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PACHECO RIVERA ELSA. [Fecto vasorrelgjante del xantorrizol, aislado de la

plantza /ostephane heterophyiiz sobre el acoplamiento farmacomecanice de anillos de
acrta toracica aislada de rata). Bajo Iz direccion del Dr Héctor Ponce Monter y el MVZ

£l presente estudio tuvo como objetivo demostrar vy caracterizar el efecto
vasorrelzgjante del xantorrizol sobre la musculatura lisa de la aorta toracica de rata in vitro,
mediante |2 utilizacion de 10 ratas machos adultos tos cuales se sacrificaron y se
obtuvieron 40 anillos de aortz toracica &stos se sometieron a 4 grupos experimentaies y
un control con 8 anillos de acrta por grupo; cada anillo se colocd en una camara de
tejidos aislados con condiciones optimas para su viabilidad. Los grupos  experimentales
se preincubaren a diferentes concentraciones de xantorrizal {13.76 uM, 45.87 uiM, 137.6]
uM, 458.71 aM); después se les adicionaron dosis crecientes de noradrenatina [10% — 107
M) para estimular fa contraccion, al grupo control se le adiciono solamente dosis
crecientes de noradrenating [10‘9 - 10% M. Los experimentos se rezlizaron en la Unidad
de Investigacion Médica en Farmacclogie, Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional, “Siglo XXI" de! IMSS. Los resultados se presentan en graficas con curvas
concentracidn-respuesta a noradgrenaling; se obtuvieron valores promedio de CEsg ¥ Rmax
de cada grupo, en donde se obiuvo una diferencia estadisticamente significativa (P<
0.05) en la Rmax de los cuatro grupos experimentales con respecto al control y una
diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05} en la CEgp de les dos dlitimos grupos

experimentales {137.61 uM y 45871 pM] al grupo confrol . Se conduye gue la
preincubacion de diferentes concentraciones del compuesto xantorrizol aislado de la
planta lostephane heterophylla tiene efectos vasorrelajantes  sobre  ia “curva
concentracion-respuesta a noradrenaling en anillos de aorta toracica de rata macho
adulta.



i.1 Antecedentes Etnobotanicos v Etnofarmacoeldgicos

Todos ios pueblos han adquirido informacion scbre las propiedades medicinales
de un gran nimerc de plantas proplas de su ambiente. Estos conocimientos,
generaimente se  transmiten verbalmente de generacion en generadion, sin embargo,
existe informacion & este respecto, Teofrasto discipuio de Aristoteles en el afic 372 AC,
escrbio diez libros sobre 1a historia de las plantas y ocho sobre su uso, Galeno (131-200,
D.C.} farmacéutco y médico griego. escribid veinte #bros sobre rmedicina y farmacia,
Indicando el empiec y aun aduiteraciones de fas plantas medicinales; en China, India y
Japon, entre muchos otros paises, se han encontrado abundante informacion escrita
sobre ta ficra medicinal. Si se logra difundir y estudier cientfficarnente esta informacion,
como actuaimente ya se esta realizando, ia humanidad obtendrd sorprendentes e
importantes substancias que, de lo contrario, permaneceran ignoradas por muy largo
tiempo, pues la civilzacion tiende a remper la cadena de tradicion verbal que ha
preservado esta informacion {Dominguez, 1985

Es Util recordar que mediante la recopilacion de datos de los recursos vegetales, se
pone de manifiesto todo el interés que conserva la Quimica de las sustancias naturales y
la farmacognosia. Pese a los progresos de la Farmacologla Molecular, resulz Uil buscar
incansablemente nuevas estructuras guirmicas de origen natural que sirva de modelo a
los guimicos organicos para 13 elaboracion de nuevos farmacos. Este interés se traduce
en investigaciones internacionales, fevadas a cabo t2nto por fos organismos publicos
como privados (Bruneton, 1991}

txisten en [a actualidad unz serie de farmacos de importancia a nivel terapéuitico
gue se han extraido de plantas medicinales y que actualmente los principios activos se
sintetizan e industriaiizen en todo el mundo (cuadro 1). A manera de ejlemplo en el
cuadro 2 se presentan una fista de extractos y compuestos pures aistados de plantas

medicinales gue tienen actividad vasorrelajante sobre la musculatura lisa vascular.



