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Resumen

La diarrea es consecuencia de la disfuncion en el transporte de agua y
electrolitos a nivel del intestino. Como resultado de esta alteracion se produce un
aumento de la frecuencia, cantidad y volumen de las heces, ademas de cambio en
la consistencia de éstas debido al incremento de agua y electrolitos.

A nivel mundial la mortalidad reportada por diarrea en menores de cinco afnos
es de 1.87 millones, que representa el 19% de la mortalidad total de la nifiez. Esta
situacion se dispara en los paises en desarrollo ya que en Africa y Asia Sudoriental
las muertes por esta causa llegan a 78% y en otros 15 paises en desarrollo, entre
los que se encuentra México, dichas muertes representan el 73% (Boschi y col.,

2008).

En el presente trabajo se estudiaron dos plantas que son utilizadas como
remedio en el control de trastornos digestivos en la medicina tradicional mexicana:

Bidens odorata Cav. y Chrysactinia mexicana Gray.

Del extracto cloroférmico de B. odorata se aislo la fraccion con mayor actividad
antidiarreica (F4), Inhibiendo la diarrea inducida con aceite de ricino. Por
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM) se detectan
como compuestos mayoritarios al acido palmitico (15.3%), acido estearico (13.12%),
acido linoleico (9.24%) y oleico (3.34). De los acidos grasos detectados en F4, de la
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mezcla de éstos y de F4 se estudi6 su actividad antidiarreica a diferentes dosis, se
encontro que en la diarrea inducida con aceite de ricino el mayor efecto antidiarreico
fue el observado con F4 a 100 mg/kg (90.1 £ 0.7%). Se determind también que F4
no inhibe la diarrea inducida con prostaglandinas E,; en cambio, si inhibe la diarrea
inducida con &cido araquidonico (72.9 + 2.7%). Se puede sugerir que el mecanismo
de inhibicion de la diarrea por administracion de F4 puede ser por el bloqueo la
biosintesis de acido araquiddnico a prostaglandinas.

En relacion con C. mexicana, se encontr0 que los extractos acuoso,
cloroférmico y metandlico extractos tienen actividad antidiarreica (51.9 + 6%, 48.2 £
6% y 59.6 + 3% respectivamente) en la diarrea inducida con aceite de ricino. Estos
resultados permiten suponer que dicha actividad es producida por el aceite esencial
de dicha planta (AECM), el cual inhibio la diarrea inducida con aceite de ricino a
dosis de 100 mg/kg en un 63.6 + 5.9%. En la determinacion de su composicion por
CG-EM se encontraron 17 compuestos, de los cuales eucaliptol, a-Terpineol y
piperitona representan 90.7% (28.68, 9.9 y 52.12%, respectivamente).

El AECM no inhibié la diarrea inducida con prostaglandina E,, pero si inhibio la
diarrea inducida con acido araquidonico (79 + 7.9%). Estos resultados permiten
sugerir que el efecto antidiarreico del AECM podria involucrar la inhibicion de la

biotransformacion del acido araquiddnico a prostaglandinas.
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La diarrea es consecuencia de la disfuncién en el transporte de agua y
electrolitos a nivel del intestino. Como resultado de esta alteracion se produce un
aumento de la frecuencia, cantidad y volumen de las heces, ademas de cambio en
la consistencia de éstas debido al incremento de agua y electrolitos. Los trastornos
funcionales relacionados pueden ser relativamente leves, molestos o limitantes;
causar desnutricion e incluso dar lugar a procesos graves en los que se puede
presentar un cuadro de deshidratacion, con lo que se puede presentar un importante
desequilibrio hidroelectrolitico y poner en riesgo la vida del paciente (Riverén, 1999;

Ganong y col., 1998).

A nivel mundial la mortalidad reportada por diarrea en menores de cinco afios
es de 1.87 millones, que representa el 19% de la mortalidad total de la nifiez. Esta
situacion se dispara en los paises en desarrollo ya que en Africa y Asia Sudoriental
las muertes por esta causa llegan a 78% vy, en otros 15 paises en desarrollo entre
los que se encuentra México, dichas muertes representan el 73% (Boschi y col.,

2008).

La diarrea es la segunda causa de pérdida de tiempo productivo al afio por
incapacidad ademas de que entre el 30 y 50% de los pacientes con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) padecen diarrea cronica como mayor problema

clinico (WHO, 2005; Bafna y Bodhankar, 2003; Ryu y col., 2004).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera tan preocupante la

mortalidad producida por la diarrea que en marzo del 2010 dio a conocer un
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comunicado denominado “Lista de cuestiones prioritarias para la investigacion”, en
donde se recomienda mayor apoyo a las investigaciones dirigidas a estudiar todas
las intervenciones disponibles para lograr mejores terapias para contrarrestar la
diarrea y salvar la vida de tantos nifios como sea posible. El comunicado subraya
gue si no hay una actuacion urgente frente a la diarrea, los paises no podran
alcanzar la meta del cuarto Objetivo de Desarrollo del Milenio (ODM4), que
consistente en reducir en 66% la mortalidad de los nifios menores de cinco afios en

el periodo de 1990 a 2015 (WHO, 2010).

Las terapias para combatir los cuadros diarreicos son diversas. Los farmacos
utilizados con este fin son loperamida, difenoxilato, difenoxina, subsalicilato de
bismuto, octreotido, colestiramina, fenilefrina y otros menos conocidos, tales como el
maleato de zaldarida y alosetrén (Lucak, 2010; Aikawa y col., 2000A; 2000B; De

Lucay Coupar, 1993; Awouters y col., 1993; Sandhu y col., 1981).

En relacion con el uso de estos agentes antidiarreicos se tienen reportados
varios efectos no deseados, como insomnio, estrefiimiento agudo, taquicardias, en
algunos casos adiccion y en otros incluso la muerte (Scarlet, 2004; Lacy, 2003;
Bafna y Bodhankar, 2003; Khan y col., 2004; De Luca y Coupar, 1993; Awouters y

col., 1993; Sandhu y col., 1981).

Para contrarrestar las molestias fisioldgicas relacionadas con la diarrea la
poblacion también suele utilizar plantas medicinales. Sin embargo, en muchos casos

éstas no han sido sometidas a estudios cientificos que permitan confirmar el efecto
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antidiarreico que se les atribuye, lo cual es necesario para cumplir con el Programa
de Medicina Tradicional de la OMS, en el cual se dice que es necesario realizar
estudios que permitan garantizar la calidad, seguridad y eficacia de las plantas
medicinales (WHO, 1998). En este sentido, el Dr. Xiaorui Zhang del Programa de
Medicina Tradicional de la OMS menciona que, a pesar del desarrollo de la industria
farmacéutica con farmacos sintéticos efectivos y potentes, no es posible minimizar

la importancia terapéutica de las plantas medicinales (Xiaoruiy col., 2000).

Los productos naturales son un recurso muy utilizado entre la poblacion
mexicana para aliviar muchas de las afecciones que le aquejan (Lacy, 2003; Aguilar
y col., 1998; Argueta y col., 1994; Forés, 1997; Vibrans, 1995, 1997 y 1998). En
estudios previos ha sido posible estudiar extractos de plantas antidiarreicas y se
han identificado algunos de los compuestos presentes en ellos (Zavala y col., 2002).
Las plantas que se estudiaron en el presente trabajo son Bidens odorata Cav. y
Chrysactinia mexicana Gray. De B. odorata se encontr0 que su actividad
antidiarreica se debe a los acidos grasos que contiene. En relacién con el efecto de
C. mexicana se encontr6 que éste se debe a dos de los compuestos mayoritarios

presentes en su aceite esencial.
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En México las enfermedades diarreicas representan un problema de salud
muy importante; los nifios menores de cinco afios presentan entre dos y cuatro
episodios diarreicos al afo, las demandas de consulta médica debidas a la diarrea
llegan a ser de 20.8% y muchas veces se requiere hospitalizacion, que llega a ser el

10% de las hospitalizaciones pediatricas (WHO, 2009A).

Debido a la mortalidad mundial provocada por la diarrea, desde 1980 la OMS
inicié un programa denominado Control de Enfermedades Diarreicas en nifios (CDD,
por sus siglas en inglés). El programa se cred teniendo como objetivo inmediato
disminuir la morbilidad provocada por diarrea y, como objetivo a corto plazo,
disminuir la mortalidad. En este sentido se establecio la asistencia médica temprana
mediante terapias de rehidratacion oral (ORT). En este programa se registraron
escasos avances debido a que 307 millones de nifios de paises de ingresos bajos y
medios no recibieron dichas ORT. Se menciona que esta situacion demuestra la
urgente necesidad de abordar este punto pendiente de la agenda de la
supervivencia infantil. Por ultimo se menciona la necesidad de mejorar la eficacia
del control de la diarrea y realizar para ello un examen critico de las préacticas y
actividades establecidas en la terapia, a fin de disminuir el riesgo de morir de
enfermedades diarreicas en nifios, ademas de extender masivamente las
actividades de mejora en el manejo de los casos, reduciendo las defunciones

infantiles por esta causa (Forsberg y col., 2007).



La diarrea puede originarse por la ingestion de alguna sustancia irritante para el
sistema digestivo del individuo, de alimentos contaminados con microorganismos
patdgenos o por patologias del tracto gastrointestinal (Scarlett, 2004; Lacy, 2003).

Hay diferentes tipos de diarrea. El tipo de diarrea que causa mas
muertes en el mundo es la diarrea infecciosa (WHO, 2008, Riveron, 1999), dicha
diarrea principalmente se puede clasificar en secretora y osmatica.

La descripcion de los diferentes tipos de diarrea se presenta a continuacion.



TIPOS DE DIARREA

Diarrea secretora

Este tipo de diarrea provoca movimiento neto de agua y electrélitos cuyo
volumen excede los 10 ml/kg al dia, dicho movimiento o incremento del peristaltismo
va desde la mucosa intestinal hasta el lumen. La diarrea es abundante y produce
deshidratacion, desestabilizandose el equilibrio hidroelectrolitico y también el
equilibrio acido-base intestinal. Es producida por una variedad de enteropatégenos,
como Vibrio cholerae y Escherichia coli enterotoxigénica, por Shigella spp, Yersinia
enterocolitica, Aeromonas (Scarlett, 2004; Field, 2003; Lacy, 2003; McConnico y
col., 2002; Bhattacharya, 2000; Riverén, 1999), Salmonella, Shigella flexneri y
Campylobacter; ademéas de virus como los rotavirus, astrovirus, adenovirus y
calicivirus, asi como protozoos como Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y
Cryptosporidium parvum (Bhattacharya, 2000). El mecanismo por el que estos
organismos dafian las funciones intestinales es induciendo deficiencias en la
absorcion, al producir y liberar toxinas o enterotoxinas que actian en el epitelio
(Ashkenazi y Pickering, 1989).

Este tipo de diarrea se produce también por la ingesta de acidos grasos de
cadena larga, como el acido ricinoleico, formado por la hidrdlisis después de la
ingesta del aceite de ricino (Scarlett, 2004; Field, 2003; Lacy, 2003; McConnico y

col., 2002; Bhattacharya, 2000).



Diarrea osmatica

La diarrea osmotica se produce por un incremento de carbohidratos en el
lumen intestinal, como consecuencia de lesiones en forma de parches en las
vellosidades intestinales o por invasion en los enterocitos que forman la vellosidad,
lo que provoca aglutinacion de las vellosidades afectadas. En la medida que las
lesiones se hacen mas extensas tendra lugar una menor absorcion y aumentara la
secrecion. Este mecanismo de produccion de diarrea osmotica es el que provocan
los agentes virales, principalmente los rotavirus (Athman y col.,, 2002; Riveron,

1999).

