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INTRODUCCION

Las vias aéreas del sistema respiratorio tienen como funcion realizar el
intercambio gaseoso y estan conformadas principalmente por epitelio y
musculo liso bronquial. EI musculo liso bronquial se encarga de la regulacion
del flujo de aire mediante diferentes vias de contraccion y relajacion.
Enfermedades como el asma bronquial y la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) afectan el control del tono del musculo liso bronquial. Para el
tratamiento de estos padecimientos existen diversos farmacos, asi como
plantas medicinales y aceites esenciales. Se ha reportado que el aceite
esencial de Agastache mexicana subsp mexicana, conocida comunmente
como toronjil morado, relaja la musculatura lisa de trdquea de cobayo, sin

embargo, no se conoce el mecanismo por el cual actla.

En el presente trabajo se investigo el mecanismo de accion relajante del aceite
esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana en la musculatura lisa de

vias aéreas utilizando el modelo de traquea aislada de cobayo.
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1. MARCO TEORICO

1.1. VIAS AEREAS Y MUSCULO LISO BRONQUIAL.

El sistema respiratorio trabaja en conjunto con el sistema circulatorio para
administrar oxigeno hacia los tejidos y retirar didéxido de carbono hacia los
pulmones para ser exhalado. A este proceso se le conoce como respiracion. En
el sistema respiratorio se encuentran las vias aéreas que se dividen en
superiores (fosas nasales y boca), intermedias (faringe, laringe y traquea) e
inferiores (bronquios y bronquiolos). Las vias intermedias son denominadas
vias conductuales y las inferiores son el sitio donde se lleva a cabo el
intercambio gaseoso . Las vias aéreas se conforman principalmente por
tejido epitelial y musculo liso; el epitelio esta adaptado para defender la mucosa
mediante el aclaramiento mucociliar, regulacion de liquido en las vias aéreas,
produccion de mediadores de la inflamacion y como fuente de Oxido nitrico
(NO) D @: e musculo liso bronquial (MLB) esta distribuido principalmente en las
vias conductuales en una proporcion del 3 al 8 % y su funcion es la regulacién

del flujo de aire mediante el control del tono muscular @ ®,

1.1.1. Control del tono del masculo liso bronquial
1.1.1.1 Contraccién

El MLB esta inervado por el sistema nervioso parasimpatico donde se
encuentran los receptores muscarinicos My, M, y Ms @ (Figura 1A). Los
receptores M; estan ubicados en los ganglios parasimpéticos y facilitan la
neurotransmisién ©. Los receptores M, estan tanto a nivel presinaptico como a
nivel posinaptico; a nivel presinaptico regulan la liberacién de acetilcolina ®©),
mientras que en el sitio posinaptico se encuentran acoplados a proteinas Gi,

gue cuando se ocupa este receptor la subunidad G ; inhibe la activacion de la

adenilciclasa (AC) contrarrestando la relajacion del MLB " ®,
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@1;?141!. | fininlly (¥ . mF
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acetilcolina (ACh)
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Receptor posinaptico M2: contrarrestra
la relajacion del musculo liso bronquial

Figura 1. Inervacion parasimpatica en el MLB (A) y representacion de la sefializacion del

receptor muscarinico M, (B) ©.

Los receptores muscarinicos Ms regulan la broncoconstriccion, secrecion de
moco y vasodilatacién ©®. Se encuentran en el sitio posinaptico acoplados a
proteina Gqg al igual que los receptores de histamina H;, leucotrieno Dy,
tromboxano, bradiquinina B, y adenosina Az Cuando el receptor es ocupado, la
subunidad Gaq promueve la liberacion de Guanosin difosfato (GDP) para
formar Guanosin trifosfato (GTP). EI GTP junto con la subunidad Gaq se
disocia de la subunidad Gg, y activa a la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza al
fosfoinositol 4,5-bifosfato (PIP,) en dos mensajeros intracelulares: el 1,2-
diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). El DAG se une a la
membrana y promueve la activacion de la proteincinasa C (PKC). La PKC
estimula la actividad de la fosfolipasa A, (PLA;) que induce la formacion de
mediadores de la inflamacion a partir del acido araquidénico, actia en la
fosforilacion de la calponina cuya funcion es inhibir a la miosina ATPasa vy
fosforila a la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina®. Por otro lado, el IP5
llega a receptores del reticulo sarcoplasmico liberando calcio hacia el citosol y
facilitando el flujo de calcio hacia el interior de la célula a través de canales de
calcio dependientes del voltaje tipo L y tipo T ©. El aumento de calcio
intracelular promueve la formacion del complejo calcio-calmodulina que activa a

la cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK), la cual fosforila a la cadena

Natalia Avila Rosas 7



Determinacién del mecanismo de accion relajante del aceite esencial de toronjil morado
(Agastache mexicana) en la musculatura lisa bronquial de cobayo.

ligera de miosina facilitando la interaccion con la actina, la activacion de la
miosina-ATPasa y la contraccion muscular " @9 (Figura 2). Después de la
contraccion muscular, el aumento de calcio es regulado por la inactivacion de
los receptores de IP3 y la reacumulacion de calcio en el reticulo sarcoplasmico
mediante el sistema calcio-ATPasa. El aumento de calcio también es regulado
por la bomba Na*/Ca™, los canales de potasio activados por calcio (K ca++) Y
los canales de potasio dependientes de ATP (K*arp) ©. Otro factor que influye

en la contraccion del MLB es el papel de la Rho-Rho cinasa, ya que aumenta la

sensibilizacion de calcio y promueve la polimerizacion de la actina al estimular
(10

a los receptores Rho acoplados a Gi

tropomiosina -
| miosina

filamentos
de actina

Figura 2. Contraccién del MLB por receptores acoplados a proteina Gg. Fosfoinositol bifosfato

(PIP,), fosfolipasa C (PLC), inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol (DGA), complejo calcio-

calmodulina (CaM), cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK) @Y.