bl interés sobre las pr
aumentado notablemente en los Uitimos anos. En México tanto  las instituciones de
educacién superior come las del Sector Salud reconocen la  importancia que estos
recurscs tienen en el desamolio v produccion de nuevos medicamentos. Actualmente
existen en nuestro pais cerca de 7000 especies vegetales en uso y botanicamente
clasificadas, pero experimentalimente se han evaluade las propiedades de 100, es decir,
cerca del 1.5% (Lozoya, 1993). Es por ello que en este estudio se ha validado el uso de
una de las aplicaciones {antespasmodica} que se le ha dado en la medicing popular
mexicana a la planta medicinal lostepharie heteropfiyia,

1.2 Antecedentes de fostephane heterophylla

Esta planta pertenece a la familia de las Composidae, es denominada con el
nombre dentfico Jostephane heterophydia sus nombres comunes son: hierba de oso,
hierba del manso, 7eqpalfi {Morelos), Baui (Nayarit), Corsoner [Sonora) y escorcionera
en el resto de México (INl, 19%94). La medicina popular mexicana fe ha atribuido diversas
propiedades terapéuticas para € tratzmiento de: a) afecciones cuténeas como heridas y
lagas, en formz de emplasto; b) reumnatismo y arritis por frotacion de una tintura
alcohdlica y por extracto acuoso; ¢} Diabetes, desordenes gastrointestinales, espasmo y
padecimientos del higado, como té. La fostephane heteropfydiza es una hierba de tallo
erectc que mide un metro de altura, las hojas son alargadas, las flores son de colar
amarillo y estan rodeadas por pétalos de color fila. Esta planta es originaria de Méxicg, se
distribuye desde el noreste del estado de Chihuahuz y Sinaloa hasta el sur de Oaxacg;
crece en climas semisecos B y templados C entre los 2100 y fos 2900 msnm {Bye, vy col,
1985; Bye, 1986; Garcia, 1981).

1.3 Xantorrizol

De la raiz de |a planta /fostepfiane heterophyila se obtuvieron varios componentes
pertenecientss z la familia de los bisabolenos: xantorrizol, glucosido de xantorrizol, acido
traquilobancico, y éster metil del acido traquilobanoico [Aguilar, y col, 1995) De 1i2 g



de la planta {ralz seca) se obtuvieron 480 Mg de xantomzol con un rendimiento total de
compuesto purc de 043 % De acuerdo con estos resultados € compuesto puro de
xantorrizol resulta ser el mas abundante, gue se aisla de /ostephane heterophyilia |Agutar,
Yy coi, 1995, Aguilar, y col; 1993) Por esta razén y por los antecedentes etnobotanicos y
emofarmacolégicos se propone estudiar el efecto de este compusste sobre el
acoplamiento farmacomecénico [AFM] de los anillos de aortz toracica aislados de rata
macho La estructura quimica del xantorrizol se presenta en ia figura 1.

1.4 Noradrenalina

La noradrenalna NA [levarterenol, i-noradrenziina, 1-B-[34-dihidroxifeni]-a-
aminoetanc!, figura 2) es una de las principales catecclamings gue se encuentan en ¢l
organismo (ademas de adrenalina y dopamina) que se forma por hidroxilacion y
descarboxilacion del aminoacide tirosing. Es un mediador quirnico o neurotransmiscr,
liberado normalmente en e organismo. por la médula suprarrenal, terminaciones
rieurcnales simpaticas posgangiionares y €l encéfalo donde hay neurcnas secretadoras
de noradrenalina (Ganong, 1997}