Otro factor de produccion de diarrea osmoética es el que ocurre por la
adhesién de algunos protozoos al "borde en cepillo" de los enterocitos y bloquean la
entrada de agua, electrolitos y micronutrientes, con el consecuente incremento de
carbohidratos en el lumen intestinal. Los carbohidratos son metabolizados por las
bacterias y se produce &cido lactico, dando lugar a una diarrea acida que se traduce
clinicamente por un marcado eritema perianal. Los parasitos que con mayor
frecuencia desencadenan este tipo de diarrea, con acentuada mala absorcion a los
carbohidratos, son: Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Ciclospora
cayetanensis y Microsporidios. También puede producirse cuando se ingiere una
sustancia osmoticamente activa de pobre absorcion, tal como el sulfato de
magnesio (Riveron, 1999). Si esta sal es ingerida con una solucion isotonica, el

agua y los solutos pasan por el intestino sin absorberse. Este tipo de diarrea
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también se puede observar en los pacientes con mala absorcion a los disacaridos
(lactosa) y en lactantes alimentados con la leche materna (exceso de lactosa), o
cuando se ingieren grandes cantidades de leche animal o leches muy concentradas

(Radanovic y col., 2005; Field, 2003; Athman y col., 2002; Riverén, 1999).
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ESTRUCTURA Y FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL INTESTINO

El sistema nervioso se divide en sistema nervioso central y periférico, y este
ultimo se subdivide en sistema somatico y autbnomo. El sistema nervioso autbnomo
a su vez se subdivide en simpatico, parasimpatico y entérico. El sistema nervioso
autébnomo es capaz de controlar las funciones motoras por emergencia o en estados
en donde un organismo requiere la participacion de los sistemas simpatico o
parasimpatico, por ejemplo huida, pelea, etc. (Liy col., 2004).

La pared del intestino consta de las capas serosa, muscular, submucosa y
mucosa. El sistema nervios entérico (SNE) se encuentra en la pared del intestino. El
SNE es responsable de la regulacion y el control de las funciones gastrointestinales
(Sharkey y Kroese, 2001). Esta formado por dos plexos, el mientérico y el
submucoso, siendo de gran importancia en el control de la motilidad gastrointestinal
(Sayegh y Ritter, 2003). La estructura nerviosa del intestino se muestra en la Figura
1.

La motilidad intestinal es modulada por fibras simpéticas y parasimpaticas
gue inducen la liberacibn de adrenalina y acetilcolina, respectivamente; la
adrenalina regula un efecto relajador del musculo, que es producido después de que
la acetilcolina produce la contraccion. La adrenalina activa a los adrenoreceptores

a2 que estan acoplados a los canales de Ca* via proteinas Go/Gi, las cuales
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inhiben la adenilato ciclasa o interactGan directamente con los canales de Ca** (Bian
y Galligan, 2007).

Hacia los ganglios (fundamentalmente (preganglionar)
prevertebrales, la posganglionar)
médula espinal y el
tronco encefalico
Ao

q O O, } Plexo
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Figura 1. Estructura nerviosa del sistema digestivo (Guyton y Hall, 2006)
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Después de la union de acetilcolina a su receptor de membrana, en la célula
ocurren una serie de eventos que se describen a continuacion y se ilustran en la
Figura 2 (Hansen y Koeppen, 2002; Ganong y col., 1998).

1.

Fijacion de la acetilcolina a los receptores muscarinicos abre los canales de

calcio. Ambos eventos se inducen en la membrana celular a despolarizarse.

2.  Aumento del flujo de calcio hacia el interior de la célula.
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Activacion de la cinasa de cadenas ligeras de la miosina tras la union del Ca™
a la calmodulina.

Fosforilacion de la miosina.

Fijacion de la miosina a la actina y aumento de la actividad de la ATPasa de
miosina.

Contraccion muscular.

Desfosforilacién de la miosina por diversas fosfatasas.

Relajacion muscular.

Influencia de Ca2* en la fosforilaciéon CICLO DE LA CONTRACCION

@ #® calmodulina

> .. Ca?* | =ADP
Canal . 5 - : -
Cadenas [P
[RS] Ca - Calmodulma de actina / ADP
/ J Mlosma
1Py cmasa
Fosfoli c AL /1ADP '/ «ADP &
osfolipasa roteina A
P ATP  ADP - o .
Receptor — — i
Miosina ’7_M_ :
iosina
- Fosfatasa ATP
(Desfosfo- 3BpaxILLTIA
rilacién)
ATP
m

Figura 2. Mecanismo de la contraccion del musculo liso (Hansen y col.,
2002).
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MEDIADORES DE LA FUNCION INTESTINAL

En el control intracelular de la secrecion hay descritos tres tipos de

mensajeros secundarios y son:

1. Nucledtidos ciclicos enterocitarios (AMPc y GMPc).
2. Calcio intracelular.
3. Sistema enddgeno de produccion de prostaglandinas.

La descripcion de estos mensajeros se presenta a continuacion.

Liberacién de AMPc o GMPc

Las concentraciones intracelulares de los nucledtidos ciclicos adenosil
monofosfato y guanosil monofosfato (AMPc y GMPc, respectivamente) se
incrementan debido a la liberacion de enterotoxinas o toxinas bacterianas. La
enterotoxina estable al calor de la bacteria Escherichia coli tiene su sitio de unién en
la membrana de células intestinales del epitelio, siendo su mediador la guanilil
ciclasa tipo ¢ (GC-C), produciendo un incremento de la sintesis de guanosina 3’5’ —
monofosfato ciclica (GMPc) (Kots y col.,, 2008; Field, 2003). El GC-C es una
proteina transmembranal con un dominio extracelular y un dominio intracelular. Los
ligandos enddgenos naturales de GC-C son la hormonas guanilina y urogualinina,
que regulan la secrecion de sales y fluidos del intestino (Kots y col., 2008). La

estimulacion de GC—-C eleva los niveles de GMPc, induciendo la activacion de la
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proteina cinasa dependiente de GMPc y de los canales i6nicos de cloruro, del
regulador de la conductancia transmembrana de fibrosis cistica (CFTC). La
activacion de CFTC incrementa el transporte de cloruro dentro del lumen intestinal y
provoca la acumulacion de agua e iones de sodio, provocando asi diarrea (Kots y

col., 2008; Field 2003; Riveron, 1999).

La toxina colérica (TC) producida por Vibrio cholerae incrementa la
concentracion de adenosina 3°,5-monofosfato ciclica (AMPc) intracelular,
produciendo una hipersecrecion prolongada de agua y electrolitos. También se ha
descrito un incremento de la secrecion de cloro dependiente de sodio y se inhibe la
absorcion del sodio y del cloro (Kots y col.,, 2008). Asi mismo, aun los mas
pequefios cambios en la concentracion de AMPc son suficientes para incrementar
las concentraciones de calcio intracelular y prolongar la contracciéon (Mokry y col.,

2005).

Calcio intracelular

Cuando la acetilcolina se une al receptor muscarinico Mz, inmediatamente se
activa la proteina de activacion Gy, Yy la fosfolipasa C, que cataliza la disociacion de
fosfatidil inositol bifosfato (PIP;) a inositol trifosfato (IP3) mas diacilglicerol (interior

de la célula). El IP3 tiene su receptor en el reticulo sarcoplasmico, que libera calcio
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para unirse a la proteina cinasa C, produciéndose la contraccion del musculo liso

(Estrada y col., 2009; Mokry y col., 2005, Flores y Segura, 2005).

Sistema enddgeno de produccion de prostaglandinas

Las prostaglandinas tienen a sus receptores en la membrana celular y activan
los canales de calcio, permitiendo la entrada de calcio extracelular al interior de la
célula (Park y col, 2011). Las prostaglandinas ejercen un efecto vasoconstrictor,
tanto in vivo como in vitro (Sametz y col., 2000). La prostaglandina E, (PGE,), junto
con otros prostanoides, involucra la participacion de mdltiples enzimas para
formarse, tales como la acil hidrolasa (Sparkes y col., 2010), las enzimas sinasas 1
y 2 H de prostaglandinas (SHPG), ciclooxigenasas 1 y 2 (COX1 — COX2), (Zhu y
col., 2001) y radicales libres, que catalizan la peroxidacion del acido araquidénico
(AA) independientemente de la ciclooxigenasa (Sparkes y col., 2010; Sametz y col.,
2000). Dicha biosintesis puede ser por oxidacion con la participacion de
lipooxigenasa o el citocromo P-450 monooxigenasa (Sparkes y col., 2010; Venegas
y col., 2006). La producciéon de PGE; se origina por la movilizacién de fosfolipidos
de membrana a cargo de la fosfolipasa A2, que por participacion de la COX2 induce
la oxidacion de este AA a PGE; (Venegas y col., 2006), aunque primeramente se
forman las prostaglandina H PGH,, las cuales se transforman a PGE, (Sparkes y
col., 2010). En el colon las prostaglandinas también se biosintetizan por medio de

las bradiquininas (Baird y col., 2008).
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Muchos microorganismos patdgenos, tales como Vibrio choelerae,
Escherichia coli, Salmonella y Campylobacter jejuny, producen un incremento de
PGE;, inducida por la enterotoxina que éstas producen. Asi por ejemplo, el
incremento de PGE, producido por Aeromonas hydrophila y Aeromonas sobria es
por la hemotoxina—a. La toxina, por medio de la participacién de fosfocinasa A,
activa el factor transmembranal de regulacién de conductancia de fibrosis y a COX2,
gue inducen la secrecion de iones via la apertura de los canales de CI" (Fujii y col.,
2008). Otra via de la formacion de las PGE; es por la produccion de interleucina 8
(IL-8), causada por la proliferacion en el intestino de la amiba Entamoeba histolytica

(Dey y Chadee, 2008).
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FARMACOS

Con frecuencia los tratamientos antidiarreicos son deficientes, pues se
restringen a mantener hidratados a los pacientes, ya que si se trata de una diarrea
infecciosa, el administrar un antidiarreico que inhiba la motilidad en el intestino
puede aumentar la permanencia del microorganismo patdégeno por disminucion de la
motilidad. Otro problema que se puede presentar esta relacionado con el uso de
antibidticos ya que la resistencia de muchos microorganismos a estos
medicamentos llevan a la eliminacion de la flora normal en el intestino (Coheny col.,

2000).

Aungue existe una gran variedad de compuestos con actividad antidiarreica,
pocos son los que se pueden usar con confianza en la practica clinica ya que casi
en todos se han generado reportes de efectos adversos (Lacy, 2003; WHO, 2001 y
2005). Entre los antidiarreicos utilizados con mas frecuencia estan: los péptidos
antimicrobianos (Chen y col., 2007), el octreotido, (Hardman y col., 1996), la
colestiramina (Hardman y col., 1996), el alosetron (Lacy, 2003), el maleato de
zaldarida que aun estd en investigacion (Aikawa y col., 2000A; Aikawa y col.,
2000B) y los opioides. Los farmacos que se encuentran dentro de este grupo
disminuyen la motilidad del musculo liso. Por tanto, ejercen una disminucion del
transito intestinal, provocando reduccion de la secrecidon y estimulacion de la

absorcion. Dentro de éstos se encuentran el difenoxilato y la loperamida.
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Octreotido

Actla sobre el sistema digestivo, inhibiendo la produccion de acido gastrico y
del pepsinogeno, disminuyendo la contraccion del musculo liso. Con el uso de este
farmaco también se puede presentar hipersensibilidad (Fichas Técnicas del Centro
de Informacién online de Medicamentos de la AEMPS — CIMA 2013. Hardman y

col., 1996).

Colestiramina

Actla como antidiarreico cuando la diarrea es causada por una mala
absorcion de acidos biliares, se usa en pacientes con sindrome de colon irritable o
en aguellos que fueron sometidos a reseccion ileal (Hardman y col., 1996), su uso
cronico produce pérdida del apetito, estrefiimiento, distension abdominal, dolor de
estbmago, gases, malestar estomacal, vomito, diarrea, acidez estomacal,
indigestion e incluso sangrado en las encias o en el recto (American Society of

Health-System Pharmacist, Abril 2014).
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Alosetréon

Otro farmaco antidiarreico de aparicion en el mercado es el alosetron,
utilizado en la terapéutica para el control de la diarrea cuando esta asociada con el
Sindrome de Intestino Irritable. Se introdujo al mercado en Noviembre del 2000; sin
embargo, en Junio del 2002, debido a severos casos de constipacion intestinal e
incluso a la muerte de algunos pacientes, la FDA recomendd que se usara soélo en
mujeres con Sindrome de Intestino Irritable a dosis menores de 1 mg/dia (Lacy,

2003).