1.1.1.2. Relajacion

La relajacion del MLB se lleva a cabo principalmente por efectos
simpaticomiméticos. Cabe mencionar que la inervacidn simpética no esta

directamente asociada al MLB, sino que por la circulacion sanguinea las
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catecolaminas llegan al sitio presinaptico y posinéptico de las vias aéreas ®. En
el MLB existe una gran poblacion de receptores 3, adrenérgicos, los cuales

estan acoplados a proteinas Gs, aunque también estan los receptores

prostanoides E,, adenosina Aza, Azg Y péptidos vasoactivos intestinales (VIP)
(10)

En el sitio presinaptico, al ocuparse los receptores pr-adrenérgicos se abren los
canales de potasio activados por calcio, provocando una hiperpolarizacion en el
nervio colinérgico y disminuyendo la liberacién de la acetilcolina . En el sitio
posinaptico cuando se ocupa el receptor acoplado a proteina Gs, la subunidad
Gas se une a la membrana y activa a la adenilato ciclasa (AC). La activacion
de AC cataliza la formacién de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a partir de
adenosin trifosfato (ATP). EI AMPc es un segundo mensajero que tiene
multiples funciones, como el control de secrecion de moco, la supresion de la
actividad inflamatoria y la activacién de la proteincinasa A (PKA). La PKA
reduce la movilizacion de calcio hacia el citosol, fosforila a PLC, IP3 y MLCK,
inhibe la afinidad de calmodulina por el calcio y activa los canales K'ca++ que
promueve la repolarizacién de la membrana y con ello la relajacién del MLB ®!)
(Figura 3). La PKA también regula la transcripcibn de algunos genes
responsables del crecimiento del MLB y la expresion de proteinas

inmunomoduladoras . Cabe mencionar gue la activacion de los receptores 3

» adrenérgicos aumenta el intercambio ionico por la bomba Na'-Ca™ vy la

estimulacién del sistema Na*-K*ATPasa *®.
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Figura 3. Relajaciéon del MLB por receptores acoplados a proteinas Gs. Acetilcolina (ACh),

adenilato ciclasa (AC), adenosin monofosfato (AMP), adenosin monofosfato ciclico (AMPc),

proteincinasa (PK), proteincinasa A (PKA) "2,

Para regular la actividad de PKA, el AMPc es hidrolizado por las
fosfodiesterasas (PDE) a adenosin monofosfato (AMP). Existen 12 tipos de
PDE, 5 se han identificado en seres humanos y cobayos. Las PDE 3 y 4 son

las responsables de la degradacion de AMPc en el MLB 2.

1.2. ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA Y ASMA
BRONQUIAL

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y el asma bronquial son
enfermedades en las que se presenta obstruccion e inflamacién de vias aéreas
y las causan diversos factores como el frio, las infecciones respiratorias, el

tabaco, los contaminantes atmosféricos o los productos quimicos.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) se presenta como

bronquitis crénica o enfisema ™ . De acuerdo con el Programa Nacional de

Natalia Avila Rosas 10
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Salud 2007-2012, es la cuarta causa de muerte en mujeres y la quinta en

hombres.

El asma bronquial se caracteriza por remodelacion e hiperactividad bronquial
@ Existen dos respuestas en el proceso asmatico: la fase temprana, que
comienza durante los primeros minutos donde existe un incremento de
mediadores inflamatorios, como histamina y leucotrieno B4, C4 y D4 y la fase
tardia, que comienza 6 horas después del contacto con el agente asmatico y se
caracteriza por una respuesta inflamatoria ocasionada por un aumento de
neutroéfilos y eosindfilos, ademas se presenta broncoespasmo, vasodilatacion,
edema de la mucosa, hipersecrecion de moco e hipertrofia de la musculatura
lisa *®. De acuerdo con investigaciones del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), el asma afecta principalmente a nifios y ancianos. Se
estima que la prevalencia mundial de esta enfermedad es de aproximadamente
de 5-10% de la poblacion “7.

1.2.1 Farmacos para el tratamiento de asma bronquial y EPOC.
En el tratamiento para el asma bronquial y EPOC se emplean farmacos
broncodilatadores y antinflamatorios. Dentro de los farmacos broncodilatadores
se encuentran los agonistas PBy-adrenérgicos, que promueven la relajacion del
MLB, inhibe el aclaramiento mucociliar, la permeabilidad mucociliar y la
neurotransmision colinérgica, ademas inducen la despolimerizacion de la
actina, activan los canales K'ca++, y reducen la liberacién de histamina ® 9 E|
farmaco mas utilzado es el salbutamol, este farmaco es de accién rapida con
un efecto maximo a los 15 minutos y una vida media de 6 horas @9 Otro tipo
de farmacos broncodilatadores son los antagonistas muscarinicos, los cuales
se unen a los receptores M, y M; bloqueando la broncoconstriccion y
favoreciendo la broncodilatacion. El farmaco inicialmente empleado fue la
atropina, pero presentaba mdultiples efectos secundarios. El bromuro de
ipratropio es un derivado sintético de la atropina que presenta menos efectos

secundarios, aunque pueden ocasionar cefaleas y sequedad en la boca %°.

Dentro de los farmacos para reducir la inflamacion se encuentran los

antihistaminicos, que actian como agonistas inversos sobre los receptores H;

@D Los farmacos mas empleados son la clorferamina, loratadina,
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difenhidramina y cetrizina. El principal efecto secundario de los antihistaminicos
es la somnolencia, aunque los antihistaminicos de segunda generacion son
menos liposolubles y reducen este efecto. Sin embargo se llegan a presentar
otros efectos secundarios como mareo, dolor de cabeza y sequedad en la

boca.

1.2.2 Plantas medicinales para el tratamiento del asmay EPOC
Ademas del tratamiento farmacoldgico, el uso de plantas medicinales para
enfermedades respiratorias es comun en medicina tradicional mexicana.

Algunas de estas plantas ya han sido estudiadas farmacolégicamente, tal es el

caso de Argemone ochroleuca (chicalote) @2,

(gordolobo) ), Bougainvillea spectabilis (bugambilia), Bursera simaruba

Gnaphalium liebmannii

(copal), Croton glabellus (cascarilla) y Thymus vulgaris (tomillo) entre otras @),
El uso de los aceites esenciales se ha convertido en una alternativa para el
tratamiento de enfermedades respiratorias. Los aceites esenciales son
productos naturales que se caracterizan por ser volatiles y de olor fuerte debido
a los metabolitos secundarios aromaticos de naturaleza monoterpénica
principalmente. Se les han atribuido propiedades antimicrobianas,
antinflamatorias, antiespasmédicas y relajantes . Los aceites esenciales de
los que se ha reportado accidn relajante en la vias aéreas son algunas
especies del genero Mentha (M.pulegium y M.piperita) cuyos componentes
mayoritarios son mentol y pulegona respectivamente ®® ?” También se han
encontrado propiedades broncodilatadoras en los aceites esenciales de
Tagetes florida Sweet, Psidium guajava L, Pipera uritum Kunth, Lippia

(24

graveolens Kunth. y de varias especies de Croton, entre ellas C.

nepetaefolius .