Esta catecolarmina acthza sobre os receptores ay B adrenérgicos, pero tiene una
mayoer afinidad por los receptores a, Estes receptores tienen formas caracteristicas de
serpentina, ligados a proteinas G (figura 5 | {Ganong, 1997). La activacion de los
receptores adrenérgicos especificos por parte de la NA produce respuestas bioguimicas y
fisioldgicas, que Implican mecanismos de transduccion a través de “segundos mensajeros”
tfigura 6}. Estos mecanismos en general aumentan la concentracidn citoplasmatica de
calcio, Jo cudl produce la contraccion de musculo liso [Smith, 1993). Por tal motivo se
utihzd noradrenalina para induicir ia activacion del acoplamiento farmacomecanico en el
musculo liso de la arteria aorta toracica de la rata

En forma generat los efectos de la NA en el organismo son: aumenta ia fuerza de

contraccion del corazon; vasoconstriccion periférica por medio de 105 receptores o y
causa glucogenolisis (Goodman, 1994)



Dentro de los vasoconstrictores circulanies mas potentes se encuentran la
noradrenaling, la vasopresing, la angictersina I y 12 endotelina. La noradrenaling se
metaboliza por oxidacion y metilacion hasta productos inactives {Ganong, 1997}

1.5 Caracteristicas de la Aorta Teracica

La aoria toracica de la rata, forma parte del sistemna circulatorio de alta presion, sus
paredes contienen 3 capas que se denominan intima, media y adventicia. La intima es la
capa interna de la pared del vaso, estd revestidga por céiulas endoteliales v tejido
conjuntivo laxo que presenta un engrosamiento de fibras elasticas. La media esta
constituida por muscuio fiso v teido conjuntivo laxo, en estz capa existen mas fibras
elasticas de forma circular. en vez de longitudinal, lo que justifica que en la técnica
utilizada en este trabajo, los anillos de aorta taracica se cologuen en forma horizontal
dentro de ia cAmara de tejidos aislados. La adventicia, esta formada par tgjido conjuntivo
(figura 3] {Junqueira, 1990}

Las células del misculo lise de la capa media de fa arteria estan dispuestas en
forma helicoidal alrededor del vaso, tienen una estructura fusiforme y son mas pequenas
que las del misculo esquelético y a diferencia de éste, presentan un Unico nddeo en
posicion central, no contienen troponina, proteina reguladora de Ca®", en cambio
contienen calmodulina que regula la concentracion intraceiular de este ion y en
consecuencia ef ciclo contraccionrelajacion (Guyton, 1997).

Las céluias del musculo liso contienen misging v acting. La miosina del mdsculo fiso
esta constituida por hexameros de dos cadenas pesadas y cuatro cadenas ligeras, esta
proteina se encuentra dispersa entre los abundantes filamentos de actina. La actina es
una proteina globuiar constituida por dos cadenas de maléculas esféricas de pequenio
tamario enroliado entre si. Los filamentos de micsina y actiina del musculo #iso muestran
una distribucion mas irregular y no se identifican claramente las lineas Z o los sarcomeraes,
como consecuencia el muscule so no presenta al microscopio una estructura estriada .
Los filamentos finos de actina se unen para formar areas electrodersas, que pueden



encontrar sobre  la membrana v dispersas en el interior de la célula Las  dreas
electrodensas que se hailan en la membrana celuiar permiten l2 union con olras céiulas
musculares, debido a estos enlaces se da la transmision de la contraccidn de una célula a
la siguiente (Figura 4} [Anderw, y col, 1994; Fernandez, 1992; Guyton, 1997

L os midsculos 1isos se clasifican en:

| Téricos, que responden a estimulos excitatorios con grade ¢e despolarizacion
laorta, arterias puimonares, traguea e fizon).

