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RESUMEN

En este trabajo se estudié el efecto, in virro, de los caurenos
dcido cauradienoico, caurenoico, grandifldrico, 16 alfa-OH
caurenoico y su ester metflico aislados de Monranoa ssp. sobre el
dtero de rata tratada con estrégeno en contracciones inducidas
por los agonistas acetilcolina, oxitocina y seroronina. Se
observé que los caurenos estudiados inhiben indistintamente la
respuesta contrdctil inducida por estos agonistas en el itero de
rata. Lo cual sugiere que estos compuestos podrfan participar en
el proceso de entrada de Ca2+ o en la inhibicién de la hidrdlisis

de los fosfoinositidos, a que la contraccién uterina estd
intimamente relacionada con el ingreso de Ca2+ extracelular. o

El  estudio histoldgico muestra el efecto del dcido
cauradienoico (40.0 ug/ml) en el itero de rata tratada con
estrégeno. Se reporta que este caureno induce descamacién  del

epitelio de revestimiento y laxitud del tejido conjuntivo que

rodea a las gldndulas.

El objeto de este trabajo es el de contribuir en el
esclarecimiento de 1los posibles mecanismos de accién de los
caurenos en el miusculo liso uterino de rata



INTRODUCCION

ASPECTOS BOTANICOS
CONSIDERACIONES BOTANICAS

El cihuapahtli, un nombre n4huatl asignado a plantas dal género
Montanoa que han sido utilizadas, desde épocas precolombinas,
para el tratamiento de disfunciones en el aparato reproductor de

la mujer.

El género Montanoa , perteneciente a la familia Compositae,
tribu  Helianthae, estd  representado por 25  especies y 8

subespecies (Font, 1981).

En 1790, Cervantes describe por primera vez el género
Montanoa , dedicado al médico Luis Montafia y consider6 una

especie, M. romentosa .

Von Humboldt, Bonpland y Kunth (1820) habfan descrito este

género como Eriocoma , con una s6la especie E. floribunda .

En 1836, De Candolle modific6 el nombre Montanoa por
Montagnaea , para aproximar mds la pronunciacién hispdnica  del
apellido  Montafla, y describié 8 especies de este género.
Posteriormente, Robinson y Greenman (1899)  realizaron una

revisién del género.

En la obra de Standley Arboles y arbustos de México (1920-

1926), se asigna 31 especies diferentes al género Montanoa .

En su tesis doctoral, Font (1981) describié la distribucién



del género Montanoa en México y Centroamérica, asf como su
ubicacién  taxonémica. Reporta en la Repiblica Mexicana 21

especies de las 25 descritas para este género (Cuadro 1).

Se distribuye principalmente en zonas perturbadas, bosque de
pino, bosque de pino-encino y selva baja caducifolia, desde 230-
2100 msnm. Existen reportes de las especies de Montanoa para el
Distrito Federal y los estados de Estado de México, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Morelos, Nuevo Leén, QOaxaca, Pueb]a,
Querétaro, San Luis Potosf, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala, Veracruz vy

Zacatecas (Font, 1981).



CUADRO 1
ESPECIES DESCRITAS PARA EL GENERO Montanoa

. tomentosa {Cerv.)

. frutescens (Mairet ex D, C.)
guatemalensis (Robins. ex Groenland)

. mollissima (Brongniart ex Groenland)
andersonii (Mc Vough)

standleyi (V. A. Funk)

liebannii (Schultz Bip in Klatt, S.F. Blake)
echinacea (S. F. Blake)

revealli (H. Robinson)

ovolifolia (Delessert ex D. C)

. badilloi (V. A. Funk)

ungulata  (Badillo)

quadrangularis (Schultz Bip in C. Koch)
josei (V. A. Funk)

leucantha (Log., S. F. Blake)

karwinskii (D. C.)

atriplicifolia  (Pers., Schultz Bip in Seemann)
pteropoda (S. F. Blake)

hibiscifolia (Benth in Oerst.)
hexagona (Robins. y Greenm,)

laskowskii (Mc Vaugh)

grandifliora (Alaman ex D. C.)

speciosa (D. C.)

imbricata (V. A. Fuank)

bipinnatifide (Kunt C. Koch)
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DESCRIPCION BOTANICA
(Tomada de Font, 1981)

Montanoa es un género  arbustivo, - muy ramificado, con una altura
de 1.0-3.0 m. El tallo = es café, cilfndrico, estriado y

tomentoso.

Las hojas son opuestas, con peciolos de 1.54.0 cm de largo

y 2.0-80 cm de ancho; las inferiores de cordado "a ovado-

triangulares y las superiores ovado-oblongo-lanceoladas. El
dpice es de agudo a acuminado, el mdrgen de aserrado a
irregularmente dentado y sin I16bulos o hasta 3-5 16bulos; el

haz de moderado a densamente pubescente y el envés espaciado o

densamente pubescente con pelos de 2 mm de largo (Fig. 1).

Tiene cabezuelas pequedias de 0.3-0.8 cm en flor y 0.5-1.2 cm
de didmetro en fruto; en inflorescencias cimosas, dispuestas en -

corimbos compuestos, ramificados en forma opuesta y alterna.

Es un género monoico, con 0-6 rayos florales, sus corolas
son de color crema a blanco, con Ifgulas ovadas a obovadas, de
3.0-5.0 mm de largo y 2.0-40 mm de ancho y el dpice de truncado
a redondeado. Los discos florales son de 8-9; las corolas de
amarillo pdlido a obscuro, espaciadamente pubescente, unido a su
base, 5 l6bulos agudos pubescentes. Los estambres con filamentos
de 1.2-3.5 mm de largo y 02 mm de ancho, con anteras no
salientes de la corola; las tecas de color amarillo a café y los
estilos amarillos de 55 mm de largo. Del total de aquenios por
cabeza sdélo madura uno, y es de colo café negrusco, con una

longitud de 2.5-3.5 mm y 1-1.5 de didmetro.



ASPECTOS ETNOBOTANICOS DEL ZOAPATLE

A lo largo de muchos siglos, los diferentes grupos étnicos de
México han utilizado diversas especies vegetales, de una u otra
forma como agentes reguladores de la fertilidad humana. Tal es
el caso de las plantas del género Montanoa , que han sido
descritas en las diferentes fuentes histéricas, desde hace mds de
400 afios, como plantas utilizadas para inducir la menstruacién y
el aborto o estimular las contracciones uterinas durante el parto

(De la Cruz, 1552).

Diversas denominaciones comunes se le han asignado a algunas
especies de este género, como es el zihuatlpatl, zoapatl,
cihoapatli y zoapatle. Conforme a la nomenclatura ndhuatl,
cihuapahtli (cihua (tl), mujer y pahtli, medicina), significa
medicina de la mujer (Derbez, Pardo y De! Pozo 1945; Lozoya Yy
Lozoya, 1982). Sin embargo, el término zoapatle es el mds

utilizado en la actualidad.

La primera descripcién del uso del zoapatle la realiza De
la Cruz (1552) en su libro sobre plantas medicinales indfgenas,
traducido al latfn por Juan Badiano en 1552, Libellus de
Medicinalibus Indorum Herbis. En el cual recomienda el uso del
zoapatle “..cuando una mujer tiene dificultad para eliminar el

feto o para facilitar el parto”.

En los libros La Historia general de las cosas de la Nueva

Espafia, escrito por Fray Bernardino de Sahagin en 1570, describe

el uso empfrico de 1la planta donde se establece que "..son



dtiles estas, sus hojas no se muelen, enteras  se hierven (lo que)
sale de sus hojas bien cocidas, le es til a las mujercitas que
ya sientes su vientre, que estan a punto de parir.." y describe
también "..cuando ya la prefiada sentfa los dolores del parto,
luego le daban un bafio y después del bafio ddbanle a beber la rafz
de una yerba molida que se llama cihuapactli, que tiene la virtud
de impeler o empujar afuera la criatura..." (L6pez-Austin,

1971).

En  Historia natural de la Nueva  Espafla, escrito  por
Herndndez (1576), describe plantas denominadas como cihuapatli con

propiedades medicinales en la mujer.

Ximénez (1615) describe 1la morfologfa , distribucién del
"cihuapahtli heminiético”, descrito  anteriormente por Herndndez

(1576).

Posteriormente, Cervantes (1880) realiza la descripcién
botdnica del =zoapatle, asf{ como sus propiedades y modo de

empleo, en Ensayo a la materia médica vegetal de México.



ESTUDIOS FITOQUIMICOS

El interés por conocer y aislar los compuestos secundarios del
zoapatle ha motivido un ndmero considerable de investigaciones

fitoqufmicas para el género Montanoa (Cuadro 2).

Garcfa-Pefia  (1888), Rfo de la Loza (1893) y Quiréz (1894),
que realizando los primeros anglisis de los componentes de la

planta, reportaron la presencia de un alcaloide no identificado.

En un estudio efectuado por Altamirano (1895) se reporté Ila
obtencién de dos sustancias, una 4cida de color negro y otra
neutra de color amarilla, definiendo ésta dltima como un producto

con probables efectos bioldgicos.

En 1925 Ferndndez de Castro en su trabajo Contribucién al
estudio del cihuaphtli llevé a cabo un andlisis de Ia planta del
que obtuvo dos alcaloides, wuno soluble en agua y otro Ifquido

soluble en éter.

No fue sino hasta 1970 que Caballero 'y Walls encontraron
dos compuestos nuevos, el 4cido monoginoico y una lactona
sesquiterpénica, a la que se le dio el nombre de zoapatlina.
Asimismo, aislaron otros compuestos descritos para otras plantas:
el 4cido cauradienoico (Brieskorn and Pohlmann, 1969), el
monoginol (Kapadi and Dev, 1964), el dcido caurenoico (Cannon e¢
al., 1966) y los dcidos palmftico y esteredrico. Comprobaron
también, en tiras de itero de rata in vitro, que los extractos
obtenidos (etandlico, bencénico y hexdnico), asi como el 4cido

monoginoico no mostraron actividad  oxitécica.



Geissman y Griffin  (1971) del extracto cloroférmico de - las
“hojas 'y flores secas de la especie Montanoa tomentosa aislaron

una lactona sesquiterpénica, a la que denominaron tomentosina.

En 1972, se iniciaron  diversos estudios en el Instituto
Mexicano del Seguro Social con el propésito de identificar y
aislar los compuestos  activos del zoapatle. Asf, se describid
un nuevo método de extraccién de compuestos de la planta,
patentado y cedido posteriormente a la compafifa farmacéutica,
Ortho-Pharmaceutical. Este grupo de investigadores obtuvo dos
diterpenoides, compuestos biolégicamente activos, denominados
zoapatanol y montanol (Mateos, 1976). Investigaciones
posteriores han determinado fa estructura molecular y
procedimientos para la sfntesis qufmica de estos compuestos
(Levine er al., 1979; Nicolau et al., 1980; Chen and Rowand,

1980; Kane and Doyle, 1981; Cotter, 1981; Kanojia er al, 1982).

Levine et al. (1979) publicaron la férmula estructural del
zoapatanol y montanol. Al zoapatanol lo describieron como el
causante de las respuestas bioldgicas. Sin embargo, se encontré

que éste es un compuesto altamente inestable lo que sugiere que
el zoapatanol no es el dudnico compuesto responsable de las

actividades  bioldégicas  (Marcelle er al., 1985).

Werner et al. (1980) realizaron la extraccidn de tres

compuestos germacradiendélidos de la especie M. hibiscifolia ,
miembros de una clase trans, trams-germacra-1(10), 4-dien-cis-6,
12 olides.



Quijano er al. (1982) aislaron otros dos compuestos de M.
tomentosa , a los que denominaron zoapatanélidos A y B, compuestos
isémeros que se incluyen en el grupo de las lactonas
sesquiterpénicas de tipo heliangélido. Otros hallazgos han sido
los zoapatandélidos C y D, sesquiterpenos del tipo guaiandlido

(Quijano er al., 1984).

Quijano et al. (1979) aislaron un nuevo compuesto, una
lactona  sesquiterpénica obtenida de Montanoa frutescens, al que
denominaron montafrusina. Asi como el 4cido cauradienoico -y su 15

alfa-isovalerato.

En 1983, Wani er al reportaron la sfntesis y la - -evaluacién: i
biol6gica de andlogos del zoapatanol Utilizando el - extracto

acuoso y orgdAnico de M. tomentosa .