Maleato de zaldarida

Dicho farmaco aun se encuentra en investigacion, disminuye la secrecion de
lones, inhibiendo la actividad de la adenilato ciclasa, que es modulada por el
complejo Ca-calmodulina, del cual aun no se reportan efectos adversos (Aikawa y

col., 2000A, B).

Loperamida.

La loperamida es un opioide de la piperidina, es un agonista de los receptores
opiaceos; adicionalmente tiene un efecto no opioide, inhibiendo el sistema de la
calmodulina, modula la actividad de canales iénicos, como el de Ca™, ClI' y K',

alterando la sefializacién del Ca** y bloqueando la secrecién de la mucosa del colon
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(Diener y col., 1988). Al inhibir la motilidad intestinal, bloquea la salida de agua
producida en la ingesta diaria y el metabolismo humano. Provoca depresion del
Sistema Nervioso Central (SNC) y del centro bulbar de la respiraciébn. Su uso
crénico provoca adiccion y se puede presentar sindrome de privacién, ademas de
constipacion intestinal (Hardman y col., 1996; De Luca y Coupar, 1996 y 1993;
Awouters y col., 1993). Se reportd efecto en la actividad de otros canales i6nicos,

gue incide sobre la secrecion de insulina (Ping y col., 2003)
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PRODUCTOS TERAPEUTICOS A PARTIR DE PRODUCTOS NATURALES

En los dltimos afios son muy pocas las sustancias que se han descubierto
para controlar desérdenes del sistema digestivo (Sanger y Alpers, 2008). En
relacién con las sustancias de origen natural con actividad antidiarreica, sélo en
algunos casos se ha llegado a conocer la molécula responsable de la actividad. En
ocasiones se prefiere estandarizar el extracto activo usando como marcador el
compuesto activo o alguno de los metabolitos. Tal es el caso de Mebarid® capsulas,
un producto que contiene extractos de 4 plantas y que inhibe la diarrea inducida por
aceite de ricino (Bafna y Bodhankar, 2003). Otro producto con marca registrada es
Soonkijangquebo™, una formulacién de extractos que se prepara sin conocer el
metabolito activo pero se conocen las proporciones de cada extracto, el proceso de
obtencion de éstos y las condiciones de las plantas utilizadas. Soonkijangquebo™
inhibe la diarrea provocada por aceite de ricino, tiene efecto relajante sobre el ileon

y bloquea los canales de Ca®* (Ryu y col., 2004).
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OTROS COMPUESTOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA DE INTERES

El uso con fines diversos y también terapéuticos de los acidos grasos esta
aumentando considerablemente. Actian como fuente de energia primaria, como
componentes de biomembranas y como precursores de prostaglandinas. Reportes
como el del Comité Nacional Sistema Producto Oleaginosas, fundado en México en
2005, reporta como especies de interés por ser fuentes de estos compuestos a la
soya, a la canola, al cartamo, al algodoén, al girasol, al olivo, al maiz, al lino, al
cacahuate y al ajonjoli. Estas especies son clasificadas como oleoginosas por su

contenido de acidos grasos.

Acido palmitico

Tiene un peso molecular de 256.42 g/mol (férmula condensada
CH3(CH,)14COOH); en algunos reportes se le atribuyen actividades antimicrobiana

(Liny col., 2011) e insecticida (Pérez y col., 2011).

O

CH3(CH2)13CH2 OH eqiructura del acido palmitico
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Acido linoleico

Tiene un peso molecular de 280.45 g/mol (formula condensada
CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CH(CH,);CO,H); en algunos estudios se le ha
determinado que ejerce efecto como antiaterosclerético, anticancerigeno,

antiadipogénico, inmunopotenciador, antioxidante, hipotensor y antiinflamatorio (Liu

y col.,, 2011).
W\/\/\/\)OL
CH3(CH2)3CH2 OH  Estructura del acido
linoleiico
Acido oleico
Peso molecular 282.46 g/mol (formula condensada

CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH); es usado en casos de dafios provocados a la
exposicion extrema de UV, estos casos incluyen eritema, edema, quemaduras de
piel por exposicion extrema al sol, hiperplasia, fotoenvejecimiento y para inicios de
cancer de piel (Mori e Iwahashi, 2011), asi como efecto bactericida contra

Staphylococcus aureus resistente a meticilana (Hsuan y col., 2011).
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O

CH3(0H2)60H2WOH

Estructura del acido oleico

Acido estearico

Peso molecular 284.48 g/mol (formula condensada CH3(CH;)1sCOOH); es
usado como excipiente en la formulacion de tabletas de liberacion controlada y

contienen dicloro trimetazidinae (Shunmugaperumal y col., 2013).

CH3(CH2)15CH:z OH Estructura del acido estearico

Los aceites esenciales estan contemplados como compuestos muy
importantes en las farmacopeas de paises tropicales (Bakkali y col., 2008). Tienen
caracteristicas de interés en las industrias de cosméticos, alimenticia vy
farmacoldgica tienen actividad antioxidante y antiulcerogastrica (Anitescu y col.,
1997). Otras propiedades farmacologicas que algunos aceites poseen son la
inhibicién de las contracciones inducidas con carbacol o verapamilo, lo que permite
concluir que tienen actividades antidiarreica, antiasmatica (Shah y col.,, 2011) y

antihipertensiva (Yvon y col., 2012). Quimicamente estan formados por varios
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metabolitos secundarios de plantas aromaticas; éstos pueden ser liquidos volatiles

liposolubles con un fuerte olor (Rozza y Pellizzon, 2013).

Eucaliptol o 1,8-cineol

La formula condensada es CjoHig0). Se usa comanmente como

descongestionante y expectorante (Mangprayool y col., 2013)

CH5
O
CHy CHs  Estructura del eucaliptol
a-Terpineol

La formula quimica es CioHig0. Es un alcohol monoterpénico que se usa
como repelente, antifingico, desinfectante, analgésico y antiinflamatorio, ya que

produce reduccion del factor de necrosis tumoral alfa (Oliviera y col., 2012).
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CH,

OH
ch’F

CH :
- Estructura del terpineol

Piperitona

Se trata de una cetona, con formula condensada C;oH160, a la cual se le han

detectado propiedades antimicrobianas (Herken y col., 2012)

Estructura de la piperitona
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AGENTES CATARTICOS

Aceite dericino

El aceite de ricino es un liquido viscoso casi incoloro o ligeramente amarillo;
se obtiene de las semillas del arbol Ricinus cummunis L. (Mckeon y col., 2000;
Kishino y col., 2002; Billault y col., 2004). Por sus propiedades quimicas se usa
como precursor de numerosos productos, como lubricantes, pinturas, recubrimiento
de acabados, plasticos, cosméticos y antifungicos (Mckeon y col., 2000). Ademas,
ejerce un efecto laxante aproximadamente a los 45 minutos de su ingesta (Mckeon y

col., 2000; Tangpu y col., 2004).

Con la ingesta del aceite de ricino, las lipasas, como la fosfolipasa
pancreatica, lo hidrolizan a glicerol y a acido ricinoleico, que tiene peso molecular
298.46 y formula condensada CH3(CH;)sCH(OH)CH,CH=CH(CH,);COOH, el cual
también es producido por algunos organismos patdégenos. El acido ricinoleico es el
precursor de leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas; las PGE; contribuyen a
gue se estimule la motilidad del intestino (Hardman y col., 1996; Billault y col., 2004,

Tangpu y col., 2004).

Ademas de lo anterior, el aceite de ricino produce irritacion e inflamacion de la
mucosa intestinal, estimula la liberacion de la colecistocinina en el intestino grueso,

lo que aumenta la motilidad intestinal (Tangpu y col., 2004; Euser y Cipolla, 2005;
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Hardman y col., 1996; Voet y Voet, 1992). La irritacion de la mucosa reduce

también la absorcion de electrolitos como Na*, K y agua (Rouf y col., 2003; Shoba

y Molly, 2001).
®)
— OH
HO
(CH2)5CHg3 Estructura del &cido
ricinoleico

Laxantes salinos

Dentro de los laxantes salinos se encuentran el sulfato de magnesio y los
fosfatos de sodio, entre otros. El efecto catartico del sulfato de magnesio aparece de
1 a 2 horas después de su ingesta; primero provoca una irritacion en la mucosa del
intestino, con lo que cambia la osmolaridad, disminuyendo su capacidad de
absorcion. Ademas en el intestino también estimula la liberacion de colecistocinina
(Field, 2003), hormona que estimula la secrecién intestinal de agua y electrolitos, y
ejerce un efecto sobre la motilidad (Euser y Cipolla, 2005; Hardman y col., 1996;

Voet y Voet, 1992).
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SELECCION DE ESPECIES VEGETALES PARA SU ESTUDIO

Con excepcion de los resultados obtenidos por Zavala 2006 con ambas
especies, en distintas bases de datos de publicaciones cientificas se observa que
no hay mas reportes que describan las propiedades antidiarreicas de Bidens
odorata Cav. Ni de Chrysactinia mexicana Gray, mucho menos de algun compuesto
aislado de ellas. Por lo tanto, para este proyecto se propone la obtencién de
compuestos antidiarreicos a través de un estudio quimico biodirigido de los
extractos que resulten con actividad antidiarreica de cada especie estudiada,
después de hacer estudios preliminares con los extractos cloroférmico, acuoso y
metandlico de ambas especies, usando el modelo de diarrea inducida por

administracion de aceite de ricino.

Bidens odorata Cav.

Es una planta herbacea de hasta 1 m de altura muy ramificada que pertenece
a la familia Asteraceae (Compositae) (Figura 3). Tiene el tallo cuadrangular con
pequefos pelos, sus hojas tienen de 3 a 5 foliculos enteros, ovados a ovado-
lanceolados. Sus flores son en forma de cabezuelas con ligulas blancas y una
venacién morada, su fruto es pequefio negruzco café. Es usada tradicionalmente en

México para tratar diversos desordenes del aparato digestivo, como diarrea, vomito,
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dolor e infeccion estomacal, para el dolor de huesos, de cabeza y de rifiones. Las
hojas se utilizan para combatir la ictericia, como tranquilizante y antipirético. Habita
a la orilla de caminos y en los campos de cultivo en zonas de clima calido a
templado, florece desde el mes de agosto hasta enero; se le conoce principalmente
como aceitilla, mozoquelite, té de milpa blanco, amor seco, etc. (Aguilar y col.,

1998; Argueta y col., 1994; Boettler, 2004).

Al extracto acuoso lo mismo que al etandlico se determiné la DLsg, que fue de

3184.3 y 1668.9 mg/kg, respectivamente (Astudillo y col., 2008).

Del extracto cloroférmico se encontré6 que inhibié 72.7 + 5.3% la diarrea

inducida con aceite de ricino, redujo el transito intestinal a los 30 ,60 y 90 minutos de
observacion, inhibié la contraccién inducida por concentraciones de 0.1, 1, 10, y 100

uM de carbacol (Zavala, 2006).
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Figura 3. Bidens odorata Cav en estado silvestre.

Chrysactinia mexicana Gray

Es un arbusto muy aromatico de hasta de 60 cm de alto de la familia Asteraceae
(Figura 4). Sus hojas son algo carnosas, lineares, de 5 a 15 mm de largo, verde
obscuras, tiene flores liguladas amarillas al igual que sus corolas. En la medicina
tradicional se le atribuyen propiedades farmacologicas como: afrodisiaco,
antiespasmadico, sudorifico, diurético, tonico y febrifugo; se usa para ayudar en

casos de menstruacion dolorosa, enfermedades venéreas y leucorrea. En México se
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le conoce con los nombres damiana, falsa damiana y hierba de San Nicolas

(Sanchez, 1978; Martinez, 1996; Rzedowski y Rzedowski, 1979).