1.3. TORONJIL MORADO (Agastache mexicana (H. B. K.) Lint & Epling
subsp. mexicana Bye, Linares & Ramamoorthy)

Agastache mexicana (Lamiaceae) se ha dividido en dos especies: A.
mexicana (H. B. K.) Lint & Epling subsp. mexicana Bye, Linares &
Ramamoorthy, y A. mexicana (H. B. K.) Lint & Epling subsp. xolocotziana Bye,
Linares & Ramamoorthy, conocidas en la medicina tradicional mexicana como

"Toronijil morado" y "Toronjil blanco", respectivamente 9.
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Agastache mexicana es conocida popularmente en México con los nombres de
toronjil, olotillo, abejera, cidronela y melisa. Se encuentra distribuida en los

estados de Chihuahua, Durango, Guerrero, Jalisco y Michoacan ©°.

Se describe como una planta de tallos erguidos, angulosos y cuadrangulares
en seccién transversal, la parte basal y media del tallo es de color morado con
hojas ovalo-lanceoladas de 2-8 cm de largo por 2-4 cm de ancho, apice agudo,

borde dentado-serrado, inflorescencia terminal en verticilos y corola de color

rojizo-morado. Posee un aroma especiado débil a limén ©V 2 (Figura 4)

Figura 4 Agastache mexicana subsp. mexicana

Se emplea comunmente en el tratamiento de dolor de estdmago, tos,
enfriamiento, vomito, y nervios, pero principalmente se emplea para el “susto o

espanto” ¥,

Contiene flavoniodes como tilianina, el cual presenta efecto vasodilatador por la
via del 6xido nitrico/guanosin monofosfato ciclico (NO/GMPc), mediado por los
canales de potasio ®¥. Se han aislado &cido ursélico y acacetina de la parte
aérea de A. mexicana, las cuales presentan actividades antinflamatorias
similares al diclofenaco, ademas de actividades antiespasmodicas vy

antinflamatorias en ileon de cobayo 2 @4
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Contiene hasta 1.2% de aceite esencial, cuyos componentes mayoritarios son
estragol (86.78%) y limoneno (11.24%) ®®. Se ha encontrado que el aceite
esencial de A. mexicana presenta actividad relajante sobre la musculatura lisa
en trdquea de cobayo, encontrandose como componentes mayoritarios

limoneno y anisol %,

El Estragol o 4-(2-propenil)1-metoxybenceno también es conocido como p-
alilanisol o metilchavicol, es un éter terpénico liquido incoloro de olor
caracteristico a anis.. Se encuentra en el aceite esencial de albaca (Ocimum
basilicum) y manzana (Malus domestica) y en plantas como el tarragon
(Artemisia dracunculus) y mayorana (Origanum majorana) ®”" Es metabolizado
por o-metilacion y 1’-hidroxilacion. En seres humanos el 58% de la
administracion oral es excretada en la orina después de 48 horas y el 12% es
exhalada como dioxido de carbono después de 8 horas. Se ha reportado que
algunos metabolitos del estragol Inducen la formacion de hepatomas en
ratones, de los cuales el 1-hidroxiestragol ha sido reportado como cancerigeno.
En seres humano sélo el 0.3% de estragol es metabolizado a este compuesto,
en comparacion con ratones en donde se forma 23% de 1-hidroxiestragol ¢”. El
estragol presenta una gran variedad de actividades biolégicas, como
antiinflamatorio,  antibacteriano,  antifingico, insecticida, = anestésico,
antioxidante y antiespasmédico ©® . Se ha encontrado que el estragol inhibe
la formacion de edema plantar de ratén en el modelo de inflamacion inducido
por histamina, sustancia P y Nitroprusiato de sodio en una proporcion del 70%
49 Ademas el aceite esencial de Ocimum selloi compuesto mayormente por
estragol, reduce la contraccion abdominal inducida por acido acético y los
episodios de diarrea inducidos por aceite de castor en ratones, lo que sugiere
tener una actividad antiespasmoédica y antidiarreica “Y, también se ha
reportado actividad antiasmatica del aceite esencial de Ocimum basilicum,

teniendo como componentes mayoritarios al estragol “2.

El D-limoneno o 1-metil-4-(1-metilenetil) ciclohexano, es un monoterpeno
monociclico que se encuentra en citricos como el limén, naranja y mandarina.
Se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal y el 50-80% es excretado

por la orina después de 48h. Se reporta una DLsg de 4 a 6 g/kg en ratas. Se ha
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empleado para tratar célculos biliares, como neutralizador gastrico y como

3 Se han reportado propiedades

guimioprotector en varios tipos de cancer
inmunomoduladoras del D-limoneno, como la inhibicién de la produccion de
prostaglandinas PGE, a partir del &cido araquidénico y de otras citoquinas
como TNF-a, IL-1B ,IL-6 y leucotrienos, lo que sugiere el uso del limoneno en el
tratamiento auxiliar en enfermedades inflamatorias como el asma “?- El D-
limoneno y sus productos de oxidacion causa irritacion en una concentracion
mayor a 500uM administrados por inhalacién, en concentraciones menores
reduce la inflamacién provocada por especies reactivas de oxigeno y por el
acaro de polvo (Dermatophagoides farinae) 44 ademas, funciona como un
agente profilactico de la inflamacién de las vias aéreas mediada por ozono “?.
El D-limoneno es un agonista de los receptores de adenosina A;x que se
encuentran acoplados a proteinas Gs en MLB, “9 |3 activacion de este receptor
causa reduccion en la quimiotaxis, fagocitosis, adherencia de neutréfilos al

endotelio y en la secrecién de citocinas pro-inflamatorias “°).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y el asma bronquial son
catalogadas como enfermedades inflamatorias crénicas y se caracterizan por
presentar broncoconstriccién. Las tasas de morbilidad y mortalidad de estas
enfermedades son altas y su prevalencia sigue en aumento. Existen diversos
tratamientos para tratar al asma bronquial como los antinflamatorios y
broncodilatadores. En la medicina tradicional mexicana se utilizan diversos
productos naturales para el tratamiento de dichas enfermedades entre ellos
los aceites esenciales. El aceite esencial de toronjil morado (Agastache
mexicana) relaja el musculo liso de traquea de cobayo, pero no se ha
reportado el mecanismo por el que este actia. Ante ello, se investigo el
mecanismo de accién del efecto relajante del aceite esencial de toronjil
morado en la musculatura lisa bronquial utilizando el modelo de traquea

aislada de cobayo.
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3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Determinar el mecanismo de accion relajante del aceite esencial de Agastache

mexicana subsp. mexicana en traquea aislada de cobayo.

3.2 PARTICULARES

Analizar la composicion quimica del aceite esencial de Agastache mexicana
subsp. mexicana por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (CG/EM).

Determinar la participacion de los receptores colinérgicos, histaminérgicos y
B -adrenérgicos en el mecanismo de accién relajante del aceite esencial de
Agastache mexicana subsp. mexicana .