Continuando con la caracterizacién de los compuestos
aislados de Montanoa tomentosa , Guzmdn er al. (1984) aislaron, a
- partir  de hojas y flores, un conjunto de tres sustancias,
denominado  "triada", constituida por zoapatanol, montanol y otra
similar y relacionada con el montanol De esta triada se obtuvo
un nuevo compuesto definido como zoapatanflidlo E. De esta misma
especie, Oshima er al (1986a) aislaron dos flavonoides que

denominaron nicotilorin e isoquercitrin.

Enrfquez et al. (1983), determinaron 1a presencia del dcido
grandiflorénico (0o cauradienoico) por cromatograffa de lfquidos
de alta exactitud. Y farmacoldgicamente, destacan que  este

compuesto  fue responsable, en parte, de la actividad Dbioldgica

10



observada en el extracto crudo. Posteriormente, Seaman er al
(1984a) obtienen un compuesto semejante  al zoapatanol y lo

nombran como tomexantina.

Nuevamente, Quijano et al (1985a) aislaron dos
diterpenoides que denominaron tomentol y tomenxantol
Posteriormente, otro reporte del mismo grupo establecen los
precusores de los derivados diterpenoides oxepano

correspondientes, los denominados pre-tomentanol, pre-zoapatanol

y pre-tomexantol  (Quijano et al., 1985b).

En un estudio fitoquimico de la especie M. hibiscifolia ,
colectada en la regién de Soconusco, Chiapas, se obtuvo dcido
cauranoico y caurenoico. La composicién qufmica de esta especie
mostré diferencias al compararse con la misma especie colectada

en Costa Rica, C. A. (Magaiia, 1986).

Oshima er al. (1986b) describieron un nuevo compuesto
aislado de Montanoa leucantha ssp.  leucantha , una lactona
sesquiterpénica denominada  leucantanolido, la cual fue evaluada
como un uteroevacuante en cobayos preflados, a una ddsis de 20

mg/kg administrada intraperitonealmente.

Con el método de Cromatograffa de Lfquidos de Alta
Resolucién en fase inversa, se  desarroll$ un  andlisis
cualitativo y cuantitativo de los constituyentes diterpenoides,
activos  biol6gicamente, de extractos metanélicos y de agua
caliente de algunas especies de Montanoa (Dong er al. 1989). En
este trabajo, se propone la posibilidad de usar este método en

investigaciones taxondémicas del  género Montanoa . La

11



cromatograffa manifiesta la presencia de compuestos como el
zoapatanol, dcido caurenoico, dcido monoginoico, dcido
grandifiérico, ester metflico del 4cido caurenoico y tomenxantina

(Dong op cir., 1989).

Algunos de los caurenos aislados, como el 4cido
cauradienoico aislado de M. tomentosa , han demostrado tener
actividad uteroténicas en tiras uterinas de cobayo, en
experimentos de bioensayo in vitro (Lozoya et al., 1983;
Enrfquez et al, 1984). Sin embargo, otros compuestos Yy extractos
acuosos de de otras especies no han sido evaluados alin en

sistemas bioldgicos.

12



CUADRO 2

COMPUESTOS AISLADOS DE Montanoa ssp.

COMPUESTO ESPECIE REFERENCIA

Acido cauradienoico M. tomentosa Brieskorn 1969
Monoginol M. tomentosa Kapadi 1964

Acido caurenoico M. tomentosa Cannon 1966

Acido monoginoico M. tomentosa Caballero er al 1970
Zoapatlina M. romentosa Caballero et al. 1970
Tomentosina M. tomentosa Geissman et al 1971
Zoapatanol M. tomentosa Levine er al 1979
‘Montanol M. tomentosa Levine er al 1979
Montafrusina M. frutescens Quijano er al. 1979
15-alfa isovalerato M. frutescens Quijano et al. 1979
dcido caurenoico

Zoapatanolido A M. tomentosa Quijano er al. 1982
Zoapatanolido B M. tomentosa Quijano er al. 1982
Zoapatanolido C M. tomentosa Quijano er al. 1984
Zoapatanolido D M. tomentosa Quijano et al 1984
Nicotiflorin M. tomentosa Oshima et al. 1986a
Isoquercitrin M. tomentosa Oshima et al 1986b
Leucantandlido M. leucantha Oshima et al 1986b
Tomentol M. rtomentosa Quijano  er al 1985a
Tomenxantol M. tomentosa Quijano er al 19853

13
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FIG, 2. ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS
ESTUDIADOS Y AISLADOS DE

Montanoa ssp.
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NATURALEZA DE LOS COMPUESTOS

En las plantas superiores existen productos  naturales, que han
sido clasificados como metabolitos primarios o secundarios. Los
metabolitos primarios son compuestos qufmicos que estdn
intimamente  relacionados en el metabolismo celular y  desarrollo
fisioldgico (aminodcidos, Hpidos, monosoc4ridos, etc.)
(Balandrin er al., 1985; Gros et al., 1985). A los metabolitos
secundarios no se les ha adjudicado una funcién aparente en los
procesos metabdélicos de la planta, tales como fotosfntesis,
respiracién, etc., (Dirzo, 1985). Sin  embargo, a partir de
metabolitos primarios algunas de estas sustancias son
sintetizadas  activamente por la planta. Se ha sugerido que son
consecuencia de presiones ecoldgicas y fisiolégicas que incluyen,
por ejemplo, la proteccién contra radiaciones ultravioleta o la
desecacién, la de ser productos de detoxificacién (Dirzo, 1985;
West er al., 1979); asf como, mediadores de las interacciones
ecolégicas con otros organismos, que en algunos casos actian,
inequivocamente, como mecanismos de defensa para reducir de
alguna manera la herbivorfa o la accién de los patégenos (Dirzo,
1985). Ademds de actuar como agentes protectofes, también
pueden funcionar como atrayentes, alelopdticos Y, en menos
casos, como hormonas vegetales (West er al., 1979; Rosenthal and

Jansen, 1979) y no exclusivamente como mecanismo de defensa.

De los diversos metabolitos secundarios de las plantas, los
terpenoides comprenden algunas de las  vitaminas, aceites

esenciales, pigmentos vegetales y productos de la degradacién de

15



la glucosa y dcidos grasos. En este grupo se incluyen a los
diterpenoides tetracfclicos que  caracterizan algunos de los
productos naturales aislados del  género Montanoa . Estos
compuestos estdn constituidos de cuatro unidades de cinco dtomos
de carbono, denomindndose cada una isopreno (2-metil-1,3-

butadieno) o isopendieno.

Los  diterpenos estdn constituidos por los compuestos
formados por la unién virtual de cuatro unidades isoprenoides, es
decir esqueletos carbonados de 20 dtomos de carbono. En los que
se incluyen hidrocarburos, alcoholes, ¢6xidos, cetonas, lactonas 'y

dcidos carboxflicos, y se considera que derivan del pirofosfato

geranilgeranil (Loomis and Croteau, 1980). La clasificacién de
los diterpenoides se basa en el nimero de ciclos que presenta el
esqueleto carbonado definiéndose las siguientes clases:
alicfclicos, bicfclicos, triciclicos, tetracfclicos,
pentacfclicos, macrocfclicos 'y misceldneos. Estas clases se han

subdividido de acuerdo <con el tipo de esqueleto carbonado que

presentan. En los tetracfclicos se subdividen en tres grupos
principales que son: filocladeno-caureno, giberelinas y
grayanotoxinas. De éstos, los del grupo filocladeno-caureno, son

los mds distribuidos y por lo tanto los mds conocidos.

16



ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

Las primeras investigaciones sobre las propiedades
farmacol6gicas  del zoapatle son reportadas por Alfaro (1866) en
la Gaceta Médica, donde describe su uso potencial para facilitar

el parto e inducir la menstruacién.

En 1888 se fundé el Instituto Médico Nacional cuyo objetivo
principal era el estudio de la flora mexicana y sus posibles
aplicaciones  industriales y medicinales. En sus publicaciones,
El Estudio (1889-1893) y los Anales del Instituto, destacan los
trabajos farmacolégicos del zoapatle realizados por Rodrifguez en
1869, quien administré extracto  hidroalcohdlico del zoapatle a
sus pacientes, observando fuertes contracciones uterinas  (Béjar,

1985).

Cota en 1883 realiz6é un ensayo experimental con perras
prefiadas a las que les administré 1-2 g de la sustancia neutra
obtenida por Altamirano (1895) y describié al zoapatle como un

oxitécico.

En 1887 Reza describié 1los efectos téxicos de la ingestién
de las decocciones del zoapatle en mujeres embarazadas. Encontré
que ejercfa wuna accién directa sobre el misculo liso uterino

grdvido, ya que provocaba su tetanizacién.

Toussaint  (1893) detecté el efecto del extracto acuoso del
zoapatle en la fibra cardfaca y establecié que inducfa

inhibicién en la contractilidad muscular,

17



Mediante la recopilacién de evidencias  clfnicas, Ramfrez
(1894) determiné que el zoapatle es una planta oxitécica y itil
para - el parto. No obstante, a principios del siglo se prohibid
la venta del zoapatle en los mercados de México, debido a su uso

indiscriminado (Noriega, 1902).

Otro trabajo posterior que describe el efecto del zoapatle
fue la tesis realizada por Rodriguez-Romdn (1929) con el Estudio

fisiolbgico del cithuapaili .

Garcfa-Colin (1929) realizé el estudio Contribucién a la
farmacologia de los ocitécicos con especial referencia al
zoapatle , en éste se reporta la  presencia un elemento
biologicamente activo, Eriocomina A, especificando su actividad

"ocitécica” en mujeres embarazadas.

Del mismo modo, los trabajos de Terrés (1921) Estudio sobre
la aplicacién terapeiitica de la Eriocomina en Ginecologfa , el de
Villafuerte  (1929) Contribucién al estudio de los oxitécicos y el
de Valencia y Rodrfguez-lIbarra (1931), determinaron el efecto

oxitdcico y uteroconmstrictor de la planta.

De Lille y Ramfrez (1933) efectuaron un andlisis del efecto
de la decoccién de la especie Montanoa myriocephala sobre el
itero de cobayo in vitro, el cual indujo motilidad uterina de

cobayos normales y grdvidos.

Los resultados obtenidos hasta ese momento, en el estudio
_del zoapatle generaron un interés general que dio como resultado

el surgimiento de diversos estudios fisiolégicos  posteriores.
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Derbez, Pardo y Del Pozo (1945) estudiaron las acciones del

zoapatle sobre la actividad motora del itero in situ en ratas

grdvidas e ingrdvidas; asi como, las  respuestas uterinas a
estfmulos nerviosos y hormonales. Como resultado obtuvieron una
respuesta inhibitoria en el idtero ingrdvido y excitatoria en el

utero grdvido. Se plante6 que estas respuestas podrfan deberse a
la liberacién de adrenalina de las gldndulas suprarrenales. De
acuerdo con sus observaciones sugirieron la accién directa del
zoapatle sobre el  misculo uterino e indirecta en las

suprarrenales.

El trabajo realizade por Hidalgo-Chdvez (1947) destaca el
uso de diferentes tipos de extractos y fracciones aislados del
zoapatle, administrado por via endovenosa, -a conejas grdvidas e
ingrdvidas y gatas ingrdvidas, in vivo. En éste se observaron
efectos sobre la contractilidad y actividad ritmica del itero,
comparada con los diversos extractos ensayados. Concluye que Ia
respuesta inducida por los extractos se debfan probablemente a la

liberacién de adrenalina.

Los trabajos de investigacién, para evaluar los efectos de
los diferentes extractos del zoapatle, han adolecido de
imprecisiones metodoldgicas, lo que ha impedido conocer su efecto
real sobre el misculo uterino. Dichas imprecisiones se deben a
que no se ha considerado diversas condiciones tanto de la planta,

como del sistema en que se estd experimentando.

Es importante considerar  las caracterfsticas intrfnsecas  de

la planta, como es la especie, su edad, el lugar y época
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estacional de colecta; asf como, la parte de Ia planta a partir
de la cual se hizo la extracci6én; por ejemplo, flores, raices,
tallos u hojas. De acuerdo con esto, Damian (1990) reporté que
la concentracién de los compuestos aislados de Montanoa tomentosa
no es constante en diferentes periédos estacionales. Otros
factores que pueden influir son los factores abidticos (Estrada
et al., 1983; Ponce-Monter er al, 1983), la  presencia de
electrolitos Nat, KT, ca?t y Mg2t (Bolton, 1979), el pH del

producto, 1la concentracién y la variable de la dilucién.