Del aceite esencial de esta planta recientemente se aislaron e identificaron
varios compuestos, como el a-felandreno, a-mirceno, a-tujona, acetato de 1-metil-4-
(1-metil etenil), ciclohexanol, 2-etil-6-metil bencenamina, 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-
ol, trans-limonen 4-metil-1-(1-metil etil)-3-ciclohexen-1-ol, cis-limoneno, éster S-
(tetrahidro-2H-piran-3-il) etanetidnico, acetato de exo-2-hidroxicineol, exo-2-
hidroxicineol, fenol y éster 3-fenil-2-propenil etilico. En concentraciones altas se
encontré al acetato de linalilo, el eucaliptol y la piperitona. A estos compuestos
mayoritarios se les determind la actividad antifingica sobre Aspergillus flavus Link y
se encontré que la piperitona tiene efecto fungicida a una concentracién de 0.6

mg/ml (Cardenas y col., 2005).

Del extracto acuoso se encontré que inhibié 73.9 + 5% la diarrea inducida con
aceite de ricino, redujo el transito intestinal a los 30 y 60 minutos de observacion, no
tuvo efecto relajante sobre la contraccion inducida por concentraciones de 0.1 0.1,

1, 10, y 100 uM de carbacol (Zavala, 2006).
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Figura 4. Chrysactinia mexicana Gray en estado silvestre.
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PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En la investigacion de nuevos farmacos las plantas emergen como una
alternativa en la busqueda de nuevos compuestos activos. En México existe una
gran tradicion en el uso de plantas medicinales, las cuales en muchos casos no han
sido sometidas a estudios cientificos rigurosos. Por eso es muy importante realizar
investigaciones que corroboren la actividad que se les atribuye en la medicina
tradicional y generar con esto la posibilidad de obtener nuevos compuestos con
actividad farmacoldgica y que su administracion genere menos efectos adversos
gue los farmacos utilizados en la terapéutica. Los resultados obtenidos en estudios
previos con las plantas propuestas permiten suponer la posibilidad de aislar y
caracterizar al menos una molécula con actividad antidiarreica, contribuyendo en las
etapas de los procesos pretendidos y estipulados en el Programa de Medicina
Tradicional de la OMS, principalmente en lo referente a eficacia y seguridad
terapéutica de estas plantas en el tratamiento de la diarrea. Considerando que la
secrecion de agua y electrolitos se produce en las criptas del intestino delgado, en el
presente proyecto se considera generar informacién de algunas de las plantas que
se usan en el pais y que muy poco se conoce de ellas, asi como proponer el
mecanismo a través del cual el compuesto activo ejerce su efecto antidiarreico,
llegando también a la identificacion de compuestos que sean de valor

farmacoldgico.
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Es pertinente mencionar que la OMS recopil6 informacion cientifica de plantas
gue concentré en 4 volumenes. La informacion cientifica involucré la participacion
de mas de 200 expertos en el tema y la revisién de las distintas bibliografias como
farmacopeas herbolarias, atlas de plantas medicinales, etc. En total suman 118
referencias bibliogréficas publicadas entre 1975 y 2005. No obstante, en la
informacion suficiente y completa, que va desde forma de uso, posologia,
compuestos aislados, mecanismo de accion, contraindicaciones y datos que
garanticen que se estd usando de forma eficiente y segura, Unicamente se logro
recopilar aproximadamente 100 plantas, que es un aproximado de menos del 10%

de las usadas con fines terapéuticos alrededor del mundo (WHO, 2009B).
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HIPOTESIS

Bidens odorata y Chrysactinia mexicana se utilizan como tratamiento de
trastornos digestivos en la medicina tradicional mexicana, por lo que si éstas
poseen el efecto farmacoldgico que se les atribuye, podra determinarse su
efecto antidiarreico a nivel laboratorio y en su caso se aislara e identificara el
o los compuestos responsables de la actividad biolégica que se les atribuye

de al menos una de estas especies.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar al menos un compuesto con actividad antidiarreica de Bidens odoarata

Cav. o de Chrysactinia mexicana Gray y sugerir su posible mecanismo de accion.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar un fraccionamiento quimico biodirigido, purificar las fracciones
activas y aislar compuestos con actividad farmacoldgica a partir de las plantas

motivo de este estudio.

Identificar los compuestos activos aislados utilizando métodos

cromatograficos y espectrometria de masas.

Sugerir un posible mecanismo de la actividad antidiarreica del compuesto

aislado mediante estudios in vivo (utilizando diferentes agentes catarticos).
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MATERIAL Y METODOS
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Animales

Se usaron ratones albino, macho, cepa CD1 (20-25 @) y ratas cepa Wistar,
macho (150-250 g), los cuales fueron suministrados por el Bioterio de la
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco. Los animales se
mantuvieron en un ambiente de humedad relativa de 50%, a una temperatura de
21°C, con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas, con acceso a agua Yy alimento
para roedores “Pet Fuds 5001” ad libitum. El uso, cuidado y manejo de los mismos
se apego a la NOM-062-Z00, 1999. Los animales se mantuvieron en ayuno de 10

a 16 horas antes de cada experimento.

Material vegetal

Bidens odorata Cav se colectd en Fortin de las Flores, Veracruz, y
Chrysactinia mexicana Gray en San Luis Potosi, en el municipio de Guadalcazar
(Zavala, 2006). Ambas fueron autentificadas por el taxébnomo José Garcia-Pérez; el
namero de registro de los especimenes es SLPM 21668 y SLPM 37571,
respectivamente y fueron depositados en el herbario Isidro Palacios del Instituto de
Investigaciones de Zonas Desérticas de la Universidad Autdbnoma de San Luis
Potosi. La colecta de las plantas fue en etapa de floracion entre los meses de
agosto y septiembre. El material colectado se secé a la sombra hasta peso

constante y posteriormente se trituro.
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Obtencion de los extractos de B. odorata (Zavala, 1998; Zavala y col.,

2002 y 2003)

En un matraz bal6n de 2 L provisto de un refrigerante en posiciéon de reflujo se
colocaron 125 g de planta seca y 1500 ml del disolvente (cloroformo o agua). La
mezcla se calenté a temperatura de ebullicion durante 4 h. Posteriormente los
extractos se dejaron enfriar y se filtraron. El cloroformo se eliminé a presion reducida
en un evaporador rotatorio y el residuo se secé en una estufa de vacio a

temperatura ambiente durante 24 horas. El extracto acuoso se liofilizo.

Separacion, identificacidén y caracterizaciéon de compuestos activos

Los extractos crudos con actividad se sometieron a una separacion por
cromatografia en columna, utilizando silica gel 60; para ello se utilizaron disolventes
como cloroformo o hexano, al sistema se le fue incrementando la polaridad
preparando con dichos disolventes mezclas en proporciones crecientes con acetato
de etilo y en cuanto la separacion ya no se realizaba, preparaba la mezcla con
metanol. Se obtuvieron distintas fracciones y las fracciones activas fueron
nuevamente fraccionadas en la misma forma, detectando la presencia de acidos

grasos por cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM).
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Obtencion de aceite esencial de C. mexicana (AECM)

En un matraz de 5 L, al cual se le adapté un refrigerante en posicidén
horizontal, se agregaron 3 L de solucion agua - etanol (1:1) y 1316.8 g de planta
fresca (C. mexicana) recuperando por arrastre de vapor una porcién (aceite esencial
con agua), a la cual para eliminarle el agua, ésta se deseco con sulfato de sodio

anhidro quedando el aceite esencial sin agua.

Deteccion de compuestos (Cromatografia de Gases - Espectroscopia de

Masas)

La composicion de la fraccion activa de B. odorata (F4) y de los componentes

del AECM se analizaron por cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Se realiz6 en un cromatografo de gases Agilent Technology modelo 6890N
acoplado a un detector selectivo de masas modelo 5973. Para determinar la
composicion de F4 se utilizd una columna capilar DB-5HT de 15 m de largo 0.25
mm de diametro interno y 0.10 ym de tamano de particula. Se inyecté 1 uL de cada
muestra disuelta en isooctano al puerto de inyeccién a 320 °C, con una relacién de
Split de 25:1. El programa de temperatura en el horno fue de 100 °C por 3 min, con
un incremento de 10 °C/min hasta 320 °C por 5 min. Los espectros se obtuvieron a

71 eV de voltaje de ionizacion y el rango de masas analizado fue de 20-800 uma.
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Los compuestos se identificaron por comparacion de sus espectros de masas con
los espectros de masas de la biblioteca NIST 02.L y por comparacién de los indices

de retencion lineal, relativos a una mezcla de n-alcanos entre C;1-Cos.

La composicion del aceite esencial de C. mexicana se determind con
cromatografia de gases Agilent Technology modelo 6890N acoplado a un detector
selectivo de masas modelo 5973, utilizando una columna capilar HP5-MS de 30 m
de largo 0.25 mm de diametro interno y 0.25 ym de tamafio de particula. Se inyecto
1 pL de cada aceite esencial al puerto de inyeccion a 250 °C, en el modo Splitless.
El programa de temperatura en el horno fue de 50 °C por 2 min, con un incremento
de 3 °C/min hasta 240 °C por 2 min. Los espectros fueron obtenidos a 71 eV de
voltaje de ionizacion y el rango de masas analizadas fue de 15-600 m/z. Los
compuestos fueron identificados por comparacion de sus espectros de masas con
los espectros de masas de la libreria WileyO9/NIST11, ademas por comparacion de
los indices de retencion lineal obtenidos con base a n-alcanos de C6- C18, con los

obtenidos de referencias o el estimado por la libreria WileyO9/NIST11.

Determinacion del efecto sobre la defecacion normal (Zavalay col., 1998,

2002, 2003).

Se utilizaron 15 ratones divididos en tres grupos de cinco ratones cada lote. Al
grupo 1 se le administré por via oral (p.o.) una dosis de 100 mg/kg de F4 de B.

odorata o el aceite esencial de C. mexicana; al segundo grupo loperamida (2.5
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mg/kg p.o.) y al tercer grupo Unicamente se le administré vehiculo p.o. A los tres

grupos el volumen total administrado fue de 0.1 ml.

Cada hora durante 4 horas se evalu6 el numero de heces y para calcular el
porcentaje de modificacion sobre la defecacion se consideré el nimero de heces del
grupo administrado sdélo con vehiculo y el nUmero de heces en los grupos tratados

con extracto, de acuerdo con la férmula siguiente.

Defecacién normal = Heces de grupos tratados con extracto o loperamida x 100

Heces de grupos tratados con vehiculo

Induccién de diarrea con aceite de ricino (Megens y Niemegeers, 1984;

Melo y Mukherjee, 1988)

Se utilizaron lotes con 15 ratones cada uno. A uno de los grupos de animales
se le administré por via oral el extracto a las diferentes dosis a evaluar, a otro
loperamida (2.5 mg/kg) como control positivo, utilizando vehiculo hasta ajustar un
volumen de 0.1 ml por animal; al dltimo grupo Unicamente se le administroé vehiculo
también 0.1 ml por animal. Después de 30 minutos se administro via oral 3 ml/kg de

aceite de ricino a cada uno de los grupos.
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Posteriormente los animales se colocaron en cajas de acrilico transparente,
con papel filtro blanco en el fondo; cada hora durante cuatro horas se contabilizo el
namero de heces, las que se clasificaron en tres grupos: heces duras, blandas y
liquidas. Para calcular el porcentaje de inhibicion de la diarrea so6lo se consider6 el
namero de heces liquidas del grupo tratado y se comparé con el nUmero de heces
liquidas en el control negativo. El calculo del porcentaje de inhibicion se realizé de

acuerdo a la férmula siguiente:

% Inhibicion = Heces diarreicas del lote de prueba x 100

Heces diarreicas del lote de control
negativo

Induccion de diarrea con acido araquidénico (Zavala, 1998)

Se utilizaron tres lotes de cinco ratones, la dosis empleada del acido
araquidonico fue de 3 mg/kg. A uno de los grupos de animales se les administro el
compuesto o mezcla a evaluar, a otro grupo se le administré loperamida a 2.5 mg/kg
disueltos en vehiculo, al tercer grupo se le administrd6 vehiculo, las muestras
empleadas se ajustaron en un volumen total de 0.1 ml, en éstos grupos la

administracion fue oral.
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Después de 30 minutos a todos los grupos se les administr6 &acido
araquidonico, el cual se preparé de la siguiente manera: 10 mg de acido
araquidonico se disolvieron en 1 ml de etanol, se adicionaron 0.6 ml de una solucién
de carbonato de sodio preparada a una concentracion de 16 mg/ml. La solucion se
diluyé a 10 ml con solucion salina y se administré por via intraperitoneal (i.p.) el
volumen equivalente a la dosis antes mencionada. Para la evaluacion de la actividad
antidiarreica se utilizé la misma metodologia descrita en el modelo de induccién de

diarrea con aceite de ricino.

