de calcio activados por
KCI.
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7.6.4. Participacion de canales de Calcio

Para saber si el extracto a evaluar esta asociado al impedimento del influjo de
Ca?* hacia el interior de las células del masculo liso, los anillos de traquea se
lavaron con Krebs [80 mM] libre de Ca?*, en un tiempo de 15 min. Después se
agrego CaClz (80 mM a 27 mM) de manera acumulativa a la camara de
incubacion, todo esto con el propésito de obtener la curva control. Se realizo otro
lavado con Krebs 80 mM libre de Ca?* en un tiempo de 15 min. Posterior a este
paso, se hizo una preincubacién del extracto en un lapso de 15 min a la
concentracion efectiva media (CEso 71.35 £ 9.92 ug/mL). Pasado este tiempo, se
afadio CaCl2 (80 mM a 27 mM) de manera acumulativa (figura 12). Como altimo
paso, se hizo una comparacion del efecto contractil de CaCl2 en ausencia y
presencia de la CEso del extracto.

Curva
Lavado 0
Carbacol control de Incubacion
Lavado
0.1uM Carbacol \ Catlz de la CEso

del extracto Curva
l 0.1 \ control de

M Caw___....-—
H I |

Estabilizacion  Sensibilizacion Evaluacion

Figura 12. Procedimiento para el andlisis de la participacion de canales de Calcio.

7.6.5. Participacién de canales de Potasio

El papel de los canales de potasio es su participacién en la regulacion del
gradiente electroquimico celular. En caso de que exista una apertura del canal, se
generara un cambio de potencial de caracter hiperpolarizante, dando como
resultado la relajacion. De lo contrario, el cierre generara una despolarizacion que
dardn paso a la contraccion. Para conocer si este mecanismo esta relacionado
con el efecto del extracto, se realiz6 la siguiente experimentacion: después del
proceso de estabilizacién-sensibilizacion, se realizaron incubaciones, utilizando

dos inhibidores, los cuales son Glibenclamida y 2-Aminopiridina, en un tiempo de
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15 min. Enseguida se hizo una contraccién con carbacol 1 uM y se agregaron las
diluciones de forma acumulativa (figura 13). Se hizo la comparacion de la curva

concentracion-respuesta con presencia del bloqueador correspondiente, y
ausencia de este.

Lavado

Carbacol Lavado
0.1um \ k Incubacion Dilucicnes del extracto
Carbacol * Glibenclamida Carbacol
\ 0.1pM 2-Aminopiridina 0.1uM
N\ A \ r\
Estabilizacion Sensibilizacidn Evaluacidn

Figura 13. Procedimiento para el andlisis de la participacién de canales de Potasio.

7.6.6. Participacién de Fosfodiesterasas

Para saber si el efecto que presenta el extracto esta relacionado a la inhibicion
de las enzimas fosfodiesterasas, se hizo el ensayo con teofilina, ya que es un
inhibidor no selectivo y su accién relajante sobre el musculo liso esta atribuida al
incremento de los niveles celulares de AMPc, debido a la inhibicion de la
fosfodiesterasa, la cual degrada el AMPc. Para esto, después del proceso de
estabilizacién-sensibilizacion, se incubé la CEsode teofilinaa una concentracion de
157.16 uM, en un tiempo de 15 min. Pasado el tiempo, el tejido se contrajo con

carbacol 1 pM, una vez teniendo meseta, se integraron las diluciones de manera
acumulativa del extracto (figura 14).

Carbacol Lavado Lavado Curva

0AuM control del Incubacién
) Carbacol extracto \ CE50 de Diluciones
0.1uM Teofilina

H | I

Estabilizacién ~ Sensibilizacién Evaluacion

Figura 14. Procedimiento para el andlisis de la participacion de Fosfodiesterasas.
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7.6.7. Participacion de la via NO/GMPc

Para conocer si mediante la activacion de las guanilato ciclasa (Gc), que genera
aumento en las concentraciones de Guanosin monofosfato ciclico (GMPc) y el
oxido nitrico (NO), que induce la relajacion del muasculo liso de la via aérea,
posterior a la etapa de estabilizacion-sensibilizacion, se hizo una preincubacion del
inhibidor correspondiente para cada enzima. Respecto al 6xido nitrico sintasa, se
realiz6 una preincubacién con L-Nitro-Arginina-Metil-Ester (L-NAME) a una

concentracion de 2.66 uM.