Asimismo, debe tomarse en cuenta el estado hormonal en que
se encuentran los animales utilizados en la experimentacidn. Esta
condicién se modificada en los mamiferos, de manera importante,

en las diferentes fases del ciclo estral

El efecto uteroténico de 1la decoccién del zoapatle  fue
comprobado por Sentfes y Amayo (1964) sobre iitero humano grdvido
(32-42 semanas), con producto muerto. Durante esak
investigaciones no se observaron cambios en la presién sangufnea,
ni en la frecuencia respiratoria y cardiaca del  paciente.

Empero, no describieron 1a expulsién de los productos muertos.

En 1976, Mateos et al realizaron  una descripcién del
efecto de los productos orgdnicos semipurificados del zoapatle,
en mujeres embarazadas con muerte fetal y en mujeres en

diferentes dfas del ciclo menstrual.

En 1977, Gallegos y Cortés-Gallegos obtuvieron una - pateate

en la cual describieron los efectos del extracto acuoso del
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zoapatle en mujeres con difefentes niveles hormonales.
Iniciaimente, administraron oralmente un concentrado de té con 15
y 30 g de hojas secas de Montanoa tomentosa , a mujeres de ciclo
menstrual normal, en la fase lutea. En este trabajo se
descrubrié una reduccién rdpida y transitoria en los niveles de
progesterona  circulante, como efecto luteolftico, y este cambio
se relaciond con la temperatura corporal basal.  Asimismo,
. determinaron una disminucién en la duracién del ciclo menstrual
Ademds se prob6é el efecto uteroténico del extracto acuoso en
diferentes especies de animales in vitro. De la misma manera,
los autores evaluaron el efecto téxico del extracto sobre 1la
funcién cardiovascular, gastrointestinal, renal y respiratoria,
adicionalmente  probaron el efecto uteroténico del extracto acuoso
en diferentes especies de animales in vitro, y concluyeron que
esta decoccién no tuvo efecto sobre el itero de rata y ni sobre

el de mono Rhesus.

Calderén er al. (1977) realizaron un trabajo sobre el efecto
de la decoccibn de M. tromentosa sobre la actividad uterina de
conejas, in vitro. Concluyeron que la decoccién del zoapatle,
administrada en désis de 05 ml, 1.0 ml y 15 ml, ejerce un
efecto  oxitécico menor al producido por la oxitocina. Sin
embargo, en este trabajo no se menciona el origen de la planta,
no se explica la forma de preparacién del té, ni el volimen de
las cdmaras de ¢rganos aislados. Tampoco se consideré Ia
presencia del ion potasio presente en la decoccién. No obstante,
realizaron la importante observacién, hasta ese momento, de

comparar su efecto con el de la oxitocina.
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Von R. Neidlein y Stumpf (1977a) realizaron algunos
estudios sobre la biotransformacién y farmacocinética del 4cido
grandiflorénico, obtenido de la planta del género  Espeleria.
Describieron la formacidén de seis metabolitos obtenidos por
incubacién del d4cido grandiflorénico (20 mg/kg) por la accién de
la enzimas microsomales hepdticas de rata in vitro (Von R.
Neidlein and Stumpf, 1977b) y su biodegradacién por la flora

intestinal y excresién renal (Von R. Neidlein and Stumpf, 1977c).

Para corroborar los efectos anticonceptivos del zoapatle,
Landgren er al. (1979) administraron oralmente la decoccién
equivalente a 124 g de hojas secas (1 g/ml), a mujeres en
embarazo temprano (6-7 semanas), con muerte fetal intrauterina.
Estos autores concluyeron que la decoccién del zoapatle tiene
efecto  uterot6nico significativo con dilatacién cervical, célicos
de tipo menstrual y sangrado en algunas pacientes. Indicaron
también que las ddésis administradas, 1.1 y 1.4 g/kg de hojas
secas, fueron toleradas por las pacientes sin producir efectos
gastrointestinales. De esta manera, ellos no detectaron
propiedades  luteolfticas, como lo habfa reportado anteriormente
Gallegos y  Cortés-Gallegos (1977). Sin embargo, estas
diferencias podrfan ser  atribuidas a diferentes condiciones
biolégicas y ecoldgicas de la planta (Ponce-Monter et al., 1983),

o al estado reproductivo del animal (Hahn er al., 1981).

Siguiendo la trayectoria de las investigaciones
farmacolégicas y qufmicas sobre los constituyentes del zoapatle,

han surgido  basicamente dos grupos de trabajo, el de los
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investigadores de Ortho Pharmaceutical y el de los investigadores
mexicanos. Estos grupos de investigaci6n han aportado elementos

que han permitido ampliar la informacién sobre la planta.

Destaca el trabajo publicado por Hahn et al. (1981), dentro
de los investigadores del grupo de Ortho Pharmaceutical Estos

autores  evaluaron diferentes productos aislados del zoapatle,

extracto crudo, extracto semipurificado, montanol y zoapatanol,
para observar los efectos de antifertilidad y antiimplantatorio
en cobayo, rata, ratén y hamster. Sus resultados obtenidos

demuestran  sélo un efecto interceptivo en el cobayo en el dfa 22

de la preiiez La administracién intraperitoneal y oral del
extracto crudo, extracto semipurificado y el zoapatanol, a
diferentes  désis, produjo 1a interrupcién del embarazo y la
disminucién en el mimero de implantes. Reportan al montanol

como un compuesto menos activo, comparado con el zoapatanol
administrado a la misma ddsis. Mientras que, la actividad
antiimplantatoria del montanol, por la vfa intraperitoneal fue
practicamente nula. Los compuestos zoapatanol y montanol no

resultaron ser mds eficaces respecto que los extractos.

En 1981, Smith et al. compararon la actividad del zoapatauol

con el de las prostaglandinas, tomando como base las semejanzas
que existen en los efectos antifértiles y en la estructura
molecular  qufmica. En este experimento encontraron que el

zoapatanol (100 nM) contrafa el fleo de cobayo como la arteria
coronaria del gato pero, en contraste, era incapaz de inducir un

efecto sobre el itero de conejo y rata. Esto sugirié que el

23



efecto de antifertilidad del zoapatanol  podrfa deberse a  su

interaccién  con receptores del misculo liso vascular, aun no

identificados.
Dentro de los trabajos realizados por el grupo de
investigadores mexicanos, sobresalen los dirigidos por Gallegos

y Lozoya del Instituto Mexicano del Seguro Social; asf como,
los investigadores del Instituto de Investigaciones Agricolas  de
la Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidrdulicos y de los
investigadores del Instituto de Qufmica, de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

De esta colaboracién interdisciplinaria se han producido
diversos trabajos de  investigacién sobre el  zoapatle, que
analizaron los aspectos histéricos, botdnicos, qufmicos,
farmacoldgicos, fisiolégicos y toxicoldgicos.

En estos trabajos, Estrada er al. (1983) evaluaron la

actividad uteroténica de algunas especies del género Monranoa ,
recolectadas en diversas zonas de la Repiblica Mexicana.
Compardindolas con especies cultivadas en un campo experimental de
la Universidad Auténoma de Chapingo. Para ello, utilizaron el
modelo in vitro en itero aislado de cobayo. Los resultados
destacan la actividad de M. frutescens como la especie comn mayor
actividad uterotémica y a M. mollisima como la especie menos
activa, mientras que M. romentosa tuvo una potencia uteroténica
intermedia. Ellos establecen que diversas  variables pueden
influir en los resultados de este sistema in virro, como es la

edad de la planta y la parte estructural utilizada y las
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condiciones climdticas o bioldgicas.

Lozoya et al. (1983) comprobaron la accién uteroténmica de
la decoccidén, el extracto hexdnico y el dcido cauradienoico
sobre la contractilidad uterina de cobayo, perro y rata, in
vitro, a dosis de 20 wg/ml 40 ug/ml y 20 ug/ml, respectivamente.
Es importante destacar que estos compuestos incrementaron el
tono y frecuencia de las contracciones; sin embargo, en iteros

aislados de rata no se observaron efectos oxitdcicos.

Para disminuir el contenido de iones (K7, Ca 2+ , Mg 2+ ) del
extracto acuso del zoapatle se administr6 el extracto dializado
en tejidos wuterinos de diversas especies de mamiferos (Ponce-

Monter er al., (1983).

Los pruebas toxicoldgicas aplicadas a rata y perro,
demuestran que la decoccién de hojas de =zoapatle carece de
toxicidad (Southam er al., 1983). Esto confirma los resuitados
obtenidos por Gallegos y Cortés-Gallegos et al. (1977), en

mujeres y por Landgrem er al., (1979), en rata y mono Rhesus.

Diversos trabajos han surgido para destacar la actividad de
los extractos acuosos de M. romentosa 'y M. frutescens . Entre
estos, el estudio de Estrada et al. (1983) y Ponce-Monter et al
(1983) quienes destacan a M. frutescens como la especie que

induce mayor contractilidad uterina  (Ponce-Monter et al., 1983),

Otro trabajo es el realizado por Pedrén et al. (1985)
quienes comprobaron la inhibicién de los sitios de implantacién

en la rata, utilizando los extractos acuosos de M. frutescens
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y .M. tomentosa . Estos resultados  destacan que el extracto

acuosos de M. frutescens, a una concentracién de 50 mg
equivalentes de hojas secas, produce la inhibicién total de los
sitios de implantacién, al cuarto dfa de prefiez. Mientras que,

al utilizar  extracto acuoso de M. tomentosa los implantes
presentan  caracterfsticas  morfolégicas. anormales. Lo que apoya
los descrito por Levine er al. (1981) que demostraron que el
extracto acuoso de M. tomentosa no tuvo efecto antiimplantatorio,

al ser administrado oralmente del dfa 1 al 6 de la gestacién a

dé6sis menores de 100 mg/kg

Para comprobar nuevamente la actividad de M. frutescens 'y

M. tomentosa , Gonzdlez-Angulo et al (1985) administraron
intrauterinamente extracto acuoso (1 g de hojas secas/ml) a
ratas. Estos resultados demostraron que el extracto acuoso de M.
frutescens  causa  alteraciones en las  estructuras morfoldgicas

uterinas. No observdndose este fenémeno con el extracto acuoso de
M. romentosa . Esto podrfa ser una base para explicar el efecto
antiimplantatorio producido por el extracto acuoso de M.
frutescens , en la rata. Esto también fue comprobado pof Méndez
(1989) quien compara el efecto de la decoccién de M. romantosa 'y
M. frutescens sobre la implantacidn, organogénesis y perfodo

perinatal in vive en rata

Wens et al. (1985) estudiaron el efecto de los extractos
acuosos de M. tomentosa y M. frutescens (1 mg de hojas secas/ml)
sobre espermatozoides de conejo y humano. Determinaron que el
extracto acuoso de M. frutescens' producfa un efecto inhibitorio

sobre la motilidad y viabilidad de espermatozoides humanos, lo
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que no sucedi6 con el extracto acuoso de M. tomentosa .

Del mismo modo, Valencia et al. (1986), encontraron Que el
dcido caurenoico y dos de sus derivados aislados de M. frutescens
(dcido  15-hidroxi-dihidrocaurenoico y 15-ceto-dihidrocaurenoico),
tienen efectos inmovilizantes y poca capacidad para disminuir el

nimero en los espermatozoides humanos.

Otro reporte que destaca los efectos producidos por el
extracto acuoso de M. tomentosa fue el realizado por Ponce-
Monter et al. (1985). En éste, se observa que la actividad
espontdnea de las tiras uterinas de rata son inhibidas en
presencia del extracto acuoso, produciendo un efecto contrario
en las tiras uterinas del cobayo. No obstante, Estrada er al.
(1983)  encontraron que el extracto acuoso de M. frutescens
incrementa la contractilidad uterina en la rata. Ellos
demostraron que los efectos producidos, no estdn mediados por

los sistemas  histaminérgicos presentes.