I Fasicos, que generan potenciales de accidn y ondas eiéctncas (conducto
deferente, vena porta o taenia coli).

lli. Mixtos, que fienen un patrdn intermedio de contraccion o de tipo mixto, con
contracciones fasicas superpuestas a los tonicos

De acuerdo a esta dasificacion el mlscule lso de la arteria aorta de rate es
clasificado como tonico (Hirashi, y col,, 1993).

1.6 Proceso Contractil del Musculo Liso de la Aorta Toracica

£t proceso de lz contraccion esta regulada por tz concentracion intracelular de
Ca™: ésta requiacion depende de dos tipos ¢e acoplarniento que son Flectromecanico
{AEM) v Farmacommecinico [AFM) [Andrew, y col, 19%4; John, y caol, 1993). En el AEM
existen un efecto despolarizante de la membrana gue aumenta la concentracion de ca®
intracelular por incremento en lz difusion de este catidn a través de los canales activados
por el voitaje © por la induccién de la liberacion de Ca”* ntraceluiar desde el reticulo
sarcopiasmico {principal depdsito intracelular de Ca2+] [Andrew, y col, 1994; Fernandez,
1992; John, y col, 1993},

El  AFM se refiere 3 la respuesta contractl del musculo liso inducida por
neurotransmisores, hormonas, mediadores quirnicos y farmacos que activan receptores
especificos que incrementan la concentracion de Ca”* intraceiular, al aumentar la entrada
de Ca®* extracelular y lberar Ca** de almacenes intracelutares. {Andrew, y col. 1994;
Fernandez, 1992; John, y col, 1993}



{a noradrenalina, al unwse z receptores oy &drenérgicos de la membrana
plasmatica del muasculo fiso (figura 6). modula directamente  los canales 0ricos o
estimuiar 1a produccion  de mediadores  intracelllares, denorminado  “segundos
mensajercs”, esta modulacién permite aumentar las concentraciones de Ca®* intracefular.
[Andrew, y col, 1994; Fernandez, 1992; John, y col., 1993},

El receptor o adrenérgico se encuentra accplado a ia proteina G, esta se locaiiza
en la Cara Cltoplasmética de le mermbrana, y como respuesta medifica la aclividad de ia
fosfolipasa C (FLC), o bien un conducto idnico. La fosfolipase C hudroliza de manera
especifica un componente fosfolipldico de ia membrana plasmética denominado 4,5
bifosfato de fosfandilinositol {PIP;); este a su vez produce dos segundos mens3jercs, e
diacilglicerol [DAG] y el 1,45 trifosfato de inositol {IPs) El DAG activa a la protelna cinasa
C ia cual incrementa la concentracion de |z proteina contractil liamada cadena ligera de
la micsing (CLM). Ei 1P induce |2 liberacion de Ca® de almacenes intraceiulares {reticuio
sarcoplasmico} {figura 6} (Katzung, 1996).

Cuardo las células del muisculo liso de g arteria aorta se estimulan por
noradrenaling, el caldio intracelular aumenta a una concentracion de hasta 2 108 M, o
que permite su unidn a la proteina calmodulina, La union calcio - camoduling activa la
cinasa de cadena ligera de la miosing, [MLCK]} esta a su vez fosforila a la cadena ligera de
rmiosina {MLC), facilitando su interaccidn con la acting, la formacion de enlaces cruzados
entre acting y miosina y la contraccién muscuiar. [figure 7 v 8) {Andrew, y col, 1994;
Fernandez, 1992; Laragh., 1995}.

La cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK] es activada por el compieio ca*-
Calmoduling, transfiriendo un grupo fosfato del ATP 2l grupo hidroxio de la sering en la
posicion 19 y/o treonina de la cadena ligera de miosina (MLC ~ OH) de acuerdo con la
siguiente reaccién:

MLC ~ OH + Mg ATP* MX s MIC~Q~PO5™ + MgADP + H*



1.7 Procesc Relajante del Muscule Liso de la Aorta Toracica

Una disminucion en la concentracion de Ca®* intracelular hasta 107 M inactiva a la
MLCK v permite Iz desfosforilacion de ia MLC por la fosfatasa de la cadena higera ae
miosing, desactivando la actormiosina AfPasa e impidiendo que se formen los enlaces
cruzados cen los filamentos de actina provocando con esto la relgjacidn. Las
concentraciones intracitoplasmaticas de Ca?* decrecen al reincorporarse a las estructiras
citoplasmaticas (reticulo sarcoplasmico), © en su expuision de la célula @ través de |2
bomba calcio-ATPasa ¢ del intercambiador  sodio - calcio (Caster, 1990; Damnell,
1993){figura 9)

La desfosforilacion de la MLC, se lleva a cabo por la enzima hidrofitica fosfatasa de
la cadenz ligerz de miosina del mUsculo liso de acuerde con la siguiente reaccién
(Fernandez, 1992):

MLC~O~PO; +H0 MPo MLC~OH + HPO; ©

1.7.1 Mecanismos de Desfosforilacion v Disminucion del Calcio

Intracelular

o |a estimuiacion de la enzima Guanil Ciclasa [GC}, inducida por agentes liposoiubles o
agonistas produce un segundo mensajero llamado guanosin monofosfato cidico
{GMPc), éste actla estimulando a fa proteina cnasa G [PrC-G), fa cual desfosforita las
cadenas ligeras de micsing, inhibiendo en forma directz 1a contraccidn (Katzung,

1996; Laragh, 1995; Guyton, 1997) (figura 9)

e Fl agente o farmace puede fljarse a un receptor {gjem. B adrenérgico) en fa parte
extracelular y estar unido a una enzima llamada adenilciclasa [AC) por medio de una
proteina (s, Esta enzima produce un segundo mensaerc famado adenosin
monofosfato ciclico [AMPc), el cual provoca la activacion de una proteina cinasa A
[PrC-Ay, iz fosforilacion de la MLCK por estz proteina cinasa reduce la afinidad de la
union de la MLC, al complejo calmoduiina Ca®"; como resuitado, ia fosforilacion del



par de cadenas ligeras nc puede tener lugar, y & mudsculo permanece en estado
relajiado. También, inhibe fa bomba de calcio det reticulo sarcoplasmico, asi como 2
bomba de calcio de la membrana celuiar; estos efectos disminuyen la concentracion

intraceiular del ion caicio, con io que se nhibe Iz contraccidn [Katzung, 1994, Laragh,
1995; Guyton 1997, Randall, 1997) {figura 9).

El agente o farmaco puede fijarse a canales de calcio con compuerta operada de
voltaje y Dloguear lzs vias de entrada de calcio sensibles al voltaje {Danell, 1993;
Katzung, 1997) {figura 9).



I1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe escasa documentacion cientifica sobre el efecto del xantorrizol sobre 1a
musculatura lisa vascular que pudiera relacionarse con algunas de las propiedades
curativas atribuibles mencionadas en la introduccion. Este estudio pretende investigar el
efecto vasorrelajante del xantorrizol aislado de Jostephane heterophyiia sobre el

acoplamiento farmacormecanico {AFM) de anilos de aorta tordcice, aistados de rata.

I11. OBJETIVO

Demostrar v caracterizar el efecto del xantorrizol sobre el acoplamiento
farmacomecanico de la aorta toracica aislada de rata macho adulta.
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IV. MATERIAL Y METODGS

4.1 Animales
Se utitizaron 10 ratas Sprague Dawley machos, adultos de aproximadamente 250
g de peso, obtenidas del bioterio del Centro Médico Naciona! Siglo XX! del IMSS. Los

animales permanecieron en un cuarto con ambiente controiado, alimento para roedores
(purina) y agua ad libitum.