Sobre la inhibicion de la enzima guanilato ciclasa, se preincubé con 1-H-[1,2,4]-
oxadiazolo-[4,3a]-quinoxalin-1-ona (ODQ), a una concentraciéon 1 yM durante 15
min. Después se contrajo el tejido con carbacol 1 uyM y se afiadieron las diluciones
de manera acumulativa del extracto (figura 15). Se compardé la curva
concentracion respuesta del extracto con la presencia y ausencia de los distintos
inhibidores que se utilizaron durante el ensayo.

Carbacol | gyade Lavado Incubacion Diluciones del extracto

0.ApM \ Carbacol \ ) ggém E Carbacol
0.1uM 0. AuMm

NaWa WAN
H [E——— |

Estabilizacidon Sensibilizacion Evaluacion

Figura 15. Procedimiento para el analisis de la participacion de la via ON/GMPc.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Obtencidon del extracto etandlico de Tagetes lucida

Después de una maceracion exhaustiva por triplicado con etanol (96%) durante

72 h del material vegetal (73.8 g) de la planta T. lucida, se obtuvo un rendimiento
del 15.98% correspondiente a 11.79 g (Tabla 2).

Tabla 2. Rendimiento del extracto etandlico de la planta T. lucida.

Material vegetal (g) Peso (g9) Rendimiento (%)

73849 11.79¢9 15.98%

8.2. Cromatografia en columna abierta (CC)

El extracto etandlico de la planta Tagetes lucida (EEtOHTI) se sometié a un
fraccionamiento cromatografico (elucién isocratica) para poder conocer el perfil
fitoquimico e identificar los potenciales metabolitos bioactivos presentes en el

extracto, se utiliz6 una mezcla hexano/acetato de etilo en una proporcién 90:10
(figura 16).

Figura 16. Columna cromatografica del extracto etandlico de la planta
Tagetes lucida (EEtOHTI).
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A partir de la columna, se reunieron y al final se obtuvieron 7 grupos de
fracciones que fueron reunidas por similitud cromatografica. De las fracciones
primarias precipitaros de manera espontanea diversos soOlidos amorfos o
cristalinos que presentaban un grado de pureza importante. De éstos, se obtuvo el
punto de fusiébn y cada uno de ellos se les asigné su respectiva clave de
identificacion (tabla 3). Con los datos de punto de fusion experimentales
obtenidos, se hizo una comparacién con algunos compuestos de tipo cumarina
obtenidos y descritos previamente por la Dra. Amanda Sanchez-Recillas (figura
17) (Sdnchez-Recillas et al. 2014).

Por ejemplo, el compuesto 7 (7-metoxicumarina) mostrado en la figura 17 tiene
una alta similitud comparado con AH5, AH6 y AH7, lo que proporciona una alta
probabilidad de que se trate del mismo compuesto de tipo cumarina. Otro claro
ejemplo es AH8 y JM1, que mostraron un punto de fusién igual al de la 6,7,8-

trimetoxicumarina descrita en la literatura (Estrada-Soto et al. 2021).

Tabla 3. Punto de fusion de las fracciones obtenidas.

Clave de la fraccion Punto de fusion
AH4 77-78°C
AH5, AH6, AH7 117-118°C
AHS8, JM1 103-104°C
JM2 138-140°C
Compound number Ry Ry Ry Molecular weight Melting Reaction Unoptimized MW. El MS:
(g/mol) point (°C) time (h) yield (%) (mjz) [M]
7 -H -H -0Me 176 117.8-1198 24 95 176

Figura 17. Punto de fusién de un compuesto de tipo cumarina
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Los compuestos obtenidos y separados correspondientemente (figura 18) seran
identificados mediante cromatografia de gases acoplado a masas (GC/MS) y por
resonancia magnética nuclear de proton y carbono 13. A partir de algunas
fracciones, se logroé la obtencion de cristales, los cuales estan en proceso de
identificacion mediante rayos X. Posiblemente, estos compuestos podrian tratarse
de cumarinas, debido a que son el marcador quimio-taxonémico de esta especie y
tomando en cuenta estudios previos de esta especie (Estrada-Soto et al. 2021).