Con el objeto de esclarecer los posibles mecanismo de accién
de los extractos acuosos del zoapatle, Perusqufa et al. (1985)
estudiaron en tiras wuterinas de rata el efecto de los extractos
de M. tomentosa y M. frutescens (20 mg/ml). Los resultados de
este trabajo demuestran que estos extractos son capaces de
modificar 1a tensién muscular. En el dtero de rata esta accién
estd mediada por la estimulacién de receptores adrenérgicos y/o
colinérgicos, producido,  probablemente, por sustancias  presentes

en los extractos con propiedades adrenérgicas o colinérgicas.
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Se han realizado  diferentes  trabajos para conocer los
cambios en los niveles de progesterona circulante producido por
los extractos acuosos del zoapatle. Segin  Gallegos y Cortés-

Gallegos et al. (1977), se observa disminuci6n en los niveles de

progesterona plasmdtica al  administrar el extracto acuoso a
mujeres durante el ciclo menstrual. Y el mismo efecto cuando se
administr6 a mujeres embarazadas (Landgren er al., 1979). Sin

embargo, en el sistema seleccionado por Pedrén er al. (1988), en
conejos preflados se les administr6 estracto acuoso (5.0 mg/dfa)
no se observaron modificaciones en los niveles de progesterona

plasmdtica,

Con la continua inquietud de seguir  explorando los
mecanismos de accién de los compuestos aislados del zoapatle
Béjar et al. (1984a) establecieron que el d4cido cauradienoico,
como compuesto mds abundante en el extracto acuoso del zoapatle
(0.19 mg/ml), tiene una  actividad antagonista al calcio, lo que
produce un efecto inhibitorio ‘en la actividad  contrdctil del

dtero de rata.

Enrfquez er al. (1984) estudiaron en un modelo in vitro el
efecto del 4dcido y de su ester metflico sobre la contractilidad
del itero aislado de cobayo, rata y humano. Mostraron  que el
dcido cauradienoico produce inhibicién en la actividad espontdnea
en los tres modelos empleados y que el ester metflico induce un

aumento en la motilidad espontdnea de los mismos tejidos

ensayados. Este hallazgo confirmé la posible la funcién crftica
que desempeiia el grupo carboxilo sobre las propiedades
farmacolégicas de estos caurenos. Sin embargo, Ponce-Monter et
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al. (1988) probaron que el dcido 16a-OH caurenoico y su ester
metflico, aislado de M. hibiscifolia, sobre las tiras uterinas
de rata y cobayo, manifiestan  una inhibicién en la actividad

contrdctil espontdnea y la inducida por oxitocina y K.

Béjar er al. (1984b), publicaron otro trabajo donde destacan
el efecto del extracto acuoso de M. romentosa (20 ul/ml) y el
dcido grandiflorénico (12 ug/ml) en diferentes etapas ~del ciclo
estral, Confirman que la motilidad uterina in vitro estd
determinada por los niveles de hormonas esteroides, ¢omo  se
comenté anteriormente. Las respuestas en las contracciones
espontdneas inducidas por ambos compuestos son similares. Por lo
que consideran al dcido grandiflorénico un componente importante

del extracto acuoso.

Dentro del grupo de investigadores de Ortho-Pharmaceutical,

Hahn et al. (1984), comprobaron el efecto antifertilidad y
vasoconstrictor del  miisculo liso  uterino de un compuesto
sintético andlogo del zoapatanol, el ORF 13811. Esto concuerda

con lo reportado por Smith er al (1981), al demostrar el efecto
vasoconstrictor del zoapatanol en arteria  coronaria de gato.
Asfmismo, demostraron las propiedades uteroténicas de este

compuesto

Segin los trabajos realizados por Yamamoto et al. (1983) se
-ha comprobado que los caurenos diterpenos pueden inhibir la
produccién de glucosa en los tibulos renales de la rata. Otros

efectos producidos por los  caurenos en la rata e 1la
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fosforilacién oxidativa de la mitocondria aislada del higado

-(Bracht et al.,, 1985) 'y efectos esteroidogénicos en células
adrenales  aisladas, inducidos por el caurenol (Moriwaki er al.,
1986).

Se ha propuesto que la polaridad de los compuestos influyan
en la actividad uteroténica de los tejiidos ensayados. E! primer
tipo de actividad fue caracterizada por un incremento de las
contracciones, en magnitud y frecuencia, el segundo tipo inhibe

las contracciones espontidneas (Waller et al, 1987).

Otros compuestos ensayados farmacologicamente han sido los
dcidos angeloigrandifldrico, monoginoico y caurenoico. En
bioensayos realizados en cobayo in vitro, se mostré6 que el dcido
angeloigrandifldric, a dosis mayores (100 mg/kg), induce
contraccién. Mientras que los dcido caurenoico y monoginoico (4.0

y 4.6 mg/ml), en fueron inactivos (Lu er al, 1987).

Béjar (1988) reporta que el 4cido grandiflorénico no tiene
actividad estrogénica sobre el wtero de rata ovarectomizadas, a

diferentes dosis.

En otro trabajo (Campos-Lara et al.,, -1990), se determiné

el efecto antagdnico de los derivados del 4dcido caurenoico en
iteros de rata y cobayo estrogenizados. El 4cido 15-ceto-
hidrocaurenoico y el 15-hidroxi-hidrocaurenoico incrementaron la

actividad espontdnea uterina de cobayo a 10-60 uM y 15-100 uM,

respectivamente, mientras que, en el dtero aislado de rata el
15-hidroxi-hidrocaurenoico (15-100 uM) inhibe su actividad
espontdnea y el dcido 15-ceto-hidrocaurenoico (25-160 uM) la
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incrementa. Este incremento de la contractilidad uterina  en
ambos modelos no es modificado a través de los receptores

muscarfnicos y liberacién de prostaglandinas.

Otra propiedad reportada para el dcido caurenoico, obtenido
de Mikania laevigata, es el de ser un compuesto antimicrobiano y
fungicida, sobre Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,  Staphylococcus aureus 'y S. epidermis 'y en hongos
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhodotorula rubra y
Aspergillus  parasiticus, a una  concentracién de 250 ug/ml,

(Davino er al., 1989).
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MECANISMO DE EXCITACION-CONTRACCION

En el mecanismo de excitacidn-contraccién del musculo liso, Ia
participacién del calcio es indispensable para  activar a las
protefnas contrdctiles de las fibras musculares (Somlyo and

Somlyo, 1968; Bolton, 1979; Kanmura, 1988). Esta activacién es

producida por los cambios en la concentracién de calcio
intracelular del musculo liso (Kamm and Stull, 1989; " Kanmura,
1988). En la actualidad, se reconocen tres fuentes  primarias

para inducir el incremento intracelular de Ca2+, una es el calcio
libre extracelular 'y otra es el calcio ligado a la membrana vy,
finalmente, el calcio almacenado intracelularmente (Mironneau,

1973; Hodgson and Daniel, 1973; Ruzycky er al., 1987).

Se ha reportado que en el musculo liso uterino el retfculo
sarcopldsmico es un organelo fundamental en la regulacién de
calcio citopldsmico (Carsten, 1969; Somlyo, 1985), y que Ia
mitocondria no contribuye significativamente en ello (Somlyo and

Himpens, 1989).

El ingreso de Cca2* al musculo liso es inducido por el
acoplamiento electromecdnico y farmacomecdnico  (Bolton, 1979). El
primero estd mediado por cambios en el potencial de membrana que
ocasionan la entrada de CaZt por los canales sensibles al
voltaje, mientras que el acoplamiento farmacomecdnico estd
mediado por la entrada de Ca2t 3 través de canales operados por
el receptor y por la accién de segundos mensajeros, generados por
la activacién del receptor, los cuales inducen 1la liberacién de

calcio de almacenes intracelulares (Bolton, 1979; Ruzycky, 1987,
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Somlyo and Somlyo, 1990).

Un método para el manejo del acoplamiento farmacomecdnico
incluye el uso de agonistas colinérgicos, serotonérgico,
oxitéeicos, prostaglandfnicos, entre otros; mientras que, un
método para manipular el acoplamiento electromecdnico  consiste en
‘la utilizacién de una solucién despolarizante de KT (40 mM). Es
importante mencionar que cuando se inducen contracciones del
misculo liso uterino, independientemente del método utilizado, la
actividad  contrdctil de este tejido depende de la concentracién

de Ca2% extracelular (Bolton, 1979).

Bolton (1979) sefialé que las contracciones del misculo liso,
inducidas por agonistas, son consecuencia del incremento del
calcio intracelular a través de las vfas de entrada de calcio
sensibles al receptor y que la contraccién inducida por el método
qufmico (K'*’ 40 mM), es producto del incremento de calcio
intracelular por las vfas de entrada de calcio sensibles al

voltaje.

Al activarse el receptor por el agonista, la protefna G, que
es un woligémero formado de tres subunidades (alfa, beta y gama),
se disocia y libera a su subunidad catalftica  (alfa), la cual

activa a la fosfolipasa C, la cual inicia la hidrdlisis de los

fosfoinositidos  (Berridge, 1987) (Fig. 3). Se ha propuesto que
este mecanismo induzca la liberacién de Ca2t del retfculo
sarcopldsmico e incremente rapidamente la concentracién de Ca2t
citopldsmico y principia el acoplamiento farmacomecdnico

(Abdel-Latif, 1986; Hughes and Putney, 1988; Van Breemen and
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Saida, = 1989).

Somlyo et al. (1985) aportan  suficientes evidencias para
considerar que la vfa de fosfatidilinositol, especificamente el
inositol trifosfato (Ins 1,4,5 P3), actia como un transmisor que
induce la liberacién de Ca2¥ del retfculo sarcopldsmico del
misculo liso. Observaciones  similares reportan al Ins 14,5 P3
como un segundo mensajero que participa en la liberacién de Calt
de fuentes no mitondriales (Carsten and Miller, 1985; Abdel-
Latif, 1986; Berridge, 1987; Kanmura et al., 1988; Van Breemen
and Saida, 1989) (Fig. 3).

Este aumento Ca2+intracelular, por la via de la hidrélisis
de los fosfoinositidos, produce que la calmodulina se uma a los
iones de Ca2%, formando el complejo CaZ27 -calmodulina. Una

molécula de miosin-cinasa de cadena ligera es activada por una
molécula de Ca2% -calmodulina (Kamm and Stull, 1985). Al
interactuar el complejo Ca2%t -calmodulina con la miosin-cinasa de
cadena ligera, fosforila las dos cadenas ligeras de miosina. Una
vez fosforilada la miosina forma puentes de entrecruzamiento con
la actina y se produce el deslizamiento de los filamentos de la
actina y la miosina. Cuando los . niveles de calcio disminuyen, la
calmodulina se disocia de la miosin-cinasa de cadena ligera, y se
produce la relajacién (Carsten, 1987; Somlyo,' 1990). Cuando
el misculo liso miometrial estd en reposo la concentracién de
calcio es de 10°7 M. Mientras que en la contraccién existe un
aumento en la concentracién de calcio intracelular a 10 M

(Irvine, 1986; Carsten, 1987).
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En esta dindmica de regulacién de la concentracién de Ca2+
intracelular del misculo liso, intervienen dos sistemas de
membranas, la membrana plasmdtica, la cual esta bajo el control
del  potencial de membrana y los agonistas, y el retfculo
sarcopldsmico, el cual estd regulado por los segundos mensajeros

(Van Breemen and Saida, 1989).

La disminucién de calcio intracelular través de la membrana
plasmdtica puede realizarse por una ATPasa-Ca 2+,Mg2+, por un
intercambiador Nat/Ca2% o a través de la toma de Ca 2% por
organelos  intracelulares (Cauvin er al., 1983; Mironneau, 1984;
Bolton, 1986; Nicholls, 1986; Carsten, 1987; Van Breemen and
Saida, 1989). Se ha  propuesto que el mecanismo del
intercambiador Na2t/Ca2t en el misculo liso uterino es un

mecanismo importante en el movimiento de Ca2t (Carsten, 1987).
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INERVACION UTERINA

Mediante técnicas  histoquimicas y electrofisioldgicas se ha
determinado que el misculo liso uterino de rata presenta una
inervacién dual simpdtica y parasimpdtica. Asimismo, contiene

plexos nerviosos en vasos sangufneos y gldndulas (Adham and

Schenk, 1969).

En el musculo liso del aparato reproductor de la hembra, la
inervacién  simpdtica estd constituida por fibras adrenérgicas que
tienen como neurotransmisor a la noradrenalina, dicho
neurotransmisor estimula receptores alfa y beta adrenérgicos que
‘se encuentran en este tejido. Por su parte, la inervacién
parasimpdtica  estd conformada por fibras colinérgicas que tienen
como neurotransmisor a la acetilcolina, la cual estimula a los
recptores muscarfnicos de este tejido (Campbell, 1970; Sato er

al.,, 1989).

La inervacién dual del mudsculo liso wuterino puede haber
diferir considerablemente entre especies de animales (Moadwood,
1973). También se ha demostrado que las hormanas ovdricas regulan
la cantidad de noradrenalina presente en las terminaciones de los

nervios adrenérgicos (Adham and Schenk, 1969; Marshall, 1970).