Evaluar la participacién y la adenilciclasa en el mecanismo de accion
relajante del aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana.
Evaluar la participacion de los canales de potasio dependientes de ATP
(KaTp) Y €l bloqgueo de la entrada de calcio en el efecto relajante del aceite
esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana

Evaluar la interaccion entre el aceite esencial de Agastache mexicana
subsp. mexicana y farmacos antiasmaticos (salbutamol y bromuro de
ipratropio) en trdquea aislada de cobayo como herramienta auxiliar en la
determinacién del mecanismo de accién relajante del aceite esencial de

toronjil morado.
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4. HIPOTESIS

Considerando que los componentes mayoritarios del aceite esencial de toronjil
morado son D-limoneno y estragol, se espera que su mecanismo de accion
relajante se deba a mas de una via y que la administracion del aceite esencial
de toronjil morado en forma conjunta con un agonista j -adrenérgico o con un

antagonista colinérgico potencie su accién relajante de la musculatura lisa
bronquial de cobayo.
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5. MATERIALES Y METODO

5.1 Material vegetal
El A. mexicana subsp. mexicana fue adquirido en el Mercado de Sonora de la
Ciudad de México en julio del 2012. Se emplearon las partes aéreas de la
planta fresca para la extraccion de aceite esencial. La autenticidad botanica fue
verificada con el apoyo de taxbnomos expertos del Herbario del Centro Médico

Nacional siglo XXI.

5.2 Extraccion del aceite esencial
Se colocaron las hojas y flores de la planta fresca en un matraz bola de 12 L
llendndolo hasta la mitad, después se llend el matraz con agua destilada hasta
cubrir la planta y se sometié a una destilacién continua durante 3 horas (MGA-
FH 0090 aceites esenciales, Figura 5) ®%. El aceite esencial obtenido se guardé

en un frasco ambar en refrigeracion.

100-110

Figura 5. Aparato de destilacién para la obtencion de aceites esenciales ©”
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5.3 Andlisis del aceite esencial
Para determinar la composicion del aceite, se utilizo la técnica de cromatografia
de gases acoplado a masas (CG/EM). Se utiliz6 un cromatografo de gases
LECO modelo Pegasus AD acoplado a un espectrémetro de masas Agilet
modelo 6890N con inyector automatico modelo T5606-01.
Se inyectd 1.0uL de la muestra en una columna capilar fase DB5 de Agilet
(10m x 0.18mm de diametro interno, espesor de la pelicula de 0.18um). El gas
acarreador fue helio a una velocidad de flujo de 1mL/min. La temperatura del
inyector fue de 300°C, con la temperatura de linea de transferencia de 250 °C y
la temperatura de la camara de 200°C. El retraso encendido del filamento fue
de 100 segundos.
En el espectrometro el calentamiento utilizado fue temperatura inicial de 40 °C
durante 3 minutos, la velocidad de calentamiento de 50 °C por minuto hasta
280 °C durante 10 minutos. El intervalo de masa fue de 45-550U. Adquisicion
espectral de 10 espectros por segundo. Inyeccién con division de flujo (Split).
La técnica utilizada fue de baja resolucion por impacto electrénico y deteccion
de iones positivos. Los componentes fueron identificados utilizando la biblioteca
NIST version2.0.

5.4 Farmacos

La acetilcolina, carbacol, histamina, propranolol, forskolina, bromuro de
ipratropio y 2°,5"-didoxiadenosina fueron adquiridos de Sigma Aldrich. El
salbutamol y glibenclamida fueron adquiridos de Helm de México. El forslean
(equivalente a 10 % de forskolina), fue adquirido de Savinsa Corporation.

La glibenclamida, la 2°,5 -ideoxiadenosina, el extracto de forslean y la
forskolina se disolvieron primero en dimetilsulféxido (DMSO) y posteriormente
se diluyeron con agua hasta una concentracion final de menos del 0.1% de
DMSO..

5.5 Animales
Se utilizaron cobayos macho con una masa corporal entre 350 y 450 g,
mantenidos a temperatura ambiente con libre acceso de alimento y agua. El

cuidado y manejo de los animales fue de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
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NOM-062-Z00-1999. Cuidado y mantenimiento de los animales.
Especificaciones y técnicas para la produccion, uso y cuidado de los animales

de laboratorio.
5.6 Ensayo bioldgico

5.6.1 Diseccion de la traquea de cobayo y estabilizacion del tejido.
Los animales se sacrificaron por una administracion intraperitoneal de una
sobredosis de pentobarbital soddico (150 mg/kg). Se realiz6 la diseccion de la
traguea de manera inmediata y se limpié del tejido circundante. La traquea se
mantuvo a 37°C en una solucion de Krebs, la cual se compone de (mM): NaCl
118, KCL 4.7, KH;PO,4 1.2, MgS0O,47H,0 1.2, NaHCO3; 25.0, CaCl,2H,0 2.2,
glucosa 11 y EDTA. El tejido se cortdé en anillos de aproximadamente 2mm,
cada anillo fue colocado en una camara de oOrgano aislado con 10mL de
solucion de Krebs suspendido entre dos ganchos de acero inoxidable, uno de
los extremos se fij6 a la camara y otro al transductor de fuerza que se
encuentra conectado a un poligrafo BiopackSystem. Los datos se obtuvieron
mediante el programa Acknowledge Mp100 3.5.3. El tejido se sometié a una
tension inicial de 1.5 g y se estabilizé durante una hora realizando lavados con
solucién de Krebs cada 15 minutos. Pasado este tiempo, el tejido se estimuld
con una solucion de Acetilcolina 30 uM y después se realizaron tres lavados
con solucién de Krebs. La estimulacién se repiti6 una vez mas después de
treinta minutos. Posteriormente el tejido se estabilizé durante 30 minutos antes

de comenzar el experimento.

5.6.2 Efecto relajante del aceite esencial de toronjil morado.
Después del periodo de estabilizacion los anillos de tradquea aislada de cobayo
(TAC) se contrajeron con Carbacol 3 pM hasta alcanzar la meseta de
contraccion y se afladieron emulsiones de aceite esencial de forma acumulativa
(5-50 pg/mL). El aceite esencial de toronjil morado se disolvid primero con
Tween 80 al 0.5% y se agitd por sonicacion durante 3 minutos. Las soluciones

posteriores se diluyeron con agua destilada.
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5.6.3 Participacién de los receptores p-adrenérgicos en el efecto
relajante del aceite esencial.
Las preparaciones de TAC fueron precontraidas con Carbacol 3 uM, una vez
alcanzada la meseta se incubd con propranolol 3 uM. Posteriormente se aplicé
de forma acumulativa aceite esencial de toronjil morado en las mismas

concentraciones empleadas para el efecto relajante (5- 50. pg/mL)