Figura 18. Compuestos obtenidos a través de fraccionamiento
cromatografico.

8.2.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

Con el objetivo de poder conocer y monitorear el perfil fitoquimico del extracto
etandlico de la planta Tagetes lucida, se hizo uso de la cromatografia en capa fina
en donde se lograron observar algunos compuestos en gran abundancia de forma
cualitativa. Fueron probados tres sistemas distintos de elucion, utilizando
hexano/acetato de etilo para la fase movil a proporciones de: 80:20, 70:30 y 65:35.
Se observé que la proporcion 65:35 logra separar de una mejor manera los
compuestos del EEtOHTI.
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Como se observa en la figura 19, se identificaron 7 compuestos que con base
en su perfil cromatografico muestran un grado importante de pureza como se
puede establecer en la figura 19-B, sin embargo, también se observa que estos
compuestos emiten una coloracion diferente a dos longitudes de onda. Como se
puede corroborar en la figura 19-A, se observan coloraciones en las emisiones de

laluz UV, lo que sugiere que son compuestos diferentes entre ellos.

Figura 19. Identificacion de similitud cromatografica por cromatografia en capa fina (CCF)
de los compuestos obtenidos, observados en U.V a longitud de onda corta (180-280 nm) (A)
y larga (315-400 nm) (B).

Se realizaron pruebas con dos reveladores para comprobar la presencia de
cumarinas. Por un lado, se utiliz6 la vainillina debido a que este es un gran
revelador para nucledfilos débiles y fuertes, aldehidos y cetonas. La vainillina
puede desencadenar dos tipos de reaccion, por eso se conoce como un revelador
general. En presencia de aldehidos o cetonas en medio acido se genera una
reaccion aldolica. Al utilizar calor se deshidrata el compuesto alddlico que resultara
un compuesto altamente conjugado, proporcionando una coloracion azul en
cetonas de cadena simple, rojo en cetonas unidas a un anillo aromatico y los
aldehidos pueden presentar una coloracion morada. Si se presentan alcoholes, la
vainillina reaccionara a través de una adicion nucleofilica de alcoholes por la

formacidon de acetales, lo que formara un cation estable debido a las condiciones
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acidas en la placa, presentando en este caso una coloracion de rosa a morado
(Hernandez Morales, 2021).

Para realizar el revelado, se agrego la vainillina a la placa CCF, se dej6 secary
se calentd en una parrilla para asi poder observar pigmentaciones de color rosa,
azul, morado, amarillo o rojo, que es un indicador positivo. En este caso se
revelaron manchas con pigmento de tono azul y rosa, lo que demuestra la

presencia de cetonas de cadena simple (Fig. 20).

- . A § : \ .
Ry Ay Ay Ay R
[ES—— & 4

Figura 20. Placas cromatogréaficas del EEtOHTI
reveladas con vainillina.

Al mismo tiempo, se utilizé Cloruro férrico, que en coloraciones rojo, azul, verde
0 marrén se valora como positivo para la deteccion de fenoles, aunque también
para acidos grasos o fenilpirazolinas. Hay casos de ciertos fenoles que no generan
coloracion, por lo que se necesita agregar una base para hidrolizarla molécula, un

ejemplo es el acido acetil salicilico (Hernandez Morales, 2021).

Para el revelado, se agreg6 a la placa CCF la solucion de cloruro férrico al 5%y
después se calentd en una parrilla para observar las pigmentaciones de tono
marrén presentadas en la figura 21. Lo que puede inducir que el EEtOHTI

presenta compuestos de naturaleza fendlica.
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Figura 21. Placas cromatograficas del EEtOHTI
reveladas con cloruro férrico.

8.3. Efecto relajante del extracto etandlico de Tagetes lucida

En la grafica 1 se muestra la curva concentracion respuesta del extracto etanolico
de T. lucida en comparaciéon con la curva control con teofilina, demostrando que el
extracto posee efecto traqueorrelajante, incluso muestra una mayor eficacia, con
tendencia similar a la teofilina, ademas de que se puede observar que es
dependiente de la concentracion.