El tero de rata presenta una inervacién adrenérgica
abundante, asociada con vasos sangufneos y haces del misculo
liso. La capa circular interna del misculo uterino estd mds
inervada que la capa longitudinal externa; la intensidad de la

inervacién disminuye hacia la parte ovdrica del cuerno uterino
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‘(Adham - and Schenk, 1969).

De manera cldsica, se ha propuesto que el nervio
hipogdstrico es la ruta parasimpdtica principal que se dirige
hacia la zoma pélvica; el mnervio pélvico constituye la ruta
parasimpdtica que va hacia las vfas urogenitales (Campbell,

1970).

Recientemente, Sato et al. (1989) confirmaron que el nervio
hipogdstrico y pélvico son las vfas de inervacién motora del
dtero, cérvix y vejiga en la rata. Ademds de la inervacién

adrenérgica y colinérgica del la actividad del miisculo liso

uterino estd influida en forma directa por otros
neurotransmisores, tales como la serotomina, la histamina, la
oxitocina, la angiotensina y las prostaglandinas, sustancias  que

alcanzan la membrana celular a través de la vfa sistémica.
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ASPECTOS HISTOLOGICOS DEL APARATO REPRODUCTOR
FEMENINO DE LA RATA

En los mamfferos, el aparato reproductor femenino estd
constituido por los ovarios, oviductos, tero y vagina (Beck and
Boots, 1974). El itero y oviducto derivan embriolGgicamente de
los conductos de Muller. El oviducto se denomina algunas veces
tubo uterino o trompa de Falopio (Snell, 1941; Bloom and Fawcett,
1987). En los oviductos se realiza la fertilizacién y el
transporte de los gametos del macho y de la hembra (Snell,

1941).

En el oviducto se distinguen varios segmentos, a los cuales
se asignan diferentes términos descriptivos. La parte cercana al
ovario llamada d4mpula, comprende aproximadamente las 2/3 partes
de la longitud del oviducto. Su didmetro es amplio, forma
prolongaciones largas y delgadas hacia la luz y su porcién
anterior es semejante a un embudo abierto; el se denomina
infundfbulo. El  4dmpula continda con el istmo (Snell, 1941), y
comprende aproximadamente 1/3 de la longitud del oviducto en
relacién con el dmpula. Su luz es mds estrecha, pero su pared es
mds gruesa. El istmo se contindia con el 4rea de transicién entre

el oviducto y el itero llamada wunién wuterotubal.

El dtero tiene funciones importantes en la reproduccién, ya
que es el lugar donde se recibe al embrién procedente de la
trompa, se produce la implantacién y establece las relaciones

vasculares para el mantenimiento del embrién a lo largo de su
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desarrollo (Bloom and Fawcett, 1987; Dellmann and Brown, 1976).

La porciones uterinas de los conductos de Muller pueden
presentar  varios grados de fusién, dependiendo de 1la especie
(Snell, 1941; Dellmann and Brown, 1976). En la rata, estos
conductos se fusionan solamente en sus extremos inferiores y se
abren en un solo orificio al exterior, quedaado su  mayor
superficie como dos tubos separados que forman los cuernos

uterinos (Sneli, 1941).

Desde el punto de vista histolégico la pared del itero estd
dividida en tres regiones: endometrio, miometrio y perimetrio

(Dellmann and Brown, 1976; Banks, 1986; Vaquero, 1982).

El endometrio participa en la implantacién del embrién y
la formacién de la placenta (Bloom and Fawcett, 1987), El
endometrio  incluye el epitelio, las gldndulas tubulares simples y
el tejido conjuntivo subyacente (Vaquero, 1982; Banks, 1986). E!
epitelio es columnar simple y secretor (Bloom and Fawcett, 1987).
Mientras que, las gldndulas tubulares estdn  revestidas por
epitelio cibico simple (Dellmann  and Brown, 1976). Los
productos  de secrecién del epitelio glandular incluyen Ipidos,

glucégeno y protefnas.

El tejido conjuntivo  laxo estd muy vascularizado, con
muchos fibroblastos. Se hallan presentes abundantes macréfagos,
linfocitos y células plasmdticas que penetran desde los vasos

sangufneos.

La siguiente regién uterina, el miometrio, estd formado de
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una' capa de musculo liso circular interna mds gruesa y los haces
estdn arreglados alrededor del eje longitudinal . En lIa capa
externa los haces estdn arreglados de manerda paralela al eje

longitudinal del itero (Dellmann and Brown, 1976; Banks, 1986).

El tejido conjuntivo situado entre los haces musculares estd
formado por fibras coldgenas, fibroblastos, células
indiferenciadas del tejido conjuntivo, macrdfagos y células

cebadas (Bloom and Fawcett, 1987; Finn and Porter, 1975).

El perimetrio o tdinica serosa, se compone de tejido
conjuntivo laxo, recubierto de mesotelio peritoneal En esta capa
se encueniran presentes numerosos vasos linfdticos y sangufneos

y fibras nerviosas (Dellman and Brown, 1976).

El  dtero estd vascularizado, principalmente, por las
arterias uterinas 'y, de modo accesorio, por las arterias ovdricas
y por las arterias del ligamento redondo. Estas  arterias
penetran en la capa muscular y se resuelven en un plexo, del cual
se emiten ramas externas para los estratos  musculares més

externos y para el perimetrio (Vaquero, 1982).

La zona de transicién es el cuello uterino o cérvix, que es
de epitelio plano poliestratificado aglandular no queratinizado y
sirve como vdlvula para cerrar el lumen uterino y separarlo de la
vagina, El cuello uterino se continda con la vagina, Ila cual se
abre hacia la vulva (Snell, 1941) y misma que se comunica al

exterior.
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CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR
LA ACCION DE LOS ESTROGENOS

Existen diversos cambios morfoldgicos y fisioldgicos del iitero de
los mamifferos a lo largo de su ciclo estral, éstos se encuentran
regulados, principalmente, por las  hormonas sexuales, los

estrégenos y la progesterona.

Se ha utilizado al itero de rata como modelo para describir
los procesos  celulares y bioqufmicos relacionados con el
mecanismo de accién de los estrégenos, inducidos durante el ciclo

estral o mediante su administracién.

Los estrdgenos em el itero de rata inducen uma serie de
procesos complejos que comprenden los incrementos en la
permeabilidad vascular, en la imbibicién de agua, de eosindfilos,
de células cebadas, en el metabolismo de la glucosa, en Ia
sfntesis de protefnas, en la produccién de actomiosina (Lan and
Katzenellenbogen, 1976; Campbell et al, 1980), y en la
estimulacion  de la sintesis de RNA (Wilson, 1963; Gorski and
Nelson, 1965) y DNA.

Entre los trabajos histoldgicos, destaca el de Grunert et
al. (1986) el <cual establece que la administracién por vfa
endovenosa (0.01-1 000 wg/kg) en ratas ovarectomizadas, produce

una reduccién en la altura del epitelio celular 6 horas después

de la administracién de esta hormona e induce  también
hipertrofia celular miometrial, después de 24 horas.
Determinaron que el dietilestilbestrol es mds débil que el 17-

42



beta  estradiol para  inducir edema uterino, incremento de
eosinéfilos y su redistribucién en el miometrio, 6 h después de
la administracién. Esto concuerda con el trabajo de Hisaw
(1959), quien compara la  efectividad de  seis estrégenos,
administrados subcutdneamente, sobre el edema y crecimiento

uterino de rata, a diferentes ddésis,

Sin  embargo,  Campbell et al. (1980) reportan que el
dietiestilbestrol es mds efectivo para promover el crecimiento
del! dtero de rata ovarectomizada que el 17-beta estradiol con

una dosis de ! ug/m! y administrados por vfa subcutdnea.

En el trabajo de Ross y Klebanoff (1967), realizado con
microscopio electrénico, determinaron cambios en la
concentracién y distribucidn  del retfculo endopldsmico  rugoso y
el aparato de Golgi en las células del  misculo liso y
fibroblastos del dtero de rata, seguido de wuna administracién
subcutdnea de 17-beta estradiol (0.06 a 60 ug), en diferentes
fases del ciclo estral Estos autores proponen que los cambios

estdn asociados con la sfatesis y secrecién de  protefnas.

Del mismo modo, Bo et al. (1968) describen un incremento
gradual en el mimero de ribosomas en la ld4mina externa de la
membrana nuclear y retfculo endoplasmdtico  rugoso, en células del
misculo liso del dtero de rata, entre 6 y 96 horas después de la
administracion subcutdnea de dipropionato de estradiol (10
ug/100 ul). También informan de un incremento en el niimero de las
mitocondrias (entre 24 y 48 h después de administracién del

estrdgeno) y ribosomas (6-12 h después), establecieron que estos
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cambios ocurren " por - un incremento en. la actividad metabélica de

la células del . musculo ‘lis_o;



MECANISMO DE ACCION DE LOS ESTROGENOS
EN EL UTERO DE RATA

Recientemente, se ha propuesto que las diferentes  respuestas
inducidas por los estrégenos sobre el tero de rata pueden
agruparse en dos tipos de mecanismos independientes
(Tchernitchin, 1979;  Tchernitchin, 1983). Asf, las respuestas
que se manifiestan durante las cuatro primeras horas después de

la administracién de estrégenos, se han denominado tempranas e

incluyen el incremento de eosindfilos, edema, incremento  de
permeabilidad vascular uterina, liberacién de  histamina y
proteccién antiinmune del blastocisto contra su rechazo

(Tchernitchin, 1974; Tchernitchin, 1979; Lan and Katzenellbogen,

1976), tales sucesos se han caracterizado como efectos no
gendmicos de los estrégenos en el dtero de rata. Estas
respuestas, probablemente son mediadas por  receptores a
estrégenos, localizados en la membrana de los leucocitos

eosind6filos  uterinos, los cuales migran de la sangre al epitelio
luminal  uterino, donde sufren  autolisis masiva y liberan su
contenido. Participan también los receptores a estrégenos
situados en la superficie de los vasos sangufneos, dichos
receptores, al ser activados por los estrégenos modifican la
permeabilidad vascular  (Tchernitchin, 1974;  Tchernitchin, 1983:
Lee, 1982).

El otro tipo de mecanismo de accién de los estrégenos sobre
el dtero de rata, es el que desencadema los procesos que tiemen

una latencia de mds de 24 h y contemplan el aumento de la
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sintesis de - protefnas, de DNA y de RNA. A este se le ha denomina
accién gendémica de los estrégenos sobre el itero de rata y
corresponde al mecanismo cldsico de accién de los estrégenos que
se inicia con la activacién del sistema receptor a estrégenos

citosdlico-nuclear (Tchernitchin et al, 1974).

Kirkland er al. (1977) y Gardner er al (1978) sugieren que
las respuestas no gendémicas inducidas por los estrégenos en el
dtero de rata representan la preparacién de este tejido para las

respuestas gendmicas que son el verdadero crecimiento del drgano.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El valor terapéutico de las plantas medicinales, manifiesto en la
medicina tradicional mexicana, ha tenido un  reconocimiento
indiscutible por muchos siglos. En nuestro pafs, existe un gran
nimero de plantas medicinales que cumplen una funcién importante
en el manejo del primer nivel de atencién a la salud. Sin
embargo, muchas especies de plantas no han sido aun estudiadas

desde el punto de vista fitoqufmico y de su actividad bioldgica.

Con base en los extensos estudios etnobotdnicos, los
estudios etnofarmacolégicos tratan de evidenciar las propiedades
biolégicas de las decocciones y de los productos aislados de las
plantas  medicinales mediante la  utilizacién de los métodos
farmacoldgicos  convencionales. A través de estos métodos se ha
estudiado al  zoapatle (Montanoa sp.), planta ampliamente
utilizada en los tratamientos  relacionados con algunos procesos

de la reproduccién en la mujer.

Se han realizado un gran ndmero de estudios, utilizando
preparaciones in vivo e in vitro, a fin de conocer el efecto de
las decocciones y compuestos aislados del zoapatle sobre la
actividad uterina de diferentes especies animales, tales como

rata, cobayo e inclusive del itero humano.