5.6.4 Participacion de los receptores muscarinicos en el efecto relajante
del aceite esencial
En experimentos independientes, se obtuvo la curva acumulativa de carbacol
(10°-10° M). Se incubé el tejido con emulsiones de aceite esencial, a las
concentraciones de 10, 50, 100 y 300 pg/mL durante 15 minutos y se realizaron

nuevamente curvas de contraccion respuesta de carbacol

5.6.5 Participacion delos receptores histaminérgicos en el efecto
relajante del aceite esencial
Las preparaciones fueron contraidas con histamina 30 uM hasta alcanzar la
meseta de contraccion y se afiadieron soluciones de aceite esencial de forma
acumulativa (5-50 pg/mL).
En otro experimento, se obtuvo una curva acumulativa de contraccion por
histamina (10"°-10° M). Se incub6 el tejido con emulsiones de aceite esencial,
en concentraciones de 10, 50, 100 y 300 pg/mL durante 15 minutos y se

realizaron nuevamente curvas de contraccion respuesta de histamina

5.6.6 Activacion de adenilciclasa en el efecto relajante del aceite
esencial
Las preparaciones fueron precontraidas con Carbacol 3 uM, una vez alcanzada
la meseta se incub6 con 2°,5"-dideoxiadenosina 10 puM y forskolinal0 uM en
experimentos independientes durante 5 minutos. Posteriormente se aplico de
forma acumulativa aceite esencial en las mismas concentraciones empleadas
para el efecto relajante (5-50 pug/mL).
En otro experimento, los tejidos fueron precontraidos con Carbacol 3 uM, una

vez alcanzada la meseta se incubd con aceite esencial en concentraciones de
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10, 25 y 50 pg/mL durante 5 minutos. Posteriormente se afadié forslean de
forma acumulativa (4.105x103-4.105pg/mL).

5.6.7 Participacion de los canales de potasio dependientes de ATP en el
efecto relajante del aceite esencial.
Las preparaciones fueron contraidas con Carbacol 3 uM, una vez alcanzada la
meseta se incubaron con glibenclamida 10 pM durante 5 minutos.
Posteriormente se aplic6 de forma acumulativa aceite esencial en las mismas

concentraciones empleadas para el efecto relajante. (5-50 pg/mL).

5.6.8 Participacion de aceite esencial sobre las contracciones inducidas
por calcio.
Al estabilizar el tejido, el medio se modificé a una solucion Krebs libre de calcio
y se estabilizé el tejido por 30 minutos. Después el tejido se despolarizdé con
una solucion de cloruro de potasio 80 mM hasta alcanzar la meseta y se
realizaron 3 lavados con solucion de Krebs libre de calcio. La despolarizacion
se repiti6 media hora después con lavados con solucion Krebs libre de calcio
cada 15 minutos. Se realizé una tercera despolarizacion y una vez alcanzada la
meseta el tejido se incubo con emulsiones de aceite esencial en
concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 300 pg/mL durante 15 minutos.
Posteriormente, se realizaron curvas acumulativas de cloruro de calcio (0.01-
1mM).

5.6.8Andlisis isobolografico del aceite esencial de A. mexicana y

farmacos broncodilatadores

Se realizaron curvas dosis respuesta del efecto relajante de salbutamol
(2.39x10°-2.39 pg/mL) y bromuro de ipratropio (4x10°-4x102ug/mL). Después
se calcularon CEsgp y se calculd la dosis tedrica aditiva mediante la ecuacién

Zad= fA+(1-f)B, en donde Zad es la dosis aditiva teérica, f es la proporcion fija
de los farmacos en la combinacion (para 1:1 f=0.5, para 1:3, f=0.25 y para 3:1,
f=0.75). Despues se calcularon las proporciones de cada farmaco en la mezcla

mediante p A=fA/Zad y p B=(1-f)B/Zad. Con base a esas proporciones se
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realizd el experimento con diferentes concentraciones de los farmacos y se
calculo la Zex, que es el efecto aditivo experimental de la misma manera que
Zad.
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6. ANALISIS ESTADISTICO Y CALCULO DE PARAMETROS

Los datos fueron presentados como la media + el error estandar de la media
(EEM) con un nivel de confianza del 95%. Las CEsp se calcularon del modelo
de Hill utilizando el software GraphpadPrism® versién 5.00. Las curvas dosis-
respuesta y las CEso de dos determinaciones fueron analizadas mediante una
prueba t no pareada, mientras que las curvas dosis-respuesta y las CEsp de
varias determinaciones fueron analizadas mediante una ANOVA de una via
seguida de la prueba de Dunnett. Se consideraron diferencias significativas
para un valor de p<0.05. Se calculé el potencial del antagonista (pA;) de

acuerdo a la ecuacion: A"/A=2log(X-1)= log B-log Kg donde X es la razon del

efecto maximo del agonista en ausencia del antagonista entre el efecto maximo
del agonista en presencia del antagonista; Kg es la constante de afinidad para
el antagonista y B es la concentracion del antagonista. El valor de pA;’ es la

abscisa al origen cuando X=2
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7. RESULTADOS

Se utilizaron 1467.1g de la parte aérea de la planta fresca, obteniéndose 8.98¢g

de aceite esencial equivalente al rendimiento de 0.6824 %.

En el andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
se encontraron dos compuestos mayoritarios: estragol y D-limoneno. El
compuesto minoritario fue linalilantranilato. En el Cuadro 1 se muestra el % de
area, el tiempo de retenciéon (TR) y la comparacién de los indices de retencién
(Kovats). En la Figura 6 se presenta el cromatograma del aceite esencial de
Toronjil morado y en las Figuras 7 y 8, los espectros de masas de los dos

compuestos mayoritarios.

Pico No. Componente Area% I.R.(Exp) LR.(Teo) T.R(s)
1 D-limoneno 17.555 1045.3 1031 318.997
2 Linaliantranilato 2.164 1137.2 - 368.797
3 Estragol 80.281 1238.6 1195 419.547
1
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Figura 7. Espectro de masas de D-limoneno en el aceite esencial de Agastache mexicana

subsp. mexicana (A) y su comparacion con biblioteca NIST (B).

Peak True - sample "OT8362-NAAN-1-4:2", peak 4, at 419.547 s A
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Figura 8. Espectro de masas de Estragol en el aceite esencial de Agastache mexicana subsp.

mexicana (A) y su comparacion con biblioteca NIST (B).

El aceite esencial presentd un efecto relajante dosis-dependiente (Figura 9),
con una CEsp de 18.25 +1.026 pg/mL.

Natalia Avila Rosas 27



Determinacién del mecanismo de accion relajante del aceite esencial de toronjil morado
(Agastache mexicana) en la musculatura lisa bronquial de cobayo.

1001 'S 2

80+

Relajacion (%)

204

O I | 1
0.5 1.0 1.5 2.0

Log Aceite esencial (pg/mL)

Figura 9. Curva dosis-respuesta del aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana.