04 .—0—-.\‘,_‘_::;‘\
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40
.
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60 4 \\E
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Grafica 1. Efecto relajante del extracto etandlico de
Tagetes lucida.
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8.4. Determinacion del mecanismo de accién funcional del extracto
etandlico de T. lucida

8.4.1. Participacion de receptores 32 adrenérgicos en el mecanismo de
accion relajante
Se sabe que la activacién del receptor B2 adrenérgico, en el musculo liso de las
vias respiratorias, esta mediada por niveles aumentados de AMPc intracelular,
siendo el resultado de la estimulacion de la adenilato ciclasa, que se encarga de
catalizar la conversion de trifosfato de adenosina en AMPc. El acoplamiento del
receptor B2 al adenilato ciclasa, es afectado mediante una proteina Gs trimérica, la
cual consta de una subunidad a, estimulando la adenilato ciclasa y subunidades
By, transduciendo otras sefiales. Los niveles de AMPc se regulan mediante la
actividad de las isoenzimas/isoformas de la fosfodiesterasa que degradan a 5'-
AMP. Se cree que el mecanismo por el cual el AMPc induce la relajaciéon de las
células del musculo liso de las vias respiratorias cataliza la activacion de proteina
quinasa A, que fosforila proteinas reguladoras involucradas en el control del
muasculo. EI AMPc también se involucra en la inhibicion de iones de Ca?* de
reservas intracelulares, reducciéon de la entrada de Ca?* en la membrana y el
secuestro de Ca?* intracelular que lleva a la relajaciéon del masculo liso (Arcos,
M.G.L 2014).

Para conocer si el EEtOHTI esta relacionado a los receptores 2, se utilizé
isoproterenol debido a que es un agonista de los receptores 32 en los pulmones,
relajando el masculo liso bronquial debido al aumento en la produccién de AMPc

por la activacion de la enzima adenil-ciclasa.

Como se muestra en la grafica 2, la curva del extracto con un Emax de 108.13 +
2.87%, comparada a la del extracto con isoproterenol preincubado, presenta un
Emax de 110.20 + 2.42%. En ambos casos el efecto observado es el mismo, lo
cual demuestra que el efecto relajante dado por el EEtOHTI no esté relacionado a
los receptores 2.
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Grafica 2. Efecto del isoproterenol [10 uM] en el proceso de relajacion del extracto etandlico de T.
lucida en un modelo ex vivo de traquea aislada de rata. ANOVA de dos vias seguidas de una
prueba pos hoc Bonferroni *p< 0.05, *p<0.01 **p< 0.001 ****p<0.0001 Emax EEtOHTI 108.13 +
2.87%. Emax EEtOHTI + Isoproterenol 110.20 + 2.42%.

8.4.2. Participacion de receptores Muscarinicos

Los receptores muscarinicos de acetilcolina (mMAChR) son receptores acoplados
a proteina G de clase A (GPCR) y cuentan con 5 subtipos; M1-M5. Los M1, M3 y
M5 se acoplan a la proteina Gq que activan la via de sefializacion de la fosfolipasa
Clinositol 1,4,5-trifosfato (IP3) /Ca?*, mientras que los subtipos M2 y M4 se
acoplan a la proteina Gi/o, y llevan a la inhibicién de la actividad de la adenilil
ciclasa (Tanaka H et al. 2020).

Los receptores muscarinicos se expresan en las células estructurales de las
vias respiratorias predominan en el epitelio y los fibroblastos. Existe evidencia que
ha demostrado que los receptores M2 y M3 desempefian funciones de gran
importancia en la fisiologia de las vias respiratorias y en enfermedades como el
asma, mientras que los receptores M3 son el subtipo que domina en la contraccién
del muasculo liso bronquial de las vias respiratorias, ademas de las glandulas
submucosas.
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El receptor M3 también puede mediar la contraccion del ASM mediante
mecanismos dependientes e independientes de calcio, se conoce como
sensibilizacién al calcio, a través de la activacion de la GTPasa RhoA (que
pertenece a una familia de pequerfias proteinas G de sefializacién),y que al mismo
tiempo activa la RhoA-quinasa, las cuales van a aumentar la contraccion inducida
por agonistas al inactivar la fosfatasa de cadena ligera de miosina (MLCP), que es
inhibido por la fosforilacion directa de su subunidad reguladora de unién a miosina
por RhoA-quinasa y por la unién a CPI-17, siendo el objetivo de la fosforilacién
tanto por Rho-quinasa y la proteina quinasa C, resultando niveles mas altos de

miosina fosforilada y contraccion del ML (Wendell SG et al. 2020).