4.2 Sohuciones
La compaosicion de [as soluciones utiizadas son:
e Solucidn Ringer bicarbonato, concentracion milimolar [mM): NaCl 118, KCl 4.75,
MgClz 1.2, KHzPO4 1 2, NaHCO;3 25, Glucosa 11, CaClz; 1.8

¢ Solucidn Ringer Krebs con concentracion alta de potasio (mM): Nal 62.75, KCl 60,
MgClz 1.2, KHzPO4 1.2, NaHCO3 25, Glucosa 11, Caliz 1.8

e 10s pesos moleculares de las sales que componen ias sustancias anteriores, son {os
siguientes NaCi 5844, KO 74.56, MgCl; 24650, KH:PO, 13609, NaHCOs 8401,
Gilucosa 180.2 Ca(l; 147.02

4.3 Drogas
L= noradrenaling como sustancia agonista oy adrenérgico. se utilizd en forma de
bitartrato de noradrenaiina {Sigma No. Cat A0937).
1 as sales que se utilizaron para preparar las soluciones Ringer, todas fueron grado
reactivo y adquiridas en la casa Sigma.
25 mg de xantorrizol se disolvieron en un mlL de solvente [dimetil sulfoxido y
etanol 2:5; de esta solucion (25 pg/mL) se hicieron las diluciones correspondientes para
gue al adicionarse 20pL de fos diferentes diluciones quedara una concentracion finat en

€l baro de tejidos aisiados de 13.76, 45.87, 137.61 y 458.7 pM.



4.4 Disefio Experimental

4.4.1 Técnica de Obtencién y Montaje del Tejido

Los animales se sacrificaron de acuerdo con las recomendaciones del reglamentoc
para el cuidado de los animales de la FMVZ de la UNAM {Aluja, 1998}, con el fin de evitar
su sufrimiento se les administrd (intraperitonealmente} una sebre dosis de pentobarbital
sodico (156 mg/Kg)

Se Incidio la cavidad teracica, se removieron cuidadosamenie ios pulmones para
poder exponer el corazon y el techo de la cavidad tordcica, donde se localizo [a arteria
aocrna adosada por & tejido conjuntive a ia pared de la cavidad. Se obtuvo un segmento
de 2 cm aprox de aora en su posicion toracica, desprendiéndola de la cavidad sin
dafiarla ni perforarla.

El segmento obtenido de la arteria se colocd en un frasco con solucion Ringer
bicarbonato a temperatura ambiente y previarente oxigenada con una mezcia de 5%
de CO; en O; antes de su transporie del bioterio al laboratorio.

En €l izboratorio, los tefidos fueron colocados en una caja de Delri con solucion
Ringer bicarbonato a temperatura ambiente y previamente oxigenada. Bajo una lupa con
iuz se limpiaron los restos de tejido adiposo y conjuntivo, 2dheridos & la arteria.

La aorta se dividio en cuatre anifios de la misma longitud {0 3 cm). Cada anilio se
colocd entre dos ganchos especiales de acero inoxidable {figura 10). Los cuaies tienen en
cada uno de sus extrernos Un hilg de aproximadamente 5 cm de largo.

Los ganchos con los anilios aorticos fueron montados en la camara de tejidos
aislados {5 mi de velumen), atando €l hilo del gancho mas corto 2l tapdn de la base de

la camara y el mas largo al gancho del transductor de tensicn FTO3®, procurandc que el



tejido no
un tensor adaptado con un tomille sin fin y con el sistema de cafibracién adjunta al
transductor. La porcion de fa aorta quedd mnmersa en 5 mb de solucion Ringer
bicarbonato. Durante todo el experimento los anillos de aorta toracica se mantuvieron a
Zgdetension, a 37" C de temperatura, con burbujeo constante de una mezcla gaseosa

de 5% de CO;z en oxigeno y un pH de 7.4,

Ei poligrafo Grass ® modelo 7B se calibrd para que el despiazamiento de lz pluma
de 2 cm, correspenda a 2 g ae tension, de manerza que esta tension dure todo el tiempo
del experimento, Se eligid esta tensién ya gue los anillos de aorta tordcica aislada de rata,
desarrollan su maxima amplitud contractll al esimulo de una solucion Ringer Krebs con
concentracion alta de K™ (60 mi). Los tejidos se dejaron durante una hora para gue se
estabifizaran, lavando cada 10 min con solucién Ringer bicarbonato fresca precalentada
a3’ C