Cada punto representa el promedio = EEM de al menos 6 experimentos.

El efecto relajante no fue inhibido por propranolol (Figura 10). Los valores de la
concentracion efectiva 50 en presencia (CEsg de 19.66+1.021ug/mL) y en
ausencia de propranolol (CEso de 21.52 + 1.002 pg/mL) fueron practicamente

los mismos (p>0.05).

El aceite esencial de toronjil morado present6 un efecto antagonista de tipo no
competitivo para las contracciones inducidas por carbacol (Figura 11). El efecto

fue significativo a partir de la concentracion de 50 pg/mL (Cuadro 2)
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Figura 10. Curva dosis-respuesta de aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana
y aceite esencial mas propranolol 10uM. Cada punto representa el promedio + EEM de al

menos 6 experimentos.

Cuadro 2. Valores de los maximos de contraccién presentados como la media + EEM de
carbacol en ausencia y presencia de aceite esencial de Agastache mexicana subsp mexicana.

*Diferencia significativa con ANOVA de una via seguida de prueba de Dunnett. p<0.05.

A. mexicana sub mexicana Méaximo de contraccion de
(ng/mL) carbacol (%)
0 94.161+0.9069
10 88.266+ 1.618
50 52.185+ 4.484*
100 69.494+0.2694*
300 31.15+£1.223*
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Log Carbacol (M)
Figura 11. Curvas de contraccion de carbacol con diferentes concentraciones de aceite

esencial de Agastache mexicana. * Diferencia significativa con ANOVA de una via seguida de
prueba de Dunnett. p<0.05. Cada punto representa el promedio + EEM de al menos 6
experimentos.

El aceite esencial de Toronjil morado presentd un efecto relajante en la traquea
precontraida con histamina con una CEsg de 13.3£1.026 pug/mL (Figura 12). El
aceite esencial también inhibi6 de manera no competitiva las contracciones de

histamina (Cuadro 3, Figura 13).
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Figura 12. Curva dosis- respuesta del efecto relajante sobre contraccién con histamina de
aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana. Cada punto representa el promedio+

EEM de al menos 6 experimentos

Cuadro 3. Valores de los maximos de contraccién presentados como la media + EEM de
histamina en ausencia y presencia de aceite esencial de Agastache mexicana subsp mexicana.

*Diferencia significativa con ANOVA de una via seguida de prueba de Dunnett. p<0.05.

A. mexicana sub mexicana Contraccion maxima con
(Mg/mL) histamina (%)
0 99.071+0.562
10 65.778+ 2.537
50 45.004+ 7.677*
100 48.06414.456*
300 16.062+0.73*
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1001 ¢

-9~ Histamina

80+ Histamina +aceite esencial

- 10 pg/mL

60 Histamina +aceite esencial
A= 50 pg/mL
40+ Histamina +aceite esencial

-0~ 100 pg/mL

Contraccion (%)

Histamina +aceite esencial
8- 300 pg/mL

|
-12 -10 -8 -6 -4

Log Histamina (M)
Figura 13. Curvas de contraccion de Histamina diferentes concentraciones de aceite esencial.
*Diferencia significativa con ANOVA de una via seguida de prueba de Dunnett. P 0.05. Cada

punto representa el promedio +tEEM de al menos 6 experimentos

El aceite esencial presentd mayor potencia para antagonizar las contracciones
inducidas por histamina (pA;’ =-1.507+.122 (32.13+1.32ug/mL); (Figura 15) que
para antagonizar las contracciones inducidas por carbacol (pA;’ =-2.180+0.357
(151.35+2.27ug/mL); (Figura 14).

b=-2.029
m= -0.9308
0.59 PA,'= -2.180+0.357
0.0 .
-0.5
<
X -0.54
(@)]
°
-1.0-
-log B
-1.5- J

Figura 14. Grafico de Schild para la obtencién de pA,’ de aceite esencial-carbacol.
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1.01 m= -0.6682
b= -1.007
PA,'= -1.507+ 0.122
[ }
0.5-
<
X
(@)]
o Y N
0.0 . ; .
25 20  -L 05
-log B
-0.5-

Figura 15. Grafico de Schild para la obtencion de pA,’ de aceite esencial-histamina.

La CEsp del aceite esencial (CE5x=19.99 + 1.042 pg/mL) no se modifico por la
activacion de la adenilciclasa con forskolina (CEsp=17.86 +1.051ug/mL) o la
inhibicién con 2,5 dideoxiadenosina de la (CEsp= 17.38+£1.011ug/mL). En la
Figura 16 se muestra las curvas de relajacion del aceite esencial en presencia
y ausencia del activador y del inhibidor de la adenilciclasa. Resultados
parecidos a los obtenidos con forskolina se obtuvieron con forslean, un extracto
estandarizado al 10% de forskolina, que se obtiene de la raiz de la planta
Coleus forskohlii (Figura 17); ni la CEso ni los valores de efecto maximo
relajante de forslean se modificaron por la presencia del aceite esencial de

toronjil (Cuadro 4).
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A 1007
80+
S
- 60-
c
©
[&]
S
4]
& 40-
: s
20 - Aceite esencial
a Aceite esencial +
2,5 -dideoxiadenosina 10 uM
0 T T 1
0.5 1.0 15 2.0
Log Aceite esencial (pg/mL)
B
100+ _ _
-— Aceite esencial
Aceite esencial +
804 il Fosrkolina 10 pM
L
N2 60-
c
©
[&]
8,
©
S 40-
4
204
0 T T 1
0.5 1.0 15 2.0

Log Aceite esencial (pg/mL)

Figura 16. Curva dosis-respuesta de aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana
y de 2’5"dideoxiadenosina 10 uM (A) y de forskolinal0uM (B) mas aceite esencial. Cada punto
representa el promedio + EEM de al menos 6 experimentos.
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A. mexicana subsp CEso
mexicana (ug/mL) (ug/ml forslean)
0
0.03801 £ 0.0146
10
0.1378 £ 0.0534
25
0.1116 £ 0.0505
50

0.0974 + 0.0573

120+
100+
801
c
N}
'g -8~ Forslean
% 60+ -A- Forslean+ aceite esencial 10ug/mL
@
> 40+ —— Forslean+ aceite esencal 25 pg/mL
20 -©- Forslean+ aceite esencial 50ug/mL
0 T T T 1
-3 -2 -1 0 1

Log Forslean (pg/mL)

Figura 17. Curva dosis-respuesta de forslean (10% forskolina) y de forslean mas aceite

esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana Cada punto representa el promedio + EEM

de al menos 6 experimentos
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El aceite esencial de toronjil inhibi6 la contraccion inducida por calcio a partir de

la concentracion de 50 pg/mL (Cuadro 5). A dosis bajas de 25 pg/mL

incrementd la contraccion de calcio (Figura 18)

Cuadro 5. Valores de los maximos de contraccion presentados como la media + EEM de calcio

en ausencia y presencia de aceite esencial de Agastache mexicana subsp mexicana.