Induccion de diarrea con prostaglandina E;, (Zavala, 1998)

Se utilizaron lotes de quince ratones. A uno de los grupos de animales se les
administré por via oral el extracto a evaluar, a otro loperamida a 2.5 mg/kg y al
ultimo grupo Unicamente se le administré el vehiculo (agua purificada). Después de
30 minutos a todos los grupos se les administrd prostaglandina E, (1 mg/kg), que se
prepard de la siguiente manera: 1 mg de prostaglandina se disolvio en 1 ml de
etanol y se adicionaron 1.8 ml de una solucion de carbonato de sodio 0.1% p/v. La
solucion se diluyé a 6.5 ml con solucién salina y se administr0 el volumen
equivalente a la dosis antes mencionada, por via i.p. La evaluacion de la actividad

se realizd segun se describié en el modelo de induccion de diarrea con aceite de
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ricino, so6lo que el conteo de las heces diarreicas se hizo cada treinta minutos

durante 2 horas.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la inhibicion de diarrea fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANDEVA), seguido de comparacion multiple por medio de la

prueba de Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Bidens odorata Cav.

En el modelo de la diarrea inducida con aceite de ricino, se determin6 que los
extractos acuoso y metandlico no tienen actividad antidiarreica, mientras que el
extracto cloroférmico a dosis de 200 mg/kg inhibi6é la diarrea 46.3 = 4.2%.
Posteriormente se hizo una separacion por cromatografia de columna abierta de
dicho extracto obteniendo 14 fracciones. Dichas fracciones se compararon por
cromatografia de placa fina, resultando 6 fracciones diferentes. La actividad
antidiarreica de las fracciones se evalué a dosis de 100 mg/kg (Tabla 1). Las
fracciones F3 y F4 resultaron con mayor actividad, con una inhibicion de la diarrea
inducida con aceite de ricino de 43.8 + 3.6% y 90.1 + 0.7%, respectivamente. F3 y
F4 tuvieron una consistencia amarillenta, semisolida, cerosa con un punto de fusion
de 36° C. Considerando que la fraccion F4 presentd un mayor efecto inhibitorio, se
analiza por CG — EM. De dicho analisis los resultados se muestran en la Tabla 2, se
observa que los compuestos mayoritarios son acido palmitico (15.3%), acido
estearico (13.12%), acido linoleico (9.24%) y oleico (3.34). Los resultados de la
actividad antidiarreica de éstos compuestos se muestran en la Tabla 3.

F4 se obtuvo en una relacion de 20% de acetato de etilo en hexano.
Posteriormente a dicha fraccion se le hizo un fraccionamiento (cloroformo-acetato
de etilo), obteniéndose 14 fracciones que, al compararlas por cromatografia de capa

fina, resultaron 7 diferentes (Fracciones de F1 a F7 provenientes de F4). Se evalud

[ 50 ]



la actividad antidiarreica de estas 7 fracciones. De las fracciones de F4, la fraccion
5 (Fraccidon activa de F4), inhibié en 92.1 + 1% la diarrea inducida con aceite de
ricino.

Dicha F5 de F4 resultdé con las mismas caracteristicas organolépticas que F4
y se obtuvo con 90 — 10% cloroformo — acetato. Al realizar un analisis de CG-EM de

ambas se obtuvo la composicién que se presenta en la Tabla 2.

Tabla 1. Actividad antidiarreica del diferentes fracciones de B. odorata sobre ratones

con diarrea inducida con aceite de ricino.

Tratamiento Dosis mg/kg Inhibicion de diarrea (%)
Vehiculo 0.1ml --
F3 100 43.8 + 3.6%
F4 100 90.1£0.7 **
F5 100 22.7+5.3
Loperamida 2.5 81.5+4.5*

*p < 0.05; * p < 0.001, n= 15

Nota. F1, F2, F6y F7 no presentaron actividad antidiarreica

De F4 se detectaron 76 compuestos, pero solo se identificaron 25 acidos
grasos, que resultaron ser los compuestos mayoritarios. En el caso de la fraccién
activa de F4 soblo se detectaron 7 compuestos e igualmente los compuestos

mayoritarios son los acidos grasos gque se detectaron en F4, solo que en esta
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fraccion los acidos linoleico y oleico se detectaron en mezcla, pero en dicha fracciéon

estan en una proporcion porcentual un poco mayor que en F4.

Tabla 2. Composicién de F4 y de F5 de F4, determinada por CG-EM.

Numero de | Tiempo Compuesto Porcentaje de | Porcentaje de
compuesto de composicion F4 | composicion
Retencén de la Fraccion
activa de F4
2 5.424 Acido Laurico 0.08 --
5 6.427 n-Eicosano 0.03 --
11 8.055 Acido Miristico 0.05 --
15 9.041 Acido 0.26 3
Pentadecanoico
20 9.829 Acido 0.25 3
Palmitoleico
21 10.206 Acido Palmitico 15.03 51.7
24 11.046 Acido Margarico 1.27 --
26 11.783 Acido Linoleico 13.12
) 32.4
27 11.852 Acido Oleico 9.24
28 12.04 Acido estearico 3.39 2.8
29 12.846 Acido 0.09
nonadecanoico --
30 13.386 (11E,13E)- 0.20
11,13-Acido

Icosadienoico
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Tabla 2. Composicion de F4 y de F5 de F4, determinada por CG-EM.

Numero de | Tiempo Compuesto Porcentaje de Porcentaje de
compuesto de composicion F4 | composicion
Retencoén de la Fraccion
activa de F4
31 13.446 (11E)-11- Acido 0.25
Icosenoico
32 13.72 Acido Eicosanoico 1.89 --
33 14.5 Acido 0.48
Heneicosanoico
34 15.323 Acido Behenico 3.23 --
36 16.042 Acido Tricosanoico 1.44 -
45 18.776 Acido 0.30
Heptacosanoico
46 19.205 Hentriacontano 0.20 -
47 19.47 Acido 3.14
Octacosanoico
54 20.687 Acido Melissico 2.94 --
59 21.416 3-Friedelanona 0.83 -
60 21.827 Acido 2.76
Dotriacontanoico
64 22.324 Acido 0.07
Tritriacontanoico
67 22.873 Acido 1.13

Tetratriacontanoico
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Tabla 2. Composicion de F4 y de F5 de F4, determinada por CG-EM.

Numero de Tiempo de Compuesto Porcentaje de Porcentaje de
compuesto Retencon composicion F4 composicién de la
Fraccion activa de F4

76 27.466 Palmitato Octacosil 0.11 --

** Solo se presentan los compuestos identificados, de F4 los compuestos no
identificados fueron 45.

En F5 de F4 se detectaron 7 compuestos y solo 4 se identificaron

Al evaluar el porcentaje de inhibicién de diarrea inducida con aceite de ricino
en ratones, F4 inhibio la diarrea 90.1 + 0.7% y F5 en F4 92.1 + 1%. Por lo tanto,
considerando la presencia de acidos grasos como compuestos mayoritarios en
ambas fracciones, la actividad antidiarreica se atribuyé a la presencia de estos
acidos grasos y para completar el estudio se empledé F4 ya que el efecto entre
ambas fracciones fue similar. Se realiz6 una curva del efecto antidiarreico de los
acidos grasos detectados a dosis de 1.56 hasta 100 mg/kg. Los resultados de esta

curva se presentan en la Tabla 3.

La cantidad necesaria en la mezcla de acidos segun la dosis a probar se
consider6 como el 100% de la cantidad requerida. Para hacer el estudio de la

mezcla de acidos, la composicion porcentual de cada acido reportada en F4 se
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ajustdé con base en dicha relacion porcentual; los resultados del porcentaje de
inhibicion de diarrea de la mezcla de éstos acidos a las diferentes dosis
mencionadas se presentan en la Tabla 4. En la cual s6lo se muestra el resultado del
porcentaje de inhibicién de diarrea de la mezcla de acidos a las dosis de 6.25 a 100
mg/kg ya que dicha mezcla de &cidos a las dosis de 1.56 y 3.12 mg/kg no se

observo inhibicion de diarrea.

El efecto maximo de esta mezcla de acidos grasos no alcanzé el efecto
mostrado por F4, que inhibi6 la diarrea en 90.1 £ 0.7% a dosis de 100 mg/kg. Se
decidi6 determinar el porcentaje de inhibicion de diarrea de la fraccion F4 en las
dosis de 1.56 a 100 mg/kg. En la Tabla 5 se muestran los resultados de las dosis

gue tuvieron actividad antidiarreica.
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Tabla 3. Actividad antidiarreica de los acidos grasos detectados en F4 sobre

ratones con diarrea inducida con aceite de ricino.

Inhibicion de diarrea de 4 acidos grasos
Dosis (%0)
mg/kg ] ] ]
Acido Acido Acido o _
_ . o o Acido oleico
linoleico palmitico esteérico
6.25 448+4.6* 60.3 + 7.5 ** 175+9.3 545+6.6*
125 449+ 1.7* 58.6 + 6 ** 19.3+4.7 52.7+7.9*
25 53.2+6.3* 60.8 + 2.5 ** 12.3+4.7 50.9+6.3*
50 46.8 £7.6 * 56.9 + 1.3 ** 14.03 £ 3.6 52.7+6.6*
100 42.1+56* 67.5+49* | 43.86+0.8* 58.2+7.3*

*p<0.05;*p<0.01;n=15

Como se muestra en la tabla 5, a dosis de 50 mg/kg, F4 inhibidé en 74.7 + 1%,
gue es mayor que la ejercida por la mezcla de &cidos o los acidos probados
individualmente. Debido a estos resultados se decidio continuar los estudios con F4
ya que fue la fraccion con mayor efecto. F4 a partir de la dosis de 25 mg/kg exhibio
un mayor efecto antidiarreico que el mostrado por los acidos probados
individualmente o la mezcla de éstos. A las dosis de 1.56 a 6.25 mg/kg F4 no inhibio

la diarrea.
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Tabla 4. Actividad antidiarreica de la mezcla de acidos grasos a diferentes dosis en

ratones con diarrea inducida con aceite de ricino.

Dosis Inhibicion de diarrea de mezcla de acidos
mg/kg oleico, palmitico, estearico y linoleico
(%)
12.5 53.2+4.2*
25 46.8+2.4*
50 47.7+3.2*
100 70.6 + 8.8 **

*p<0.05;**p<0.01; n=15

Tabla 5. Actividad antidiarreica de F4 a dosis de 12.5 a 100 mg/kg en

diarrea inducida con aceite de ricino.

DOSIS Inhibicion de diarrea por F4
mg/kg (%)
12.5 50.5+6.1*
25 67.7 + 3.6 **
50 747 £1%
100 90.1 +3.2*

*p<0.05*p<0.01;n=15
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La diarrea inducida con aceite de ricino involucra la liberacién de &cido
araquidonico con su subsecuente biosintesis de prostaglandinas, por lo que se
decidié determinar el efecto inhibitorio en ratones con diarrea inducida con acido
araquidonico o con PGE,, los resultados se muestran en la Tabla 6 para el acido

araquidonico y en la Tabla 7 para las PGE..

En los resultados mostrados en las Tablas 6 y 7, se observa que cuando se
usan prostaglandinas como agente catartico, F4 no tuvo efecto, mientras que en la
diarrea inducida con &cido araquidonico la inhibicién fue de 72.9 + 2.7%. Este
resultado nos permite decir que el efecto antidiarreico de F4 probablemente
involucra la inhibicion de la biotransformacion del &cido araquidonico a

prostaglandinas.