Sin  embargo, estos  estudios han  mostrado resultados
controversiales ya que los compuestos analizados presentan tanto
efectos excitatorios como inhibitorios. Asf, por ejemplo en

estudios in vitro, en el dtero de cobayo se ha observado que
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generalmente los compuestos aislados de  Montanoa producen un
incremento en la actividad uterina, mientras que,
frecuentemente, en el idtero aislado de rata se ha observado un
efecto inhibidor en 1la actividad uterina inducida por diferentes
estfmulos. Por otro lado, aln son muy escasos los estudios
histolégicos que  muestran el efecto de las decocciones y

compuestos  aislados del zoapatle sobre el tejido uterino.

Por tal motivo, en este trabajo se ensaya el efecto de los
caurenos, aislados del género Montanoa , sobre la  actividad
contréctii  del mdsculo liso uterino, aislado de rata tratada con
estrégeno, inducida por los agonistas acetilcolina, oxitocina y
serotonina. Este ensayo se realiza con el objeto de conocer si
" los caurenos son capaces de modificar las vfas de entrada de
ca2* inducidas por el acoplamiento farmacomecdnico en este
tejido. Se pretende ademds, investigar, a nivel histoldgico, si
el 4cido cauradienoico induce cambios morfolégicos en el dtero

aistado de rata tratada con estrégeno.
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Con este estudio, se pretende contribuir al conocimiento de
algunos aspectos de 1la actividad biolégicas de los caurenos,

aislados de Montanoa frutescens, M. tomentosa y M. hibiscifolia ,

en tero aislado de rata estrogenizada al emplear técnicas
farmacolégicas e hist6logicas. Especificamente, los objetivos de
esta investigacién son:

1. Estudiar el efecto de los dcidos cauradienoico, caurenoico,
grandiflérico, 16 alfa-OH caurenoico y el ester metflico,

del 4cido 16 alfa-OH caurenoico aislados de la planta Montanoa
ssp. sobre la contraccién inducida por agonistas uteroténicos en
el tero de ratas tratadas con estrégeno 3 benzoato-17 beta

estradiol  (3BE 5), in vitro.

2. Observar las caracterfsticas morfolégicas  del itero aislado
de ratas tratadas con estrégeno (3BE ;) sometidos a diferentes
tratamientos: solucién  Ringer Krebs bicarbonato, acetilcolina

(10 '4M) y acetilcolina-4dcido cauradienoico (40 ug/ml).
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MATERIAL Y METODO

ENSAYOS FARMACOLOGICOS

Los experimentos se realizaron en tiras de miisculo uterino
obtenidas de ratas virgenes de la cepa Sprague-Dawley de 200-250
g de peso, aproximadamente. Los organismos estuvieron en
condiciones  controladas, agua vy alimento ad libitum y un ciclo

de luz-obscuridad de 12-12 horas.

Con el objeto de estandarizar el estado hormonal de los
individuos, a cada uno se le administr6 subcutaneamente una
dosis de 20 ug/kg de 3-benzoato-17 beta estradiol (3 BE ,) de
ios laboratorios Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.), en un
volumen de 200 ul de aceite de mafz, 24 horas antes del

sacrificio.

Los animales se sacrificaron por desnucamiento e
inmediatamente se extrajeron cuidadosamente los cuernos uterinos,
quitdndoles el tejido conjuntivo y grasa. Posteriormente, se
colocaron en una caja de Petri que contenfa solucién Ringer-
Krebs bicarbonato, con la siguiente composicién (mM): NaHCO 3 20;

NaCl 120; KCl 4.6; MgSO 4 1.2; KH,PO 4 1.2; CaCly 2.0 y glucosa
11.5. Las sales utilizadas fueron grado reactivo (marca Merck).
La solucién se ajusté a un pH 7.4 con un burbujeo constante de

una mezcla gaseosa de 5% de CO, en 95% de O,..

De la parte central de cada cuerno uterino se obtuvieron dos
segmentos, de 1 c¢m de longitud aproximadamente. Los tejidos se

colocaron en c4dmaras de organos aislados, con un volimen de 10
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ml,  las cuales contenfan solucién Ringer-Krebs  bicarbonato, a una
temperatura de 37 +/- 19C y burbujeo constante de 5% de CO 4 en
95% de O,.

La actividad uterina se registré isométricamente con un
transductor de tenmsién (FTO3 Grass) conectado a un polfgrafo
modelo Grass 7B. Los segmentos uterinos s¢ ajustaron a 1 g de
tensién (9.8 mN) y se estabilizaron durante wuna hora antes de
exponerlos a las drogas, renovando la  solucién Ringer-Krebs

bicarbonato cada 10 minutos.
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'COMPUESTOS UTILIZADOS

Los agonistas utilizados en el presente estudio fueron cloruro de
acetilcolina (AChCl), creatinin sulfato de serotonina (SHT) de
los laboratorios Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.); asf como,

la oxitocina sintética (OT) de los laboratorios Sandoz (México).

Estos compuestos uteroconstrictores se adicionaron
directamente a la cdmara de Organos aislados, en un volumen que
no excedié los 20 ul Las concentraciones utilizadas en cada
agonista fueron acetilcolina 104 M y 10-5 M, oxitocina 5 mUI/ml,

y serotonina 105 M.

La respuesta inducida por acetilcolina (10'4 M) en todos

los experimentos  verific6 la viabilidad del tejido.

Los caurenos fueron aislados y purificados segiin lo
reportado  por Lozoya et al. (1983), Valencia er al (1986) vy

Ponce-Monter et al. (1988), de diferentes especies de Monranoa .

El 4dcido caurenoico se aisl6 de M. frutescens, el dcido
grandiflérico y dcido cauradienoico de M. romentosa , mientras el
dcido 16 alfa-OH-caurenoico y el ester metflico 16 alfa-OH-

caurenoico se obtuvieron de M. hibiscifolia .

Los caurenos utilizados se disolvieron en etanol puro (marca
Merck) y se adicionaron directamente a las preparaciones
estudiadas quedando una concentracién final del disolvente de
0.1%. Con el uso de bioensayos se comprobé que la concentracién

de etanol utilizada no modific6 la respuesta del tejido.
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TECNICAS HISTOLOGICAS

Para las observaciones histolégicas  se utilizaron 3 ratas de la
cepa Sprague-Dawley de 200-250 g de peso aproximadamente, las
cuales estuvieron en las condiciones antes mencionadas. A este
grupo de animales se le administré subcutaneamente una dosis de
20 ug/kg de 3-benzoato-17 beta estradiol de los [laboratorios
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.), en un volimen de 200 ul de

aceite de mafz, 24 horas antes del sacrificio.

Los animales se sacrificaron por desnucamiento e
inmediatamente, se extrajeron los cuernos uterinos de la cavidad
abdominal, quitdndoles el tejido conjuntivo y grasa. De cada

cuerno uterino se obtuvieron dos segmentos, de 1 cm de longitud
por 0.3 cm de ancho, aproximadamente. Y de estos segmentos se

obtuvieron los fragmentos de paltina (Estrada ef al., 1982).

Los fragmentos obtenidos fueron sometidos a los siguientes
tratamientos:
Tratamiento 1, considerado como control, fue extraido 'y

fijado inmediatamente en formol al 10%.

En los siguientes tratamientos el tejido uterino fue
colocado en cdmaras de d6rganos aislados, con un volimen de 10 ml,
fos cuales contenfan  solucién  Ringer-Krebs bicarbonato, a una
temperatura de 37 +/- 1°C, a un pH de 74 y burbujeo constante de

5% de CO9 en 95% de O,, durante un periodo de cinco horas.

En el tratamiento 2, se mantuvo una porcién  uterina

exclusivamente con solucién Ringer Krebs bicarbonato, durante el
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periodo - - estipulado.

En el tratamiento 3, se indujo una contracci6én uterina con

el agonista ACh 1074 M, durante el mismo tiempo,

Finalmente, en el tratamiento 4, el tejido uterino fue
incubado con el dcido cauradienoico (40 ug/ml) durante 10 minutos
y posteriormente se indujo una coatraccién con acetilcolina

(ACh 1074 M),

Al finalizar cada uno de los tratamientos, el tejido uterino
se procesé de la siguiente manera: se fij6 cada porcién en formol
al 10% por un tiempo de 48 h, después se lavé el fragmento de
platina en agua corriente, por un periodo de 2 h, para eliminar
el fijador. Posteriormente, se deshidrat6 en alcoholes graduales
50%, 60%, 70%, 80%, 96% y 100% durante 30 minutos en cada uno. Se
aclaro en xilol, xilol-parafina y se procedi6 a incluir en
parafina a 56 ©C con tres cambios de 30 minutos cada uno. Los
cortes se hicieron en un microtomo de parafina con un grosor de 6

"um en direccién transversal

Las técnicas de tincién aplicadas fueron las de

Hematoxilina-Eosina, Tricrémica de Gallego y azul de alciano.

Al finalizar las técnicas de tincién se montaron, limpiaron

y etiquetaron las preparaciones obtenidas. Se procedié a
observar en un. fotomicroscopio Zeiss 1III, en wun sistema de
iluminacién de campo claro. Se tomaron fotograffas con una

pelfcula Fuji 100 ASA.
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ANALISIS ESTADISTICO

El incremento en la actividad contrdctil, inducida por los
diferentes  agonistas, se analiz6 cuantitativamente al obtener el
drea bajo la curva (cm 2) de los registros en un perfodo de
6 minutos. La medicina del 4rea bajo la curva se hizo con un

planfmetro digital con trazador ajustable, Tamaya modelo polar 2.

La respuesta inducida por acetilcolina (o4 M) se consideré
como el 100% en todos los experimentos y con ésta se compar6 las
respuestas inducidas por los agonistas (ACh, OT y 5HT).

Obteniendo  un valor relativo porcentual

En el cuadro 3, se define el  modelo experimental
utilizado en este trabajo, cada valor observado representa el
nimero de teros utilizados en cada tratamiento. Para el
andlisis estadfstico se consider6 como dato los promedios de las
fracciones utilizadas por \itero en cada tratamiento. Fue
definido de esta manera para considerar la independencia de las
repeticiones. Asimismo, en este trabajo, no se identificaron
fuentes de variacién entre las unidades experimentales. Por tal
motivo, se utiliz6 un Disefio Experimental completamente al azar

sin  covariable.

Para el andlisis de los datos se utiliz6 el paquete
estadfstico BMDP (Biomedical Package), especificamente el
programa 7D. Este médulo de proceso estadfstico se caracteriza
por  presentar histogramas y estadfsticos bdsicos para cada

tratamiento. Incluye también pruebas de comparacién mudltiple
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(andlisis de varianza de una vfa y prueba de Tukey). El andlisis
de varianza de una vfa contempla dos procedimientos de prueba.
El primero supone que las varianzas son homogéneas y utiliza Ia
prueba de Levene. El segundo, supone que no existe homogeneidad
de varianzas, por lo que utiliza la prueba de Welch y/o Brown-
Forsythe (Dixon et al., 1990). El nivel de significancia se fijé
en valores de p < 0.05 unimarginal Los datos ‘en el texto y
figuras constituyen los  valores porcentuales de inhibicién
promedio de la fracciones del itero +/- el error estdndar de la

media de los tratamientos.
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- CUADRO 3

ACIDO CAURADIENOICO

20.0 ug/ml 170 ug/ml 80 wug/ml
ACh (10 '4M/) 6 9 -
oT Ul/mi) 6 .
5HT gn 3 g 3
ACI‘DO CAURENOICO
20.0 ug/ml 17.0 ug/ml 8.0 ug/mi
ACh (10 <4 M) 3 . 2
oT Ul/ml) 3 - -
5HT §“ 2 3 -
ACIDO CAURENOICO
20.0 ug/ml 17.0  ug/ml 80 ug/ml
ACh (10 4 M) 3 * 2
oT glUI/ml) 3 * .
SHT 2 3 M
ACIDO GRANDIFLORICO
20.0 ug/ml 41.66 ug/m} . 53.75 ug/ml
ACh (10 4 M) 3 * *
OT (5 mUl/mI) 2 * *
ACIDO 16 ALFA-OH CAURENOICO
- 200 ug/ml 5.0 ug/ml
ACh (10 4M) * 2
SHT (10 9 M) 2 2
ESTER METILICO DEL ACIDO 16 ALFA-OH CAURENOICO
200 ug/mi 50 ug/ml
ACh (w;‘M) . .
SHT (10 P M) 2 *
Cada valor representa el nimero de teros utilizados en cada
tratamiento. El * establece que no se pudo determinar el efecto.
Y - no se realizaron experimentos con esos tratamientos.
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“"RESULTADOS

Los caurenos estudiados, cuya estructura qufmica se muestra en la
figura 2, inhibieron la actividad contrdctil inducida por 10-5M
de acetilcolina, 5 mUI/ml de oxitocina y 105M de serotonina  en

el idtero aislado de rata tratada con estrégeno.