Entre las sustancias mas usadas para el estudio de la actividad contractil de las
vias aéreas se encuentra el carbacol, por su estructura similar a la acetilcolina,
pero es resistente a la hidrélisis por colinesterasa que actlia sobre receptores

colinérgicos, siendo asi mas estable (J.L. Islas. 2013).

Los resultados obtenidos en la grafica 3, muestran la curva control con carbacol
(Emax 100 + 0%) que actia como agonista de la acetilcolina, comparada con la
curva con carbacol en presencia de la CEsodel extracto (Emax 0.19 uM + 5.08 %),
la cual presentdé un Emax de 70.19 + 4.09 %, oponiéndose parcialmente al efecto
contractil, inducido por carbacol, debido a que el extracto puede tener moléculas
que estén relacionadas al efecto relajante mediado por alguna otra via de
sefalizacion. Obtenidos estos resultados, podemos descartar que el EEtOHTI
actie de manera directa sobre los receptores M3 del masculo liso de las vias

aéreas.
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Gréfica 3. Efecto de la CEso del extracto etandlico de T. lucida, sobre la contraccion inducida con
carbacol en modelo ex vivo de trdquea aislada de rata vs curva control de carbacol. ANOVA de dos
vias seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni *p< 0.05, *p<0.01 **p< 0.001 ****p<0.0001
Emax Carbacol 100 + 0%. Emax.Carbacol + CE50 EEtOHTI 70.19 + 4.09%.

8.4.3. Participacién de canales de Calcio activados con KCI

La regulacién del influjo de calcio mediante los canales de calcio voltaje-

dependientes es un medio de gran importancia para tener un control sobre el
estado contractil del masculo liso.

Dichos canales son muy susceptibles a ser bloqueados por las dihidropiridinas,
como lanifedipina que fue utilizada en este ensayo inhibiendo la entrada de iones

de calcio al bloquear los canales de tipo L dependientes de voltaje en el musculo
liso (Khan KM et al. 2022).

El estado contractil va a depender de la concentracién citosélica de Ca?*. Los
canales de Ca?* se abren gracias a la despolarizacién del potencial de membrana
induciendo contraccién muscular, mientras que la hiperpolarizacion los cierra,
ocasionando la relajacion. El potencial de reposo del musculo liso esta sujeto a la
actividad de los canales de K* que estan abiertos al potencial habitual de reposo
del musculo, induciéndose un eflujo continuo de K*de la célula que establecera el

potencial de membrana en un valor que ronda entre los -40 y -50 mV. Si estos

53



“Estudio fitoquimico biodirigido y evaluacion del mecanismo de accion relajante en \‘

traquea aislada de rata del extracto etandlico derivado de Tagetes lucida (pericon)” \///?"”I’{" I’_‘/
de FFarmacid

canales son blogueados, la célula se despolariza, abriendo los canales de Ca?*
voltaje-dependientes, ingresando el Ca?* a la célula. Por otra parte, si se abren
mas canales de K* se producird una hiperpolarizacion, cerrando los canales de
Ca?'y generando relajacion (Aiello EA. 2013).

Para identificar si el efecto del extracto esta relacionado al bloqueo de estos
canales, se contrajo el musculo con una solucion de Krebs con KCI 80 mM,
generando una despolarizaciéon de la membrana y abriendo los canales de Ca?*,
promoviendo su ingreso de estos iones al citosol y, por tanto, generando el efecto

contractil través del mecanismo mencionado anteriormente.