Tabla 6. Actividad antidiarreica de la fraccion F4 a 100 mg/kg sobre ratones con

diarrea inducida con acido araquidonico (3 mg/kg)

) Inhibicion de diarrea
Tratamiento
(%)
Loperamida 2 mg/kg 81.25 £2.3*
Vehiculo (0.1 ml) 00
F4 100 mg/kg 729 £2.7*

*»*p<0.01;,n=15
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Tabla 7. Actividad antidiarreica de la fraccion F4 100 mg/kg sobre ratones con diarrea

inducida con PGE; (1 mg/kg)

Inhibicion de diarrea
(%)
Loperamida 2 mg/kg | 78.0 +4.7 **

Tratamiento

Vehiculo (0.1 ml) 00

F4 100 mg/kg 18.7 +2.5

*p<0.01;n=15

Como se menciond previamente, la importancia farmacoldgica de los acidos
grasos es alta y de varios de ellos ya se conoce su mecanismo de accion. Asi por
ejemplo, el &cido linoleico conjugado disminuye la biosintesis de eicosanoides,
disminuyendo la produccion de PGE, (Hayek y col., 1999). Hay reportes de que
algunos acidos grasos son antidiarreicos, ya que activan células intestinales via
receptores acoplados a proteinas G (GPRs), como GPR41 y GPR43 (Kim y col.,
2013). La eficacia de acidos grasos en la diarrea del viajero también ha sido
confrmada a través de la modificacion del pH intestinal y disminucién de la
virulencia de organismos patdgenos, como E. coli (Zentek, 2013).

En los resultados obtenidos en el presente trabajo F4 inhibe la diarrea
inducida con acido araquidonico pero no la diarrea inducida con prostaglandinas lo

gue confirma que F4 interrumpe la biotransformacion de dicho acido a
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prostaglandinas, ya que las prostaglandinas se producen por un incremento de la
concentracion intracelular de Ca™ (Park y col., 2011) el efecto farmacolégico de
AECM, también podria estar relacionado con la regulacién de las concentraciones

intracelulares de Ca*".
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Chrysactinia mexicana Gray

En esta planta se determindé que los extractos acuoso, metandlico y
cloroférmico tuvieron actividad antidiarreica en diarrea inducida con aceite de ricino,
ya que a dosis de 100 mg/kg el extracto acuoso inhibi6 la diarrea en 51.9 + 6%, el
extracto metandlico en 48.2 + 6%, el extracto cloroférmico en 59.6 + 3%.

Estos resultados, y el intenso olor a mentol — eucaliptol, en estado fresco de
dicha planta permiten sospechar que su actividad se debe a la presencia de su
aceite esencial (AECM), lo cual se describe en estudio realizado por Zavala, 1998.
Se procedio a la obtencion del AECM, del cual el rendimiento y sus propiedades
fisicas se presentan en la Tabla 8. El estudio de la actividad antidiarreica del AECM

y de sus componentes mayoritarios se presenta en las Tablas 9 a la 13.

Tabla 8. Rendimiento y propiedades fisicas del AECM antes de la floracion.

Rendimiento . indice de
Peso (g) AECM (g) % (plp) Densidad (g/ml) refraccion
1316.8 33.3 25 0.9305 1.465

Se determind la actividad antidiarreica del AECM en ratones con diarrea
inducida con aceite de ricino. Para determinar el comportamiento del efecto

antidiarreico del AECM, se construy6 una gréafica dosis-respuesta. Los resultados se
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presentan en la Tabla 9. En las dosis de 1.56 a 6.25 mg/kg no se observa actividad

antidiarreica; a la dosis de 100 mg/kg se obtuvo el mayor efecto (63.6 + 5.9%).

Tabla 9. Actividad antidiarreica del AECM a dosis de 1.56 a 100 mg/kg sobre

ratones con diarrea inducida con aceite de ricino.

AECM INHIBICION DE DIARREA
Dosis mg/kg (%)
12.5 31.1+04
25 33.3+x4*
50 576 +£15*
100 63.6 £ 5.9 **

*p<0.05*p<0.01;n=15

Para conocer la composicion del AECM y poder determinar el compuesto
responsable de la actividad, se realizé un andlisis por CG-EM; se identificaron 17
compuestos, soOlo se presentan los compuestos mayoritarios, considerando que

estos tres compuestos representan 90.7%, como se muestra en la Tabla 10.

A los tres compuestos presentes en el AECM, se les determin6 su actividad

en diarrea inducida con aceite de ricino. En las dosis del AECM de 1.56, 3.12y 6.35
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mg/kg ninguno de los compuestos de AECM inhibe la diarrea. En la Tabla 11 se
presentan los resultados de las dosis de 12.5 a 100 mg/kg. El porciento de inhibicion
de la diarrea por el AECM y dos de sus compuestos alcanza su mayor efecto a 100
mg/kg. A esta dosis el AECM inhibi6 la diarrea inducida con aceite de ricino 63.6 +

5.9% de la piperitona mientras que el eucaliptol fue de 84.2 + 2.1% y 63.8 = 3.7%.

Tabla 10. Composicion del AECM, determinada por CG-EM.

NUumero de Tiempo de Compuesto Porcentaje de
compuesto Retencdn composicion de AECM

1 7.52 1R-a-Pinene 0.54

2 9.17 (-)-B-Pinene 0.11

3 9.91 Myrcene 0.20

4 10.37 a-Phellandrene 1.37

5 11.34 m-Cymene 1.30

6 11.68 Eucalyptol 28.68

7 12.43 (2)-Ocimene 0.32

8 14.82 Linalol 1.23

9 15.71 cis-p-Menth-2-en-1-ol 0.78

10 16.58 trans-4-Thujanol 0.70

11 18.31 Terpene-4-ol 0.20
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Tabla 10. Composicion del AECM, determinada por CG-EM.

Numero de Tiempo de Porcentaje de
compuesto Retencon Compuesto composicion de AECM
12 3,9-Epoxy-1-p-
18.67 menthene 0.22
13 19.05 a-Terpineol 9.90
14 19.89 trans-Piperitol 0.24
15 22.23 Piperitone 52.12
16 34.33 Elemol 0.57
17 37.47 gama.-eudesmol 0.16

Considerando que tanto el eucaliptol como a la piperitona, se les han
demostrado efectos relacionados con la inhibicién de la diarrea que se mencionan
mas adelante, se decidi6 analizar el efecto de AECM sobre la diarrea induciéndola
con acido araquiddnico o PGE,, los resultados se presentan en las Tablas 12 y 13,

respectivamente.
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Tabla 11. Actividad antidiarreica de los compuestos mayoritarios del AECM de 12.5
a 100 mg/kg, sobre ratones con diarrea inducida con aceite de ricino.

Dosis Inhibicion de diarrea
(mg/kg) (%)
Eucaliptol a-Terpineol Piperitona
12.5 304+25* SA* 27.7+1.4
25 50+ 0.9* SA* 33.3+24*
50 78.9+7.6* SA” 472+1.3*
100 84.2 +2.1* SA* 63.8 £ 3.7 **

*p<0.05;*p<0.01;n=15
SA" = Sin actividad

Analizando el resultado de las tablas 12 y 13, el AECM inhibié la diarrea 79 +
7.9%, cuando se usa el acido araquidénico como agente catartico mientras que el
AECM no inhibié la diarrea inducida por la PGE,. Estos resultados nos permiten
proponer que el efecto antidiarreico de AECM puede involucrar la inhibicion de la
biotransformacion del acido araquidénico a prostaglandinas, ya que las
prostaglandinas se producen por un incremento de la concentracion intracelular de
Ca'™ (Park y col., 2011) el efecto farmacolégico de AECM, también podria estar

relacionado con la regulacién de las concentraciones intracelulares de Ca™".
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Tabla 12. Actividad antidiarreica del AECM a dosis de 100 mg/kg sobre ratones con

diarrea inducida con acido araquidonico (3 mg/kg).

Inhibicion de diarrea
Tratamiento
(%)
Loperamida 2 mg/kg 729 +0.9*
Vehiculo (0.1 ml) 00
AECM 100 mg/kg 79 £ 7.9*

*p<0.01;n=15

Tabla 13. Actividad antidiarreica del AECM a dosis de 100 mg/kg sobre ratones con

diarrea inducida con PGE; (1 mg/kg).

Inhibicion de diarrea
Tratamiento
(%)
Loperamida 2 mg/kg 87.7 £0.6*
Vehiculo (0.1 ml) 00
AECM 100 mg/kg 8.4 +0.6"°

** p < 0.01; NS= Sin diferencia significativa; n = 15
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El mecanismo de accion de los componentes mayoritarios del AECM ya ha
sido reportado. Shah y col., (2011) encontraron que el eucaliptol inhibe las
contracciones inducidas con carbacol o verapamilo. También que tiene actividad

antidiarreica, antiasmatica y antihipertensiva (Yvony col., 2012).

El eucaliptol y otros 26 diterpenos se ha reportado que disminuyen citocinas
IL-2 (Thl) e IL-10 (Th2), y que son antiinflamatorios, inhibiendo la respuesta de
células T (Ku y Lin, 2013). El aceite esencial de Ginger, que tiene como
componentes mayoritarios al citral, al eucaliptol y al canfeno, el cual suprime la
contraccion inducida por carbacol (Mangprayool y col., 2013). Finalmente, se ha
reportado que el aceite esencial de Cymbopogon proximus contiene piperitona como
compuesto mayoritario (73.8 %). Dicho compuesto antagoniza las acciones de la
serotonina y de la histamina, por interaccién con los receptores de éstas (Al-Taweel

y col., 2013).
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CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos permiten asegurar que Bidens odorata Cav. y
Chrysactinia mexicana Gray poseen la actividad antidiarreica que se les

atribuye en la medicina tradicional mexicana.

Los acidos palmitico, linoléico, oleico y estearico, son los componentes

mayoritarios de la fraccion activa de Bidens odorata Cav. (F4).

Estos compuestos son los responsables de la actividad antidiarreica de

Bidens odorata Cav.

Los compuestos mayoritarios de Chrysactinia mexicana Gray son eucaliptol,

a-terpineol y piperitona.

El efecto antidiarreico de Chrysactinia mexicana Gray puede atribuirse a dos

de los tres componentes mayoritarios que son el eucaliptol y piperitona.
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e Los compuestos aislados e identificados actdan inhibiendo la

biotransformacion del &cido araquiddnico a prostaglandinas.

e SiF4 y AECM inhiben la produccion de prostaglandinas, podemos sugerir que
ambas mezclas podrian participar en la regulacién de las concentraciones

intracelulares de Ca*".
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PERSPECTIVAS
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Continuar los estudios del mecanismo de accién en la inhibicion de la diarrea

de la fracciéon activa de Bidens odorata Cav.

Conocer las vias por las que el aceite esencial de Chrysactinia mexicana

Gray inhibe la diarrea.

Estandarizar la obtencion de las mezclas activas para formular

fitomedicamentos con actividad antidiarreica.

Analizar la posibilidad para hacer el cultivo controlado de ambas plantas.

Promover como tratamiento antidiarreico el uso de preparaciones a partir de
Bidens odorata y Chrysactinia mexicana, sobre todo en las zonas en las que

se dificulta la adquisicion o distribucién de medicamentos.
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The antidiarrheal effects of chloroform, methanaol, and agqueous extracts of Bidens odomata Cav, were | at doses of
200 mglkg on costor-cil-induced dimrthea, The chloroform extract of B. odonata (CBO) reduced diarrhea by 72.72%. The effect
of CBO was evaluated on mice with diarchea induced by castor il , MgS0,, arachidomic acid, or prostaglandin B, . CBOvinhibited
the contraction induced by carbachal chloride om ilenm (100 pgiml) and irtestinal transit (200 mgikg) in Wistar rats, The active
fraction of CBO (P4) at doses of 100 mg'kg inhibited the diarthea induced by castor oil (90.1%) oramchidonic acid (72.9%) but did
not inhibit the diarrthea induced by PGE,. The active fraction of F4 (FRS) anly was tested on diarrhea indwced with castor oil and
inhibited this diarrhen by 92.1%. The compositions of F4 and FRS were determined by GC-MS, and cleic, palmitic, linoleic, and
stearic acids were found. F4 and a misture of the four fatty acids inhibited diarrhea at doses of 100 mgdog (90.1% and 70.6%, resp.).
The results of this stady show that B, odlorats bas antidiarcheal ffects, as is caimed by folk medicine, and could possibly be used

for the production of a phytome dicine.