4.4.2 Prueba de Viabilidad del Tejido

Cuando el tejido se estabilizd, se procedio a su prueba de viabilidad gue consistio
en estmular varias veces los aniillos con la solucion Ringer Krebs con alta concentracidn
en potasio {60 mM| hasta obtener dos respuestas semgjantes (sorn semejantes cuando la
diferencia en la amplitud de la contraccidn fue menor del 10 %j. El tejido que no cumplio
con este reguisita se desecho. Después de realizar ia prueba de viabilidad se procedio a
iniciar &f protocolo experimental (Pance, 1997}

4.4.3 Clasificacion de Tratamiento Experimentales y Control

Se establecieron 5 grupos en donde uno fue el control y los cuatro restantes,
experimentales. El numere de anillos de aorta aislada de rata machoe adulto fue de 6 -8
para cada tratamiento. En los grupos experimentales, ef xantomizol se disolvid en una
mezcla de dimetll sulfdxido vy etanol [DMSO: E-OH  25), para obtener fas
concentraciones finales en el bafo de 5 ml de 13.76, 4587, 137.61 y 458.7 uM.



Grupo 1 Control

Se construyeron curvas concentracion respuesta a noradrenaiina en presencia y
en ausencia del vehiculo {04 %). Después de comprebar lz viabilidad de los anillos de
aorta toracica aisladas de rata, se incubaron con €l vehiculo por un periodo  de 15
minutes, posteriormente se adiciond en forma acumuiativa la noradrenaiina [}08 - 107

M), Dara comstrdir 1a cdrva concentracion respuesta.

Para cada concentracion de noradrenalina se dejo pasar el tiempo necesario,
durante el cual se registré de manera continuz, hastz que fa contraccion liego a su limite
¥ se pudo aplicar la siguiente concentracion del agonista,

Grupo 2 Experimental
Los anilios de aorta aislados de ratas se incubaron con 13.76 pM  de xantorrizo!
por un pericdo de 15 minutos y despugs se construyeron las curvas concentracion

respuesta a noradrenalina {10 - 10° M) enforma acumulativa.

Grupo 3 Experimental

Los anillos de aorta zislados de ratas se incubaron con 45.87 pM de xantorrizol por
un periode de 15 minutos v después se construyeron las curvas concentracion
respuesta a noradrenalina (10 - 10° M) en forma acumulativa.

Grupo 4 Experimental
Los anillos de aorta aslades de ratas se incubaron con 137.61 uM de xantorrizol

por un periodo de 15 minutos y después se construyeron las curvas concentracion
respuesta a noradrenalina {10%- 10 M) en forma acumulativa.

Grupo 5 Experimental

Los anilios de aorta aislados de ratas se incubaron con 458.7 pM de xantorrizof por
un periodo de 15 minutos y después se construyercn las curvas concentracion
respuesta a noradrenalina (102 - 10° M) enforma acumulativa.



Mediante uin sistema de registro sometnico convenclonal se registrd 13 respuesta
contractil y se midio como la amplitud de la respuesta contréctil expresada en porceniaje
(%6]. Se tomd como 100% la amplitud de Iz respuesta contractit inducida por la soiucion
Ringer Krebs con alta concentracion en potasio (60 mM). Tadas las respuestas contractiles
€ expresaron en porcentajes.