A. mexicana subsp Contraccion maxima con Calcio
mexicana (ug/mL) (%)
0 98.7378+0.2149
10 137.71+ 6.862
25 124.104+ 1.66
50 70.701+ 9.4967 *
100 66.9351+ 8.2057*
300 15.2949+1.2466*
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1401
-6- Calcio
1204 Calcio+ aceite esencial 10
ug/mL
1004 * Calcio+ aceite esencial 25
g ug/mL
?5 80- - Calcio+ aceite esencial 50
8 % ug/mL
g 604 * N Ca/lciE+ aceite esencial 100
m
8 ug
404 * Calcio+ aceite esencial 300
png/mL
20+

Log Calcio (uM)

Figura 18. Curva dosis-respuesta de calcio y de calcio mas aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana *

Diferencia significativa con ANOVA de una via seguida de prueba de Dunnett. p <0.05. Cada punto representa el

promedio * EEM de al menos 6 experimentos

La curva dosis-respuesta del aceite esencial con glibenclamida presentd un
desplazamiento hacia la izquierda con respecto la curva control de aceite
esencial (Figura 19). El valor de la CEsp de aceite esencial con glibenclamida
(CEs50=17.55+1.013 pg/mL) y al del aceite esencial solo (CEsp= 21.52 + 1.002
Hg/mL) no presento diferencia significativa.
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100-
Aceite esencial+
Glibenclamidal0uM
801 —e- Aceite esencial
<
~ 604
C
©
O
8,
@
E 40'
x
20-
L 2
O 1 1 1
0.5 1.0 15 2.0

Log Aceite esencial (ug/mL)

Figura 19. Curva dosis-respuesta de aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana
y de mas aceite esencial mas glibenclamida 10uM. Cada punto representa el promedio + EEM

de al menos 6 experimentos

Los farmacos antiasmaticos salbutamol y bromuro de ipratropio presentaron
efecto relajante dosis dependiente (Figura 20).La CEsp del salbutamol fue de
1.348x10°+1.66x10° pg/mL y la del ipratropio fue de 4.448x10°+ 1.57x10 ug
/mL.

A partir de las CEsp se calcularon las Zad para hacer las distintas
combinaciones de la interaccion en proporciones de 1:1, 1:3, 3:1 entre el aceite
esencial de toronjil y los farmacos antiasmaticos. Los valores teoricos (Zad) y
experimentales (Zexp) del estudio de interaccion de cada proporcion se

presentan en el Cuadro 6.
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Figura 20. Curvas dosis- respuesta de farmacos antiasmaticos (salbutamol y bromuro de

ipratropio) Cada punto representa el promedio = EEM de al menos 6 experimentos.
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Cuadro 6. Valores de Zad y Zexp del estudio de la interaccién entre el aceite esencial y

farmacos antiasmaticos

) _ f (1-f) Zad Zexp
Combinacién f ) oa ob
aceite farmaco (ug/mL) (ug/mL)

Aceite esencial: ipratropio

1:1 0.5 9.125 2.224X107 9.1250 1 2.43x10°  0.156+0.28
1.3 0.75 4562 3.336X10°  4.5625 0.999 7.311X10° 0.848+0.67
3:1 0.25 13.687 1.112X10° 13.6875 1 8.124X10"7  1.23+0.76

Aceite esencial: salbutamol

1:1 05 9.125 6.74X107 9.1256 0.9999 7.38X10° 4.178+2.87
1.3 0.75 4562  1.01X10° 45635 0.9997 2.22X10°  0.528+0.24
3:1 0.25 13.687 3.37X10*  13.6878 0.9999 2.46X10° 5.567+3.95

Para construir el isobolograma se calculd un area de aditividad definida
mediante las ecuaciones_b=Bsy(A-a/Asp)a/p Y b=B-[Bso/(Ase/a)a/p] , donde ay b

son las concentraciones de los farmacos, Asp ¥ Bsg son las CEsy de los
farmacos a y b respectivamente, A y B son las CE de los farmacos ay b, q es
el numero de Hill del farmaco a y p es el numero de Hill del farmaco b **
Debido a que la razon de pendientes del aceite esencial entre los farmacos es
mayor a 1(Cuadro 7, Figura 21), se observa una gran area de aditividad en los
isobologramas. En la interaccion del aceite esencial con salbutamol, la
combinacion 1:1 se encuentra fuera del area de aditividad, mientras que en la
interaccion del aceite esencial con ipratropio las combinaciones se encuentran
fuera del area de aditividad y desplazados a la izquierda con respecto a los

puntos tedricos (Figura 22).

Natalia Avila Rosas 40




Determinacién del mecanismo de accion relajante del aceite esencial de toronjil morado
(Agastache mexicana) en la musculatura lisa bronquial de cobayo.

Cuadro 7. Comparacién de CEsy y numeros de Hill del aceite esencial y farmacos

antiasmaticos

Farmaco N° de Hill

Razo6n de pendientes

CEso (Hg/mL)
(aceite esencial/farmaco)

Aceite
5.428

esencial
Salbutamol 0.3438

Ipratropio 0.458

CE50=18.25 +1.026

CES50: 1.348x10°+1.66 15.788249

CE50: 7.071x10°+ 1.31 11.85152838

120+
1004
—— Aceite esencial
c 801 - |[pratropio
g i —¥- Salbutamol
©
‘T 601
(0]
€
>
40-
20+
O L] L] 1
-10 -5 0 5

Log C (ng/mL)

Figura 21. Curvas dosis-respuesta del efecto relajante de farmacos antiasmaticos (salbutamol

y bromuro de ipratropio) y aceite esencial. Cada punto representa el promedio tEEM de al

menos 6 experimentos.

Natalia Avila Rosas

41



Determinacién del mecanismo de accion relajante del aceite esencial de toronjil morado
(Agastache mexicana) en la musculatura lisa bronquial de cobayo.

O.OOlS-I

0.0010+ A CEg tedricas

CEs5p experimentales

0.0005+4

b: CE salbutamol (ug/mL)

. .
. .
3 .
.
, . e
. N\
. -t
.t

0.0000 & . . . .
0 5 10 15 20

a: CE aceite esencial (ug/mL)

0.00008 -I

o
o
o
o
o
»
1

A CEgj tedricas

0.00004+ CEszg experimentales

CE Ipratropio (ug/mL)

0.00002+

b

.
. .
. .
e .
.
.

.