Los resultados obtenidos en la grafica 4 muestran el efecto relajante del
extracto, el cual presentd un Emax de 108.13 + 2.68% comparado con la curva
control con nifedipina, la cual mostré6 un Emax de 99.20 + 0.92, dicho lo anterior, el
extracto podria influiren la hiperpolarizacion de la membrana, o bien actuar a nivel
de canales de calcio, que estén impidiendo el influjo de iones calcio al medio
intracelular, y por consecuente generando el efecto relajante.

20

h
)
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Gréfica 4. Efecto traqueo-relajante del extracto etandlico de T. lucida, inducido por KCI
80 Mm vs curva control de Nifedipina. Emax EETOHTI. 108.13 + 2.68%. Emax
Nifedipina 99.20 + 0.92%
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8.4.4. Participacion de canales de Calcio

El ion Ca?* es un regulador clave para que se genere la contraccion muscular.
En el masculo liso, el proceso comienza con un impulso nervioso que activa los
canales de calcio dependientes de voltaje, a través de diferentes mediadores. El
flujo de los iones de Ca?* hacia el citoplasma aumenta la concentraciéon de Ca?*
citosdlicolo queinfluye en la interaccion de las proteinas contractiles como actina,
miosina, troponina y tropomiosina, generando las vias de sefializacién que

promueve la contraccion.

En el mdasculo liso la contraccion se da por la presencia de estimulos
contractiles que ayudan al aumento en la concentracién de calcio intracelular. El
Ca?* citosdlico se une a la proteina calmodulina que forma un complejo calcio-
calmodulina, la cual fosforila la cadena ligera de miosina, facilitando la interaccién
con la actina y la contraccién muscular. La relajacion se da cuando los niveles de
Ca?*intracelular disminuyen y reduce la actividad de la quinasa de la cadenal ligera
de la miosina y predomina la actividad de la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina, que desfosforila e inactiva la cadena ligera de la miosina (Lozano
Jiménez, Y. Y., & Sanchez Mora, R. M. 2020).

Para saber si el efecto del extracto actia mediante el bloqueo del influjo de
Ca?*, se realiz6 la metodologia observada en la figura 9, para determinar la

capacidad contractil de CaClz2en ausencia y presencia de la CEso del extracto.

A partir, de los resultados mostrados en la grafica 5, se puede concluir que en
presenciadel extracto con un Emax 16.83 + 5.29%, a diferencia de la curva control
de Ca?* no se genera una contraccion del 100%. Como se puede observar, es
una contraccion parcial en comparacion de la curva control que alcanza un Emax
del 100 £+ 0%. Esto comprueba que la mezcla de compuestos del extracto
etandlico de la planta T. lucida genera una actividad traqueo-relajante al bloquear
los canales de Ca?" impidiendo la entrada de este, dando como resultado un

efecto relajante. De igual manera, a altas concentraciones, se empieza a generar
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una ligera contraccion, lo cual nos indica que estos compuestos no se unen de
manera covalente, y son dependientes de la concentracion.

209w Control Cacl,

» CaCl,+ EETOHTI(70.19 £ 4.09 pg/mL)
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Gréfica 5. Efecto de contraccion inducido por diluciones seriadas de CaClz, en ausencia y
presencia del extracto etanélico de T. lucida, en modelo ex vivo de traquea aislada de rata. ANOVA
de dos vias seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni *p< 0.05, **p<0.01 ***p < 0.001

****p<0.0001 Emax control CaClz 100 + 0%. Emax EEtOHTI 16.83 + 5.29%.

8.4.5. Participaciéon de canales de Potasio

Los canales de potasio son de gran importancia en la regulacién de la
contraccion y el crecimiento del masculo liso. Estos canales son la conductancia
ibnica dominante de la membrana celular del mudsculo liso, que de manera
importante determina y regula el potencial de la membrana y a su vez regula el
estado de abertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje y a su vez la
entrada de iones Ca?*, el Ca?* intracelular y también la contracciéon del misculo
liso. Ademas, el potencial de membrana afecta la liberacién del Ca?* de los
depdsitos internos y también la sensibilidad al Ca?*de la maquinaria contractil, de