1. Introduction

Diarrheal diseases are among the most common gastroin-
testinal disorders and a major canse of morbidity and morta-
lity in children under 5 years of age, particularly in under-
developed countries. The reported global mortality due to
diarrhea in children under 5 years is approwirmately 187
million, representing 19% of all childhood deaths [1].
Medicinal plants are commonly used in Mexdco to treat
diarrhea and other diseases; these plants are therefore consid-
ered potential sources of antidiarrheal drugs. Armmong them,
Ridens odorata Cav., commaonly known as “Mozoquelite”™ aor
“Huoeitilla;” is used to trest gastrointestinal discomforts such
as diarrhea [2, 3], as well as headaches and pain of the lambar
region [2, 4]. It has also been found that aqueous extracts of
this plant have a dinretic effect [5]. However, there have been

no reports regarding the antidiarrheal activity of this plant.
For this reason, we decided to study the antidiarrheal activity
of B. odorata and determine the composition of the active
extract.

2. Experimental

AL Plant Material, Bidens odorata was collected at Fortin
de las Flores, Veracruz State, in September of 2010, The
material was authenticated by tatonomist José Garcla-Pérez,
and a woucher specimen (SLPM 21668) was deposited in the
Herbarinm Isidro Palacios of the Instituto de Investigaciones
de Zonas Deserticas of the Universidad Antonoma de San
Luis Potosi. The aerial parts of the plant {leaves and branches))
wre dried in the shade and powderad
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22, Exiracts Preparation. In a two-litre flask fitted with a
reflux condenser, 125 g of dred, powdered B. odoraia was
extracted at bolling temperature for 4 h with 1500mL of
salvent (chloroform, methand, or water), after which the
mfwture was cooled to room ternperature and filtered. The
chlaroform and methanol extracts were dried under vacuum
In & rotatory evaporator followed by a vacuum aven at roomm
temperatire for 12 h. The aqueous extract was lyophilised
The yields of the chloroform, methanol, and aqueous extracts
were 588, 10,40, and %.04%, respectively

23 Separation of CRO and Comgponent Mentification of
Acttve Fragions. The CBO was separated by column chiro-
matography vsing a calumn packed with sllica gel (Kleselgel
&, 70-230 mesh ASTM) and prepared In hexane as the
mobile phase. The polarty was Increased with ethyl acetate,
and 100mlL fractlons were collected and compared by thin
layer chromatography; subsequently, those with the same
pattern were pocled, resulting In & fractlons The active
fraction (Fd) was a waxy semisclid with a melting polnt
{rip) of 26°C that was abtained with a hexanefethyl acetate
ratic of &:2. Fd4 was separated by column chromatography
using a column packed with slica gel (Kleselge 60, 70—
230 mesh ASTM) and prepared in chloraform as the mobile
phase. The polanty was Increased with ethyl acetate, and
100l fractions weme collected and compared by thin layer
chromatography; subsequently, those with the same pattem
wiere poaled, resulting In 7 fractions. The act tve fraction {FRS)
had an mp of 34"C and was obtained with chlorodorm/fethyl
acetate (9:1viH).

24, Wentification of the Active Compownds of Fd and FRS.
The analysls of F4 and FRSwas performed ona gas chromato-
graph coupled to a mass spectrometer (Agllent Technology
madels éae0M and 5973) uslng a capllary column (DE-
SHT )15 m in kength with a 025 mm intemal dlameter and
olopm fAlm thickness. We used a temperature program
garting at 100°C for 3min, followed by a heating rate of
LO"C per min to 320°C, at which polnt the temperature was
malntained for 5 min. Splitless Injection was wssd with a ratio
of 1:100, and the injector ternperature was 320°C. The spectra

wiere determined at 70eV, and the mass range was analysed
from 33 to 800 s’y The compounds were dentified from

mass spectra and compared to spectra eported in the NIST
database (W iley0TISTIL).

25 Andmals. Male CON mice (20-25 g) and male Wistar rats
(180-250g) from the Unidad de Produccion vy Experimenta-
clon de Animales de Laboratario (UPEAL) of the Univer-
sldad Auténoma Metropolitana animal facility were housed
In izolated cages under sandardised conditions (dadolight
12712k at 30°C and 50-55% humidity. The animals were
aupplied with rodent food (Pet Foods 5001) and water ad
Idteere. Prior to the gudy, the antmals were submitted to a
fasting perlod of 16-24hwith free access towater

All experiments were performed according to the current
guidelines for the care of laboratory animals and the ethical
guidelines for nvest lgatlon In consclous anlmals [&].

Exvidence-Based Complementary and Alternative Medicine

206 Evalwation afthe Effects of the Extract on Nomwal Defeca-
tion, Groups of five milce were Individually placed in acrylic
cages contalning flter paper at the bottam [7]. CRO at & dose
af 200 mgdkg or loperarmide at 2.5 mg'kg was administered to
the test growps, and a separate control group received only
the wehicle. The total amount of fasces in each group was
asgessed every hour for the next 4h. The percent reduction
In the amcunt of faeces o the treated groups was caloulated
In comparsan to the control animals (0% reduction).

2.7 Evaluationof Anttdiarrheal Activiiyon Castor-Ol-Tnduced
IHarrhea. Groups of 1 5mice were administered the methanal
or aqueous extract (200mgdkel; loperamide (2.5 mpgkg);
CRO (200, 200, 100, and 50 mgkg); F4, a mibxbure of palmitic,
lmalede, olek, and stearks acid or each individual acid {100,
S0, 25, 12.5 625 212, and 1.55 mg'kg); or wehicle (0.1ml)
30 min before the administration of castor all (4 mLkg). Al
administration s were p.o.

Fallowing treatment. five anlmals of each group were
placed separately In acrylic cages lined with filter paper that
was changed every hour. The severity of the diarrthea was
asgessed each hour for 4 h. The total number of watery fasces
epcreted was scored and compared with the score from the
coptral group. The tatal score of the dlarrhedc faeces of the
cortral group was considered to he 100%, In accordance
with the model described by belo et al. [2], Lichfeld
and Wikcoxon [9). and Doaaglas et al. [10]. The meailts are
expressed as a perentages of Inhibition.

2.8, Evalwation of Antidiarrheal Activity on MeS O, -Induced
IMarrbea, Groups of 15 mice, separated into boxes of
five antmals each, were administered the CRO (200, 100,
and 50 mg'kg). loperamide (2.53mgdkg), or vehick (0.1ml)
30 min before the administration of MgS0y (4 mLkg). The
results are expressed asa percentage of Inhibition,

28, Evalwation of Anildierrhesl Activity on AA- and PGE;-
Indwced Diarrbea. The antlidiarheal actieity of CRO (100 and
200 mg'kg) and B4 (100 mgfkg) was evaluated on diarrhea
Induced with A& (3mg'kgl and PGE; (1mgkg). Thres
groups of 15 mice, separated Into cages of five animals each,
were administered the followlng treatments pos group 1
CBO {zo0mgdke) or Fa iloomgkel group 2. loperamide
{2.5mgkgk and group 3, vehkle (0.1mL). The treatrments
were administerad 30 min after the three growps receted Lp.
Adoor PGE;.

Following treatment, the groups were separated into
sibgroups of five animals, which were placed separately in
acrylic cages lined with filter paper that was changed every
half an houwr. The severity of the diamhea was assessed every
A0 min for 2h. The total number of watery fascesexcreted was
scored and compared with the scare from the cantral growp.
The total score of the diarrhelc faeces of the contral grodp
was consldered to be 100%, In accordance with the model
described by Melo et al. [#].

200, Swall Intestingl Transit, The Inhibitory activity of CBO
on Intestinal transit was tested using the following procedure
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[11]. Each group was administered vehicle, CBO {200 mgdog),
or loperamide (2.5mglkg) in a valume of 1.5 mLfanimal,
fcllowed 30 min later by treatment with castar ofl (4 mLkg).
A 2% suspension of graphite 1n 1.5% agar was orally adrmin-
Istered to groups of 15 rats (1.5 mL/animal ). At 30, 63, and
o0 min after the adminigration of the graphite-agar suspen-
slom plus the castor oll, the rats were killed In groups of five,
and the gasrodnted inal tract was emoved and opened. The
distance travelled by the marker was measured and expressed
as a percentage of the total length of the intestine from the
prlomis to cascum. The results are expressed as percentages
of Iotestinal transit and were subsequently compared to the
results of the control growp.

20l Evaluatten of Effects on lewm Coniraciion. Wistar
male rats (300g) were sacrificed by cervical dislocation.
The abdornen was opened. and segrments of Leurn (10 cm
proximal to the caecum) were flushed twice with asrated
physlalogical salt schation (P55) to remove the contents. The
Ueurn was cub Into segments approximately 1om long and
placed in a2 mL organ bath containing PSS with the foll owing
compositlon (i) MaiCl (18), MaHCO, (25, FCL (4.7,
EH POy (120, MgS0y (1.2), Callly (2.5), and D-ghacose (11).
The organ bath was maintalned at 36" C with aeratlon through
bubbling with 8 mixture of #5% O, and 5% CO, (pH 74}
Cantractions of the llewm tisstes were lsometrically moorded
through a force displacement transducer (Grass FTo3) con-
nected tooa TBRS2 Grass polygraph. The tissses were all owed
toequilibrate for 0 min. during which the P55 was changed
every 20 min. The tissues were malntained under an optimal
tension of 1 g pricr to initlation of the expermental protocol.
To expose the tlssues to a single submaximal concentration
of KCl (23mbl) and to elict contractile activity, the eum
rings were bathed in a depaarisation solutlon {23 mbd ECL)
prepared by the equimalecular substitution of MaCl for FICL
Contral contractile responses were considered te be two
successive sirnilar responses after a group of tssues (n = &,
twin tlsswes per rat) were Incubated with CBO dissclved In
20l ethanol-dimethiyl sulphoxide (1:1) or distilled water
for 10rmin. According to the model described by Estrada-
Sobo et al. [12], each tissue was stimulated with a different
concentration of carbachal chlorde {0001, 01, Lo, 10, or
100 @b}, and the armplitade was measued

The contractile mesponse for the group treated with
salvent alone wasconsldered to be a response of 100% and was
compared with the comtractile response in tssues pretreated
with 100 pg'ml CBROD, based on the method described by
Estrada-5cto et al. [12].

232 Aowe Toxicsy, CBO was arally administerad to growps
of mice {x = 3) at single doses of 2300, 3750, or 3000 mg'kg.
This range of doses used in mice followed the method
presented by Lorke, D and ORCDVOCDE 420 [13,14]. After
administration, the animals were cbserved under open-figld
conditions for a 72-hewr peried. The nuwmbser of anlmal deaths
and signs of clinical toodciry were recorded. The median
lethal dose (LDeg) was caloulated by the method described
by Litchfield and Wilcomon [9].

TABLE I: Antidiarrheal effect of the aqueous, chloroform, and
methanol extracts of F. odorsta on mice with castor-oil -induced
diarrhen®.

Treatment Dioses mig'kg  Percenkage of inhibition £ 5.2
Vehicle OimL -

Aqueous extract o 438 2 38
Methanal extract 00 56+ 58

CBO 00 TLT 5F
Loperamide 15 Bl.5+4.5

“The results ars the mean of 15 animals + standard emwor.
* Significant difference was found: F < 0.05.

3. Statistics

The reailts are expressed as the means + s5.e.m.