0.00000 -2 . . . .
0 5 10 15 20

a: CE aceite esencial (ug/mL)

Figura 22. Isobologramas de la interaccion entre el aceite esencial de A. mexicana subsp.
mexicana y farmacos antiasmaticos en diferentes proporciones..
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8. DISCUSION

Se confirmoé que el aceite esencial de toronjil tiene propiedades relajantes de la
musculatura lisa bronquial de cobayo. El analisis del aceite esencial por CG/EM
mostré que los componentes mayoritarios son estragol y D-limoneno, lo que
coincide con lo previamente investigado por Estrada y colaboradores ©. El
estragol y el D-limoneno son componentes mayoritarios de otras especies del
género Agastache como A. rugosa y A. foeniculum “9, por lo que es de esperar
gue otras especies del género Agastache también presenten efecto relajante
de la musculatura lisa bronquial. Es posible que el efecto relajante de la
musculatura lisa bronquial se deba a la presencia de estos componentes
mayoritarios ya que se ha descrito para estragol efecto relajante de la

| (41) | (42)

musculatura lisa intestina y actividad antiasméatica experimenta

.Y para

el D-limoneno se ha descrito efecto profilactico antinflamatorio de vias aéreas
(42)

En la determinacion del mecanismo de accién del aceite esencial, la
incapacidad del propranolol para inhibir la relajacion provocada por el aceite
esencial en el MLB descarta que el efecto relajante del toronjil sea por la

activacion de los receptores p,- adrenérgicos.

El aceite esencial de toronjil presentd efecto antagonista muscarinico e
histaminérgico de forma no competitiva, siendo mas potente su efecto

antihistaminico que anticolinérgico.

El efecto antagonista de los receptores muscarinicos e histaminérgicos se
encuentra relacionado, ya que ambos receptores se encuentran ligados a
proteinas Gq (19 Ademas los resultados obtenidos coinciden con un estudio
previo en el que el estragol relaja la musculatura lisa de intestino de cobayo
precontraida con KCI y bloquea las contracciones inducidas con acetilcolina e

histamina ©9,

Para incrementar el conocimiento sobre el mecanismo de accion de este
aceite esencial, se considero que el bloqueo de los receptores muscarinicos,
también promueve a la formacion de adenilciclasa (AC), por lo que se evalué
si en el efecto relajante del aceite esencial esta involucrada la activacion de la
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enzima adenilciclasa. El efecto relajante no se vio modificado con la adicién de
la 2°5"-dideoxiadenosina, que inactiva a la AC ni con foskolina que activa a la
AC. Estos resultados indican que en el efecto relajante no esta involucrada la

adenilciclasa.

La contraccion muscular esta dada por un aumento de la concentracion de
calcio intracelular, dicho incremento esta dado principalmente por la liberacion
de calcio del reticulo sarcoplasmico provocada por la activacion del segundo
mensajero IP; después de la activacion de los receptores acoplados a proteina
Gg. @10 También el aumento de calcio intracelular esta dado por la apertura
de canales de calcio. En el MLB existen diferentes canales de calcio: los
dependientes de voltaje tipo L y tipo T, que responden a diferente intensidad
de voltaje y producen despolarizacion de la membrana al ser activados ®D,
También se encuentran los canales TRP que permiten el paso del calcio hacia
el citosol. La disminucion del flujo de calcio ocurre con la inactivacion de IP3-0
el bloqueo de los canales de calcio al igual que por la apertura de los canales
de K'cars, K "atp ¥ Na' para regular las concentraciones de calcio ® pe
acuerdo a los resultados el aceite esencial inhibe las contracciones inducidas
por calcio a partir de concentraciones de 50 ug/mL, dato que concuerda con el
antagonismo de los receptores histaminérgicos y colinérgicos porque bloquea
la cascada por la que se activa el IP; ademas se desmostré que bloquea el
flujo de calcio hacia el interior al aumentar las concentraciones de aceite

esencial.

Se ha demostrado que farmacos que abren los canales K'atp, inhiben la
liberacion de acetilcolina y reducen la contraccion inducida por acetilcolina e
histamina ®?. Sin embargo, la adicion un bloqueador de esos canales,
glibenclamida, no mostré diferencia significativa con respecto a la curva dosis
respuesta de aceite esencial, lo que indica que la via relajante esta dado por

una via diferente y no por la apertura de los canales de K*arp

El analisis isobolografico es una metodologia que permite evaluar las
respuestas biologicas de una combinacion de sustancias activas, determina si

son mayores, iguales o menores a las respuestas de los componentes
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individuales. En este estudio el analisis isobolografico funcion6 como una
herramienta auxiliar para determinar el mecanismo de accion. Al observar las
curvas dosis respuesta de los farmacos antiasmaticos y del aceite esencial, el
aceite esencial tiene comportamiento diferente con respecto a salbutamol e
ipratropio, con numeros de Hill muy distintos. Esto puede deberse a que el
aceite esencial tiene 2 componentes activos y por lo tanto posee mas de un
mecanismo de accion relajante. Al observar los isobologramas, las
combinaciones experimentales se encuentran por debajo del area de aditividad,
lo que indica que el aceite esencial aumenta el efecto relajante de salbutamol y
de ipratropio. Sin embargo, esta distancia de los puntos experimentales con
respecto al area de aditividad no es descrita estadisticamente, debido a que el
area de aditividad es muy amplia, por lo que no es aplicable la estadistica
sugerida por Tallarida en fendmenos de este tipo ®3) La informacion gue se
obtiene de este analisis es que la accién relajante del aceite esencial
complementa a la accion relajante de los farmacos antiasmaticos por sus

diferentes vias de relajacion.
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9. CONCLUSIONES

e El efecto relajante del aceite esencial en la musculatura lisa bronquial
se debe a un antagonismo no competitivo de los receptores

muscarinicos e histaminérgicos.

s Los componentes mayoritarios del aceite esencial de Agastache

mexicana subsp. mexicana son estragol y D-limoneno.
e El aceite esencial también bloquea la entrada de calcio

e En el efecto relajante del aceite esencial no estan involucrados los
receptoresp adrenérgicos, la activacion de adenilciclasa ni la apertura

de lo canales de potasio dependientes de ATP.

e EIl aceite esencial aumenta el efecto relajante de los farmacos

antiasmaticos salbutamol e ipratropio.
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10. PERSPECTIVAS

e Evaluar los componentes mayoritarios del aceite esencial (estragol

y D-limoneno) individualmente y en diferentes proporciones.

e Determinar el antagonismo especifico del aceite esencial sobre los

receptores muscarinicos M;, M, 0 Ma.

e Determinar si el aceite esencial actia como antagonista de los

leucotrienos Dy

e Realizar interaccion farmacoldgica entre el aceite esencial y

farmacos antihistaminicos.
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