manera que los canales de K* participan en todos los aspectos al regular la
contraccion del masculo liso (Jackson WF. 2017).
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Para comprobar si el extracto actla por esta via, se utilizaron 2 inhibidores, la 2-
Aminopiridina que bloquea los canales de potasio de manera no especifica, lo cual
evitard que haya fuga de corriente ionica. Esto prolongard la repolarizacion e
intensificando la formacion del potencial de accion. Como se observa en la grafica
6, la relajacion se efectia con la presencia del extracto (Emax 108.13 + 2.87)
(CEso 71.35 £ 9.92), en presencia del 2-Aminopiridina (Emax 125.22 + 10.46)
(CEs0 30.13 £ 4.14) y la Glibenclamida (Emax 124.89 + 4.04) (CEso 46.83 * 7.16),

siendo que no exista diferencia significativa entre ellos, proponiendo que el efecto
relajante se da por otra via de sefializacion.

25 4
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»  2-Aminopiridina l
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Grafica 6. Efecto de los inhibidores Glibenclamida y 2-Aminopiridina ANOVA de dos vias
seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni. *p< 0.05, **p<0.01 ****p<0.0001 Emax.
108.13 * 2.87%.

8.4.6. Participacion de Fosfodiesterasas

Existe una amplia variedad de terapias potenciales para las afecciones
pulmonares crénicas, como son los inhibidores de la fosfodiesterasa especifica de
AMPc tipo 4 (PDE4), un ejemplo es la teofilina, que es un inhibidor de la PDE no

especifico y por esta razon fue utilizada en este ensayo como control positivo
(Billah et al. 2002).
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Las fosfodiesterasas (PDEs) estdn compuestas de una gran superfamilia de
proteinas que son responsables de la hidrolisis de AMPc y GMPc a sus
correspondientes nucledsidos inactivos, 5’-monofosfatos AMP y GMP, como
consecuencia, la inhibicion de las fosfodiesterasas resulta en una
broncodilatacion, en el caso de las vias aéreas. En el musculo liso de las vias
aéreas (MLA) por lo menos se encuentran 5 subtipos: I, II, lll, IV, y V, resaltando
las PDE3, PDE4y PDES debido a que su inhibicion, promueve la broncodilatacion
del musculo liso de la via aérea. Por un lado, las PDE3 y PDE4 degradan al
AMPc, mientras que la PDES degrada al GMPc (Santing et al. 2001).

La teofilina es una metilxantina que genera relajacion directa del musculo liso
bronquial. Su accioén relajante sobre el musculo liso esta atribuida al incremento de
los niveles celulares de AMPc, debido a su capacidad para inhibir a la
fosfodiesterasa que se encarga de degradar el AMPc (Rodriguez Carranza 2015).

En la grafica 7 se presenta la comparacion del efecto relajante en trdquea del
extracto, el cual present6 un Emax de 108.1314 + 2.8706.% vs el efecto relajante
generado por la teofilina (Emax 93.37 + 2.01%), como se puede observar, el
extracto genera una relajacién del 100%, siendo més eficaz que la teofilina 'y en
cuanto a los valores de la CEso (CEso teofilina 121.46 £ 11.39) vs el extracto (CEso
71.35 + 9.92) se requiere de menos concentracion del extracto en comparacion de
la teofilina para poder generar su efecto maximo, siendo asi mas potente el
extracto. Dado los resultados obtenidos, también se descarta una relacion a las
fosfodiesterasas, ya que el extracto esta ocasionando un efecto relajante aun
cuando lafosfodiesterasa esta inhibida por la teofilina, por lo tanto, el extracto esta

actuando por otra via con mayor eficacia.
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Gréfica 7. Efecto de relajacion de la CEso de teofilina [157.16 uM] en presencia del extracto
etandlico de T. lucida en modelo ex vivo de traquea aislado de rata. ANOVA de dos vias
seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni *p< 0.05, **p<0.01 ***p< 0.001 ***p<0.0001 Emax
EEtOHTI 108.13 + 2.87.%. Emax EEtOHTI + Teofilina 93.37 + 2.01%.