En la figura 4 se muestra un trazo tfpico del protocolo
experimental  utilizado en este trabajo. Se puede observar que la
respuesta del tejido a 104M de acetilcolina es repetitiva y de
semejante  magnitud. En el trazo superior se define la accién de
5 mUI/ml de OT y posteriormente el efecto de este agonista en
presencia de 20 ug/ml del 4cido caurenoico. En el trazo inferior
se observa el efecto del dcido cauradienoico (20 ug/ml) sobre la
actividad contrdctil uterina inducida por 10-5M de acetilcolina.
Nétese que en ambos casos, la respuesta a los agonistas empleados

es reducida por la presencia de los dcidos antes mencionados.

El cuadro 4 muestra el porcentaje de inhibicién inducido
por los dcidos cauradienoico y caurenoico (20 ug/ml) sobre la
actividad uterina producida por 105 M acetilcolina, 5 mUI/ml de
oxitocina y 105 M de serotonina sobre  segmentos uterinos
aislados in vitro de ratas tratadas con estrégeno. La
contraccién inducida por 105 M de acetilcolina fue inhibida por
el dcido cauradienoico en un 52.81% (+/- 14.18) y en un 79.75%
(+/- 6.16) por el dcido. -caurenoico. Asf también, en la
contraccién inducida por 5 mUI/m! de oxitocina inhibieron en un
67.67% (+/- 5.26) y 72.21% (+/- 15.41), respectivamente. Y en la

contraccién  inducida por 105 M de serotonina inhibieron en un

58



68.63% ' (+/- 31.37) y 100%, comparativamente (Fig. 5 y 6). La
comparacién de los datos, obtenidos en estos tratamientos, a
través del andlisis de varianza de una via y de acuerdo a la
prueba de Levene, muestran que no  existen diferencias

significativa.

E! dcido cauradienoico (17.0 ug/ml) inhibié las contracciones
inducidas por 109 M de acetilcolina, 5 mUl/ml de oxitocina y
103 M de serotonina en un 27.37% (+/- 10.73), 36.56% (+/- 1.71)
y 59.73% (+/- 40.27), respectivamente. A través de una prueba de
andlisis de varianza, de acuerdo a la prueba de Levene, no

existen  diferencias significativas entre  tratamientos.

A una concentracién de 20 ug/ml el 4cido grandiflérico
inhibié la contraccién inducida por 5 mUI/ml de oxitocina en un
13.94% (+/- 0.855). Cuando se realizé el estudio comparativo
entre el efecto del dcido grandiflérico, cauradienoico y
caurenoico (20 ug/ml) sobre la contraccién inducida por 5 mUI/ml
de  oxitocina se observé que existen  diferencias altamente
significativas (p < 0.01) entre estos tratamientos, de acuerdo

con la prueba de Levene (Fig. 7).

La figura 8 muestra un trazo caracterfstico de los efectos
del ester metfllico y el d4cido 16 alfa-OH caurenoico sobre Ila
actividad uterina inducida por 10-5M de serotonina sobre dtero
aislado de rata tratada con estrégeno. Se observa la notable
diferencia en el efecto inhibitorio inducido por el ester
metflico en contraste con el menor efecto del dcido 16 alfa-OH

caurenoico.
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CUADRO 4

PORCENTAIJE DE INHIBICION INDUCIDO POR LOS ACIDOS
CAURADIENOICO Y CAURENOICO (20 ug/ml) SOBRE LA ACTIVIDAD
.CONTRACTIL PRODUCIDA POR AGONISTAS EN UTERO DiE

RATA ESTROGENIZADA.

ACIDO ACIDO .

CAURADIENOICO CAURENOICO
ACh  (10°M) 5282 +/-14.18 (6) 7975 +/- 616 (3
OT (5 mUl/ml) 67.67 +1- 526 (6) 7221 +/- 1542 (3

5-HT (1073M) 68.63 +/3137 (3) 10000 +/- 00.00 (2)

Los valores representan el valor promedio +/- el error
estandar de la media. Entre paréntesis se muestra el ndmero

de iteros utilizados en cada experimento.
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FIG. 5. PORCENTAJE PROMEDIO DE INHIBICION INDUCIDO POR EL
ACIDO CAURADIENOICO (20 ug/ml) EN CONTRACCIONES
PRODUCIDAS POR AGONISTAS ACETILCOLINA, OXITOCINA
Y SEROTONINA.

Con valores de n=6, 6 y 3 respectivamente.
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FIG. 6. PORCENTAJE PROMEDIO DE INHIBICION INDUCIDO POR EL
ACIDO CAURENOICO (20 ug/ml) EN CONTRACCIONES
PRODUCIDAS POR AGONISTAS ACETILCOLINA, OXITOCINA
Y SEROTONINA.

Con valores de n=3, 3 y 2 respectivamente.
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En ‘el cuadro 5 'se muestra el porcentaje de inhibicidn
inducido por el ester metflico 16 alfa-OH caurenocico (90.25% +/-
9.75) y el dcido 16 alfa-OH caurenoico (15.70% +/- 1.14), a la
concentracién de 20 ug/ml, sobre 1la actividad producida por
serotonina (10‘5 M). Entre estos tratamientos, considerando la
prueba de Levene del dnalisis de varianza, existen diferencias

significativas (p < 005 (Fig. 9).

El ester metflico 16 alfa-OH caurenoico (5.0 ug/ml) inhibid
la actividad uterina producida por 10-5M de acetilcolina y
10 10-5M de serotonina en un 96.77% (+/- 3.23) y 95.04% (+/-
4.95) (Fig. 10). Al realizar el andlisis de varianza no existen

diferencias significativas entre tratamientos.

En todos los tejido tratados con los caurenos y después de
haberse renovado varias veces la  solucién Ringer-Krebs
bicarbonato, se observé = una completa recuperacién cuando  se

somete a la accién de los agonistas utilizados.



CUADRO 5

PORCENTAJE DE INHIBICION INDUCIDO POR EL ACIDO Y
EL ESTER METILICO 16 alfa-HIDROXI-CAURENOICO (20 ug/ml)
SOBRE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL PRODUCIDA POR SEROTONINA
EN UTERO DE RATA ESTROGENIZADA. '

ACIDO ESTER METILICO

5HT (1079M) 1570 +/- 113 (2 9025 +/- 9.74(2)

Los valores representan el valor promedio +/- el error
estandar de la media. Entre paréntesis se muestra el mimero
de tteros utilizados en cada experimento,
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FIG. 9. PORCENTAJE DE INHIBICION INDUCIDO POR EL
ACIDO CAURENOICO Y SU ESTER METILICO EN .
CONTRACCIONES UTERINAS PRODUCIDAS POR
10-5 M DE SEROTONINA.

*p <0.05. n=2

68



100 : £ 2

|
80 -
%
D
E 80
!
N
H
|
B
¢ 40
|
0
N
20 -
0 T - - T
ACETILCOLINA SEROTONINA
10-5 M

FIG. 10. PORCENTAJE DE INHIBICION INDUCIDO POR EL.
ESTER METILICO DEL ACIDO 16ALFA-OH
CAURENOICO (5.0 ug/ml), EN CONTRACCIONES
PRODUCIDAPOR ACETILCOLINA Y SEROTONINA.

n=2,

69



~CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

En los cortes de los iteros observados se distinguieron tres
capas: a) una mucosa o0 endometrio constitufda i)or epitelio y
tejido conjuntivo, en el cual quedan inclufdas gléndulas
exdcrinas; b) tejido muscular liso o miometrio, organizado en una
capa circular interna y una longitudinal externa y por iltimo, c¢)
una serosa o perimetrio formada de escaso tejido conjuntivo y

mesotelio (Ldmina 1 y 2).

En los teros sometidos a los diferentes tratamientos se

diferenciaron algunas  caracterfsticas morfol6gicas:

En la ldmina 1, se puede observar que el tratamiento 1
muestra la superficie endometrial en forma de pliegues de diverso
tamafio formando wuna luz estrecha y estrellada de forma irregular
(Fig. a). En el tratamiento 2, esta mucosa presenta un menor
nimero de pliegues y estos disminuyeron en el tfatamiento 3 (Fig.
b y c), lo que produce que la luz sea menos irregular. En tanto,
el tratamiento 4 muestra los pliegues mds laxos y la luz de mayor

amplitud  (Fig. d).

En 1a l4dmina 3, se pueden observar las modificaciones del
epitelio  inducidas por los diferentes tratamientos. En el
tratamiento 1, el epitelio es cilfndrico simple, los nicleos son
esféricos, localizados en el extremo basal de la célula, su
citoplasma es de constitucién homogénea y ligeramente aciddfila
(Fig. i). En los tratamientos 2, 3 y 4 se observé un aumento

evidente en la altura del epitelio (Figz j k y D y Ila
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modificacién  de la posicidﬁ Vd'e 105 nicleos a distintas  alturas,
los cuales pueden tener diversas formas, unos mds elongados que
otros. El borde apical del epitelio fue positivo a la técnica de
azul de alciano, lo que indicé la presencia de mucopolisacdridos.

La constitucién  del citoplama varié en unas células y fue mds
hialino, homogéneo y granuloso en otras. As{ también, en el
tratamiento 4 se observaron en el epitelio modificaciones mds
evidentes. Este present6 en su superficie mayor irregularidad vy
una notable disminucion en algunas zonas, debido a las

descamaciones epiteliales (Ldmina 4).

En 1la ld4mina 5, se muestra el epitelio de las gldndulas
exdcrinas. El tratamiento 1, muestra caracterfsticas similares a
las del epitelio de revestimiento. el cual es columnar simple,
los  nucleos celulares son  basales, esféricos o ligeramente

irregulares y muestran un nucléolo evidente, el citoplasma es

homogéneo  (Fig. o). Asf mismo, en el tratamiento 2 no se
observaron  modificaciones en las gldndulas (Fig. p). En los
tratamientos 3 y 4, se advirti6 que las gldndulas tuvieron una

luz mds amplia y su epitelio fue mds bajo. Es de hacer notar que
en el tratamiento 4 el ndmero de gldndulas que muestra el itero
es claramente  mayor. El tejido conjuntivo que rodea 4 las
gldndulas se observa con mayor laxitud en los tratamientos 3 y 4

(Ldmina 6).

El tejido conjuntivo mostré caracterfsticas similares en los
cuatro tratamientos; sin embargo, es ligeramente mds laxo en el
tratamiento 4 (Fig. t y u). Este tejido presenté abundantes

células correspondientes a fibroblastos y macréfagos, este iltimo
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tipo celular con frecuencia se observé en la base del epitelio,
tanto de las gldndulas como del de revestimiento; también  se
diferenciaron linfocitos y eosindfilos. Los vasos sangufneos
observados son de pequeiio calibre y se encientran en forma

abundante,

En la ldmina 7, se evidencia de manera notable la presencia
de eosindfilos, especialmente en la regién endomiatrial y

miometrial, asf como en el tejido conjuntivo que rodea a las

células musculares. La presencia de estas  células es una
caracterfstica de la condicién  estrogénica del itero. La capa
muscular 0 miometrio mostré aspectos morfolégicos similares en

los primeros tres tratamientos, en tanto que en el tratamiento 4
su grosor fue ligeramente menor, tanta en la capa circular como

en la longitudinal (Fig. y).

En todos los casos, la serosa estd constitufda por delgado
tejido  conjuntivo en el cual se localizan vasos de pequeiio
y mediano calibre y no se observé modificaciones evidentes en los

distintos tratamientos.
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Vista panordmica de

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Es evidente

a.
b.
c.

d.

Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento

Tratamiento

Ldmina 1

uteros de rata tratados con estrégeno

1. H-E. 32X
2. H-E. 32X
3. H-E. 32X
4.  Azul alciano, 32X.

las modificaciones que existen en la luz del

dtero (L) y los pliegues de la mucosa (P).
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Ldmina 2

Capas que forman la pared uterina

Fig. e Tratamiento 1. H-E. 78X,

Fig. f Tratamiento 2. Tricrémica de Gallego. 78X.
Fig. g  Tratamiento 3. Azul de alciano. - 78X.