The differences between the mean values of Intestinal
transit were evaluated by Student’s #-test, which 1s used In
the analysis of equal varlance of two grodps with nommal
distribution [15]. The antidiarrheal activity and the effect an
inhibiton of fewn contractile actrelty were analysad using
AMOVA and Tukeys post hoo test. These tests were used to
compare the mean values of the antidiarrbeal activity with the
contral group. Statistical significance was set at P < 0.05,

4. Results and Discussion

The pharmacaological acteeities of the chloreform, methanal,
and aqueous exiracts of B odorade ab doses of 200 mgikg
on mice with diarrhea Induced by cagtor ol are shown in
Table 1. The results Indicated that the aquecus and methanal
extracts of B, odosada Inhibited the diarrhea induced by castor
all by less than 0. A previous sudy [10] reported the
antidiarrheal activity of chloroform, methanol, and aqueous
extracts at doses of 100 mgfkg and the % of Inhibition was
45,4, 26.1, and 22.4%, respectively; for this reason we decided
totest a higher dose (200mgbg).

However, CRO extract significantly dirminished the
Induced diarrhea by 72728 In this model. The results of
CBO on cagtor-oll- or MgS0y-induced diarthea are shown
in Table 2. At a dose of 100 mg/kg, the extract reduced the
diarrhea Induced by MgSO, by 84.85%, this antidiarrheal
effect was decreased at a dose of 200 mg'kg Additionally,
It was observed that the greatest effect of this extract in
animals with castor-oll-induced diarrhea occurmred ab doses
of 200 and 300 mg'kg (727 and 77.1%, resp.). indicating that
the activity of CEO was not dose dependent at the doses
tested when cagtor ol or MgS0, was used as the cathartic
agent. The castor-odl-induced diarthea model is suitable for
the study of both secretory diarrhea and Intestinal motility.
Cagtar oll ar its active component, ricincleic acid, Increases
peristaltic activity and causes changes In the permeability of
the Intestinal mucosal membrane to electrolytes and water
[14]. Additicnally, the diarrhea Induced by castor oll hasbeen
found to release prosaglandins [17] and to act on tachykinin
receptors (ME1and MEZ)[16] and nitric axide [18-20].

The osmotlc properties of Mgs0, prevent the reabsorp-
tlon of water and lons, leading to Increases In the volume
af the Intestinal content. This compound alse promotes the
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TaBLE 2 Antidiarrheal activity of RO on mice with castor-oil-, Mg30, -, arachidonic-acid -, and prostaglindin-E; -induced diarchea”.
Cathartic agent Treatrnent Dioses mg'kg Percentage of inhibition
Vehicle 1mL 0o
50 G6T + 6.7
Magnesium sulphate CRO L] fd.9 £ 3°
0 G972 6.0°
Loperamids 15 75 +33
Vehicle 1mL [1E]
50 1754 £ 46
1% A45.6 + 6.3"
Fastar el — 200 717 253
oo TFLz1"
Loperamide L5 HITT £5.4
Vehicle 0imL 0o
S 120 458 + 4.8°
Arachidaonic acid CRO 00 G15 £4.5°
Loperamids 15 T53zx03
Vehicle O imL 0o
. 10 0o
Frostaglandins E, RO 00 0o
Loperamids 15 TRIz03
“The reaats are the mean of 15 antmals = standand error.
"Sba:ulﬁc.:.n.l difference was found: " P < 005,
10 § " 108
) £l
—_ —
% - F -
E S
£ R -
B - =
H J e g an
I '""’h e . zl:
] —— oL@ B
0 ool [[] 1 1o
k0] &0 B0 Carbachol chloride (Em)
—— Wehide e Wehlcle + castor ol @ Contral

—8— Loperamide —=— CBO 20 maikg

F1cURE &: Effect of CEO (200 mg'kg) on intestinal transitin rats. The
results are expressed as the mean of 5 determinations = standard
errar P < 005 with respect to the castor-od-treated growp.

production of cholecystokinin from the dusdenal mucosa
[21], further Increasing the secretions and exerting a positive
motor effect on the small intestine [8, 21]. The activity of
CRO in mie with diarrhea Induced with AA or PGE, is
shown In Table 2. The effect of a 200 mg'ky dose of CBO on
diarrhea induced by A& was 62.5%, an effect that diminished
at 100mg'ky (45.8%). CRO at these two doses had no etfect
cn diarhes Induced by PGE;. The results of this inhibiton
sudy suggest that CBO affects the melease of prostaglandins
[22].

CEO d1d not demanstrate any effect on the defecation of
unitreated mice.

The Intestinal transit of untreated rats, castor-ol-treated
rats, and CRO-treated (200 myg/kg) rats s shown in Figure 1.

2 CEO 100 jigimL

F1gueE Z Effect of CEO (100 pg'mL) on ileum contractions stimm-
lated with carbachal chloride. The remals are expressed as the mean
of & determinations £ standard error. " F < 008 and " F < 0.0 with
respect to the carbachol-chlaride-treated group.

The percentage of intestinal transit observed in CBO-treated
rats with respect to castor-cdl-treated rats after 30, &0, and
SOrmin was SL4M, 37H, anda8.4%. These results indicate that
CEO inhibited irtestinal motility.

Carbachal chlorde, st micromelar concentrations, causes
a concentration-dependent contraction of the leurn salated
from rats. CBO (100 pg/mLy had a significant inhibitory
effect on the leun simulated with carbachal chloride at
concentrations of 0.1 to 100 pe/mL (Flgure 2), possibly due
to the Interaction of this extract with the carbachol chlaride
mscarinic receptor 31 [23, 24]. The results of the present
Investigai lon demonstrate that CBO has antidiarrheal and
antirnod dity activity in the experimental models studied
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TaELE 3: CGIMS results for the composition of F4 and FR3™,

o

Compound number Betzrtion time Compound Pr_n:eg‘!.age F'en:ent.:l.g:e -
composition B4 cormpasition FRS

2 Sd2d Lauric acid 008 £ 003

5 G427 n-Ficosane 003 £ 000

1 5055 Myristic acid 005 =001

15 a041 Pertadecanoic acid 026 £ 000

i a8™ Palmitaleic acid 025 £ 004

2l 10.206 Palrnitic acid LE0F + 108 5165340877

4 11.045 Margaric acid LZT 007

36 1783 Linaleic acid 1312 £039 13 370

7 11852 Olleic acid M +£173

25 1204 Sbearic acid i@e0ll 276

o L2.E46 Monadecancic acid 009+ 0000

0 13386 {UEAIE]-11, 13 loasadiencic acid 030 =001

ki 13,446 (NE}-1H loosemaic acid 025+ 0000

32 13.72 Eicosanoic acid LE2 £ 003

33 14.5 Heneicosanaic acid 048 £ 001

34 15.323 Behenic acid R £026

36 16.042 Tricaosanoic acid Ldd £ 008

57 .55 n-Heptacosans 005 =001

k] 16797 Lignoeeric acid RER£022

4n 17338 Equalens 1.01 £ 008

41 17456 Pentacesanaic acid 0EF £012

43 15159 Hexacesanoic acid 192 £011

45 18.376 Heptacosanaic acid 030 £ 002

46 19.205 Hentriacontans 0,20+ 0000

47 19.47 Dclacosanaic acid Fidz0zr

54 JAET IMeliszic acid 1 +019

2 L4186 Friedelan -3-ane 0EF £033

&l 11827 Datriacantanaic acid 176 £023

64 225M Tritriacontanoic acid 007 =001

&7 22573 Tetratriacontareic scid L1F£011

Th 17466 Octaceay] palmitate 011 £0001

** Only idenilfisd compounds are pressnted. In F4, forty-free compounds were not Identified; In BFS seven compounds were detected and only four were

identifisd.

TaBLE 4 Effect of F4, palmitic, alzic, linokeic, and stearic acids, and their mixhare ot doses of 156 1o 100 mg'kg cn castor-od-indueed diarchea.

[Diarrhea inhibition (%)

Doses mglkg N o o o o
F4 Lincleic acid Palritic acid Stearic acid Oleic acid Acids mixture

L34 106 + 47 J1T7£57 IxhS ¥A+121 ¥+ 18 B33l
312 0443 EERET N ELOEY 19348 Pl ES R J1z+£15
625 I+ 4.3 FER Ty E0.F £7.57 17.5£93 S5+ 757 IEx2d
125 505 +£6.1" FER-ES SHG£E" 19347 52T 637 Sl +®3"
5 LT FlIs&3 G0E £ 157 123247 0% 65" 46T £4.2°
) T4T 21077 A58 £ TH" 69137 14038 SLT & 6E° 7T+ 3ET
1260 anl + 327 421 + 567 &5 ed e 439 £ 05" SR+ T0.6 +85"

The peadlts are expresssd as the mean of 15 inlmials = sandard error. "F < 005 and " « 0.01 with raspact to the C-group,
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CEO did not demonsirate todc effects af the doses
tesed.

For this reason, CBO was separated by column chiro-
matography. Elghteen fractions were obtalned and compared
by thin layer chromatography, which reduced the extract to
& fractions. The antidiarrheal effect of these six fracticns
was tested on mice with castor-cdl-induced diarrhea and
the major effect was chserved with Fa (901% ), which was
separated by chromatagraphy, obtatning 14 fractions, which
were compared by thin layer chromatography to obtain
7 fractions. The active fraction was FRS, which inhibited
diarrhea induced by castor oil by 92.1%. These results are
similar to those of F4, and the yield of FRS was very low, so
we procesded with the study with F4.

The antidiarrheal effect of F4 on mke with diarthea
induced by A& or prostaglandin E; was also tested. We
found that F4 at doses of 100mg'kg did not have an
effect on diarrhea Induced by prostaglandin Eq; however, in
diarrhea induced by AA, the inhibitlon was 72.9%. These
results suggest that F4 inhibits the biotransformation of
arachidonk acid to prostaglandin, as suggesed by Manning
et al. and Podriguez-Lagunas et al.. as A 18 a substratum of
prostaglandins [ 25, 26).

The composition of F4 and FRS was cbtalned by CG-
5, and the results are shown in Table 3. We found that
F4 has 76 components, the maln compounds of which
are palmitic acid (®14%), lnolek acid (13.12%), trans-aledc
ackd (2.24% ), stearic acld (339%), Ugnocerk acld (3.55H),
cotacomanodc acld (3.14%), and behenic acid (2.220). FRShas
7 compounds, four of which are palmitic acid, linelelc acid.
trans-olelc acld and stearic acld; for this reasan, we tested anly
these four fatty acids.

The results of the antidiarrheal actpvitles of these four
compaonents individually, a mixture of all four components,
and F4 are shown in Table 4. At a dose of 25 mgdkg, linaledc
acid inhibited diarrhea by 53.2%; this effect is the same
as what Is found at doses of 50 and 100 mgfkg Similar
results were observed at doses of 6.25 to 100 mgikg when
palmitic acld was tesed; the mmdrmum effect was at a dose
of Loomg/kg (67.5% Inhiktion). Stearic acld showed activity
cnly at a dose of 100 mg'kg (429%). Oleic acid at doses of
1.54 and 312 mgkg had no effect. The effect of clelc acid
was 54.5% at a dose of 625m’kg. which did not change
when the dose was further increased. For the mixture of
the four aclds (et the mlative propertlons detected In Fd)
al a dose of 156 mg'kg, the Inhibton was 29.%%, reaching
7o% at a dose of 100mgkg which 18 higher than that
cbialned with any other fatty acid tested. These results suggest
that there could be a synerglc effect of the components of
Fa.

Linalek acid has been previously reported to have act vity
on coronary diseases, hypertension, cancer, and rheumatoid
arthritis [27]. Palmitic acid helps to maintain low bood Levels
of serumn cholesterol and low-density lpoproteins and can
help avodd some immunalogical responses | 28], There are no
sclentific reports regarding the antldiarrheal actieity of these
twio aclds, and we also did not find any reports about the
pharmacclogical activities of stearic or alek acld with respect
to B odorata.

Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

5. Concluslons

The present study valldates the use of B odorata In folk
medicine a5 a remedy for intestinal cramps and diarrhea
and suggests that this plant could possibly be used for the
praduction of a phytomedicine.

Further phammacological studies will be necessary to
prapose the exact mechanism of action.
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