8.4.7. Participaciéon de lavia NO/GMPc

Las guanilato ciclasa constituyen una subfamilia de receptores dentro de la
superfamilia de las nucledtido ciclasas, que tienen una gran distribucion en el
organismo y estan divididas en los subtipos: Guanilato Ciclasas Particuladas
(GCp) asociadas a membrana plasmética y Guanilato Ciclasas Solubles (GCs)
que estan inmersas en el citoplasma, siendo el Ginico receptor conocido del Oxido
nitrico (NO) (Rivero-Vilches, S etal. 2001).

El 6xido nitrico (NO) es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina, por una

familia de enzimas oxidativas llamadas sintasas del 6xido nitrico (NOS) para
formar citrulinay NO (Durazo-Quiroz F. I. 2007).

Al activarse las formas de la enzima Gs (soluble y particulada) catalizan la
conversion de GTP a GMPc, con la subsecuente activacion de la proteina cinasa
G, que fosforila sustratos, produciendo la relajacion.
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La Gs soluble es una enzima heterodimérica que contiene una subunidad larga
(@) y una pequeiia (B). Es activada por el NO endbgeno y por los
nitrovasodilatadores. ElI NO va a generar su efecto relajante por un incremento de
GMPc y también, ha sido sugerido que en musculo liso de las vias aéreas activa
directamente canales BKCa++ (alta conductancia a potasio), oxida proteinas

contractiles intracelulares y ademas disminuye la sensibilidad al calcio intracelular
(Hamad et al. 2003).

L-NAME fue utilizado debido a que es un anélogo de la L-arginina y se conoce
como un inhibidor especifico de la sintesis de NO y ODQ (inhibidor de guanilato

ciclasa soluble) para establecer la participacion de la actividad guanililciclasa
estimulada por el NO (Mathison, Y, & Israel, A. 2002).

Los resultados de la grafica 8 muestran un efecto relajante, el cual claramente
se observa que no es a través del mecanismo de la via NO/GMPc con L-NAME
(Emax 11158 + 2.81%) y ODQ (Emax 108.36 = 1.92), inhibidores de sus
respectivas enzimas, esto en presencia del EEtOHTI, comparado con el extracto
sin la presencia de ningun inhibidor, ya que no se observa un cambio en la
eficacia, ni en la potencia, demostrando que, aunque las enzimas sean inhibidas,

se sigue generando un efecto relajante por otra via de sefializacién.
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Grafica 8. Efecto relajante del extracto etandlico de T. lucida vs efecto relajante del extracto
etanodlico de T lucida en presencia de inhibidores para cada enzima; ODQ [2.66 pM] y L-
NAME [1 uM]. ANOVA de dos vias seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni *p< 0.05,

**p<0.01 ***p< 0.001 ****p<0.0001 Emax ODQ. 108.36 + 1.92 Emax L-NAME 111.58 + 2.81%.

9. CONCLUSIONES

A partir del extracto etandlico de la planta medicinal Tagetes lucida, se
establecié que el efecto trAqueo-relajante fue significativo y dependiente de la
concentracion, ademas de que el efecto generado esta relacionado a un bloqueo
de canales de calcio, impidiendo el paso de los iones y consecuentemente, el

proceso contractil.

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto ayudd a determinar que los
posibles compuestos responsables de la actividad tragueo-relajante, puedan ser
de tipo cumarina.
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10. PERSPECTIVAS

o Realizaruna comparacion del efecto de la planta tomada de distintas zonas
del territorio mexicano.

o Establecer si las condiciones de cultivo y ambientales afectan a la
produccion de los compuestos bioactivos de la planta.

o Determinar las estructuras quimicas de las cumarinas aisladasy purificadas
por técnicas espectroscopicas, espectrométricas y difraccion de rayos X
(cuando sea el caso).

o Cuantificar la presencia de cumarinas en el extracto de flor, tallo y de la
planta integra de Tagetes lucida mediante HPLC.

o Determinar el efecto antiasmatico del extracto etandélico de Tagetes lucida
en modelos in vivo de hiperreactividad bronquial.

o Obtener mediante biotecnologia, mayor produccion de los compuestos
encargados del efecto traqueo-relajante.

o Determinar la toxicidad subcronicay subaguda del extracto en un modelo in

Vivo.
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