Fig. h. Tratamiento 4. Tricrémica de Gallego. 78X.
Se observan las capas uterinas: endometrio (E),
miometrio (M) y perimetrio (A). Asf también, se muestra

las gldndulas (G) y la luz del itero (L).
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Lédmina 3

‘Epitelio de revestimiento

Fig. i Tratamiento 1. Tricrémica de Gallego. 500X.
Fig. j. Tratamiento 2. Azul alciano. 500X.

Fig. k. Tratamiento 3. Azul alciano. 500X.

Fig. 1 Tratamiento 4. Tricrémica de Gallego. 500X.
Se evidencia las modificaciones en la altura

del epitelio (E), la secrecion del polo apical (k)

y la descamacién celular (D). Se muestra también, Ila

luz del itero (L) y tejido conjuntivo (T).
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Ldmina 4

Tratamiento 4, irregularidad en el epitelio
Figz. m. Azul de alciano. 78X.
Fig. n. Tricrémica de Gallego. 200X.
Se muestran alteraciones en la superficie uterina sometida
a este tratamiento, en ella es evidente su  reduccidn en

amplias zonas (}), asf como descamaciones celulares (D).
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Ldmina 5

Gldndulas uterinas
Fig. o. Tratamiento 1. H-E. 78X,
Tratamiento 2. H-E. 78X,

Fig. »p.
Fig. q. Tratamiento 3. H-E. 78X
Fig. r. Tratamiento 4. Tricrémica de Gallego. 78X.

En el tratamiento 3 y 4 se observa un mayor desarrollo

de las gldndulas (G) y una luz uterina (L) mds laxa.
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Ldmina 6

Gldndulas uterinas
Tratamiento 3. H-E. 500X.
Tratamiento 4. H-E. 200X.

Tratamiento 4. Azul de alciano. 500X.

En el tratamiento 4, se observa la laxitud del

tejido conjuntivo (T) que rodea a las gldndulas

(G).
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Ldmina 7

Misculo liso uterino de rata estrogenizada

Fig. v. Tratamiento 1. H-E. 200X.

Fig. w. Tratamiento 2. H-E. 200X.
Fig. x. Tratamiento 3. H-E. 200X.
Fig. y. Tratamiento 4. H-E. 200X.

Se evidencia la presencia de eosindfilos (ES) en el
el tejido conjuntivo (T), la capa muscular circular
(MC) y en la capa muscular longitudinal (ML) debido

a su condicién  estrogénica.
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DISCUSION

En este trabajo se muestra que los‘ caurenos aislados de Montanoa
frutescens, M. tomentosa 'y M. hibiscifolia producen un efecto
inhibitorio  sobre la actividad uterina inducida por los agonistas
acetilcolina, oxitocina y serotonina (ACh, OT y 5-HT) en
segmentos de teros aislados de ratas tratadas con estrégenos.
En trabajos anteriores, se ha mostrado que el efecto de los
extractos acuosos aislados de M. romentosa depende de la especie
animal utilizada y de su estado endécrino (Béjar er al., 1984b).
Del mismo modo, se reporta ademdsla inhibicién de la actividad
contrdctil espontdnea producida por los caurenos (Lozoya et al.,
1983; Béjar er al., 1984a; Béjar et al., 1984b; Enriquez et al,
1984; Ponce-Monter et al, 1988; Campos-Lara et al., 1990)

Tales observaciones realizadas en itero de rata son congruentes

con los resultados mostrados.

El efecto inhibitorio de los caurenos sobre la actividad
contrdctil  inducida por agonistas, puede estar relacionado con
varios procesos. Se ha propuesto que estos agonistas producen un
incremento en la actividad uterina mediante la activacién de
receptores  especfficos, localizados en la membrana plasmdtica de
las células miometriales y que cada uno de estos agonistas
activa vfas de entrada de Ca2™t operadas por el receptor (Ichida
et al., 1983; Mironneau et al., 1984). Sin embargo, de acuerdo
con los resultados de esta investigacién  (cuadro 4 y cuadro 5),
es factible proponer que el efecto inhibitorio de los cauvrenos es

inespecffico para las tres estrategias de contraccién inducida
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~:por--los - agonistas _(acetilcolina, '~ serotonina y oxitocina). Y que
“los caurenos puedan interferir ~en el proceso de entrada de CaZlt
al interior de la célula miometrial y que es poco probable que

" interfieran el la formacién del complejo  agonista-receptor.

El mecanismo de accién de Jos agonistas utilizados en el

proceso de  excitacién-contraccién del  misculo liso  uterino
involucra la hidrdlisis del fosfatidil inositol. Por lo que el
efecto inhibitorio de los caurenos puede ser  producido,
probablemente, por alguna interaccién con este conjunto de

eventos, en los cuales se postula que el IP3 actdja como un
segundo mensajero  (Carsten and Miller 1985; Abdel-Latif 1986,
Berridge 1987, Kanmura ef al. 1988; Van Breeme and Saida 1989).

Otra posibilidad, es que los caurenos induzcan la liberacidn
de noradrenalina de la varicosidades nerviosas noradrenérgicas y
que este neurotransmisor liberado  actie sobre los receptores
beta adrenérgicos  postsindpticos y se produzca la inhibiciébn a la
actividad  contrdctil. No obstante, la posibilidad de que este
proceso ocurra es menor, ya que se ha demostrado que el efecto
inhibitorio de los extractos de M. tomentosa y M. frutescens, no
es bloqueado por la presencia del propanolol, un antagonista beta

adrenérgico  (Perusqufa er al., 1985).

Otra explicacién que se ha propuesto, en relacién al efecto
inhibitorio de los caurenos en el itero de rata tratada con
estréogenos, es que probablemente interfieran en las vias de
entrada de calcio operadas por el receptor 'y actien como

blogueadores en la incorporacién de calcio a las células
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musculares  (Béjar er al., 1984a).

Los resultados obtenidos con el 4cido 16 alfa-OH caurenoico
comprueban que la modificacién del grupo carboxilo a ester
metflico influye en la actividad inhibitoria de estos derivados.
Este notable incremento en la inhibicién producida por el ester
puede ser explicado por la disminucién de la polaridad de este
compuesto y tenga mds posibilidades de interaccionar con los
elementos membranales (Enrfquez et al., 1984; Ponce-Monter et

al., 1988).

Existe muy poca literatura referente a los estudios
morfol6gicos hechos en itero de rata sometido al efecto de los
caurenos, al respecto, encontramos solamente la mencién de
Gonzalez-Angulo et al (1985), quienes afirman que el extracto
acuoso de M. frutescens produce alteraciones epiteliales y
vasculares del tejido uterino, de manera mds generalizada que los
producidos por M. tomentosa . Con el andlisis de nuestros
resultados, podemos afirmar que el efecto observado en \iteros
sometido al dcido cauradienoico, obtenido de M. tomentosa ,
muestra  alteraciones  evidentes en el epitelio de revestimiento.
Este » epitelio presenta una superficie es muy irregular,
encontrdndose zonas en las que es mds alta, otras en las que
existe abundante descamacién y otras de enorme adelgazamiento.
Consideramos que estos cambios morfolégicos del epitelio uterino,
inducidos por el caureno, estdn relacionados, probablemente, con
el efecto de inhibicion de la fertilidad, observado con otros
caurenos (Hahn er al., 1984). Esta  inhibicién puede  ser

provocada por una alteracién en el proceso de implantacién, como
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lo_afirman Pedrén et al. (1985) y Méndez (1989).
El ,énélisis de “1a - morfologfa del dtero de rata control
(tratamiento 1) coincide con las caracterfsticas para la fase de

estro mencionado  por diversos autores (Fuxe and Nilsson, 1963:

Galand er al., 1971; Greep, 1973; Andrew and Hickman, 1974).

En nuestras  observaciones resulta  evidente la  abundante
presencia de ecosindfilos ante el estimulo de estrégeno. Esta
caracterfstica es mencionada por Ross y Klebanoff (1966) quienes;
sin embrago, afirman que su significado fisioldgico no es claro y
proponen que estas células intervienen en procesos  antfgeno-
anticuerpo. Asfmismo, los eosin6filos presentan  lisosomas que
pueden actuar en los cambios  Thistolégicos del itero durante las
fases  posteriores al  estro. La distribucién intrauterina de

cosindfilos es dependiente de Ja fase del ciclo estral

Otras modificaciones que pueden estar relacionadas con el
fen6meno  estrogémico  son la amplitud de la luz uterina y la
estimulacién del epitelio  superficial y glandular descrito  por
Solomon et al (1976). Estas caracterfsticas dependen
basicamente del estado hormonal de los individuos. Asimismo, Ila
actividad secretora del polo apical de las células epiteliales se
incrementa en esta fase estrogénica, lo que confirma lo descrito

por Fuxe y Nilsson (1963).

La notable laxitud del tejido conjuntivo inducida por el
tratamiento 4, puede ser explicada, probablemente, como un efecto

de infiltracion tisular en las células del misculo liso uterino y
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vascular, La causa de esto puede estar vinculada con el
adelgazamiento de los vasos sanguineos de la mucosa uterina, a lo
cual también  hacen referencia Gonzélez-Anéulo et al (1985).
Otra  explicacién posible es que el 4cido cauradienoico (40
ug/ml) produzca efectos téxicos en el epitelio de revestimiento y
tejido conjuntivo. Empero, en un estudio realizado por Southam
(1983) se establece que el extracto acuoso de M. tromentosa no

produce efectos téxicos en diferentes modelos experimentales.

Es importante destacar que el incremento glandular presente
en el tratamiento 4, puede no estar asociado al efecto de los
caurenos sino mds bien se debe a que en la regién en donde se
realiz6 el corte tenga mayor ndimero de gldndulas. De hecho, en
porciones mds cercans al ovario existe un mayor mimero de

gldndulas

En un experimento realizado por Yamamoto er al (1983),
utilizando un caureno aislado de Stevia rebaudiana , el esteviol,
se mostr6 que éste inhibe la gluconeogenesis en tibulos renales
de rata, produciendo una hipoglucemia. Esto podrfa apoyar |la
propuesta de que los caurenos producen a nivel del epitelio

uterino un fenémeno similar, manifestdndose en su alteracién,

En los tratamientos 2 y 3 solo se mostraron cambios
evidentes en la forma de la luz. Esto puede estar relacionado con
el nivel uterino de donde se obtuvo el corte o por el mismo
estado de tension al que fue sometido. De la misma manera, no se
observaron  modificaciones morfolégicas en las capas circular y

longitudinal  del! musculo liso uterino.



Es importante  destacar que, generalmente, en los trabajos
farmacolégicos, para el andlisis estadfstico se utiliza como dato
las fracciones totales del tejido a examinar; sin considerar el
nimero de individuos utilizados. En este trabajo, con el objeto
de tener realmente repeticiones independientes, se considerd como
n el nimero de iteros utilizados en cada tratamiento. Lo que
redujo, en algunas ocasiones, el tamafio de la muestra; por lo que
en ciertos casos, no pudo determinarse el efecto producido en
cada tratamiento. Asimismo, esto produce que la distribucién de
los datos sea mayor y el intervalo de confianza se incremente.
Por tal motivo se sugiere para  investigaciones posteriores

considerar como n al tejido aislado de cada individuo.

Finalmente, aunque nuestros resultados indican que el efecto
inhibitorio de fos caurenos en itero de rata estrogenizada pueden
desempefiar un papel funcional en los mecanismos reproductivos de
los animales y en la fisiologfa uterina, se desconoce la funcién
de estos compuestos, por lo que son necesarios estudios
adicionales tanto farmacolégicos como histolégicos que permitan
elucidar el mecanismo de accién y su relacién con las respuestas

del dtero en diferentes especies animales y en diferentes estados

enddcrinos. Asimismo, es indispensable conocer com precisién
diversos aspectos botdnicos, ecoldgicos, farmacoldgicos e
histolégicos para valorar las  propiedades de las  plantas

empleadas popularmente en el tratamiento de algunos padecimientos

y destacar su valor terapeitico..



"CONCLUSIONES

Los caurenos estudiados inhibieron inespecfficamente las
respuesta contrdctil inducidas por los agonistas acetilcolina,

oxitocina y serotonina

La esterificacién  metflica del grupo carboxilo de la posicién 19
del 4cido 16 alfa-OH caurenoico incrementa en forma significativa

el efecto inhibitorio del 4cido.
El 4cido cauradienoico (40 ug/ml) induce descamacién .del epitelio
de revestimiento y laxitud del tejido conjuntivo en el itero

aislado de rata estrogenizada.

El dcido cauradienoico no modific6 la estructura de las capas

circular y longitudinal del misculo liso uterino.
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