4.5 Analisis Estadistico

La concentracion efectiva cincuenta (CEsp) se determiné mediante el programa de
SIGMA PLOT v se expreso en concentracion molar, y {a respuesta maxima [Remax} s
expres® en porcentaje. Los resultados se  expresan en promedios (i) y desviaciones
estandar y se analizaron por la prueba de Bonfferroni. Se considers una diferencia

significativa cuando p< 0.005,



La noradrenaling aumento la actividad contrati! del mdsculo liso de aorta toracica,
en forma dependiente de la concentracicn, como se muestza en la grafico 1. La
preincubacion de los tefidos con 0.4% del solvente (DMSO: EEOH 2:5) por 15 minutos
nc modifico significativamente ia CEsp v a Rpux de la curva concentracion respuesta a la
NA {graficol).

Grupo?
La preincubacion de los anilios de zorta tordaca durante 15 minutos con 13.76
UM de xaritorrizol modifico significativamente (p<0.001} 1a Rma de la NA ¥ no modifico

significativamente (p>0.05) la CEsp . {grafico 2, cuadro3)

Grupe 3

L2 preincubacion de los anillos de aorta toracica durante 15 minutos con 45.87
uM de xantorrizol desplazé la curva de noradrenalina hacia la derecha (grafico 3),
medificando  significativamente  [(p<0001] la Rmxx de fa NA y no modifico

sigrificativamente [p>0.05]) ta CEsg . {cuadro 3)

Grupo 4
La preincubacion de los anillos de aorta toracica durante 15 minutos con 137.61
pM de xantorrizol desplazd fa curva de noradrenalina hacia la derecha {grafico 4,

modificando en forma significativa tanto 12 Reae  (p<0.001) como 1a CEsp .(p<0.05)
{cuadro 3)

Grupo 5

La preincubacion de los anilios de aorta toracica durante 15 minutos con 458.71
uM de xentorrizol desplazé la curva de noradrenalina hacia la derecha (grafico 5),
medificando en forma significative tantc 18 Rmax  (p<D001) como la CEgg
Ap<0.001}({cuadro 3]



VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este trabajo muestra que el xaniorrizal, 2islzde de la planta medicingl Josteohane
heterophyla  inhibe en forma dependiente de la conceniracion, le contraccién del
musculo liso vascular de la aorta tordcica aslada de rata macho, inducida por
noradrenalina. Debido & que en fa fiteratura no se reportan estudios scbre el mecanismo
de accion def xantorrizol, el efectu vasorrelaiante en la aorta toracica aislada de rata
puede explicarse como una accion no especifica sobre {a contraccion inducida por la
noradrenaling, asi pues dicha accion podria explicarse por un efecto directo sobre el
musculo liso vascular o de una accion sobre e endotelio vascular, sin embargo en los
experimentos de Ponce en el ano 2000, chiuva de 13 preincubacion e 1os ariillos de
aorta toracica con L-NAME, inhibidor de oxido nitrico {ONJ, que el xantorrizol no induce
la liberacion del ON del tejido endotelial y que el efecto vasorrelajante es consecuencia
de una accién directa inespecifica del xantorrizol sobre alguno de los pasos involucrados
en el procese de la contraccion, 1os cuales podrian ser los siguientes:

a) El xantorrizol puede ser una sustancia antagenista de la noradrenalina gue se una a
receptores o adrenergicos, ocUpandolos y regulando directamente 1os canales
ibnicos dependientes de receptores o la produccidn de sequndos mensajercs {IPs),
dando como resultado la disminucion de Ca®* intracelular y la union a la proteina
calmodulina y asi reduciendo la contraccion de la 2orta. Las curvas de los grupos
experimentales se desplazan hacia abajo de la curva control, lo que nes indica que el
COmMpUEste se compor2 como una droga con caracteristicas de antagonista no
competitivo [(Katzung, 1996)

b) Estimulando la produccion de AMPc (segundo mensajero} al unirse al recepior By
adrenérgico. El segundo mensajero activa la proteina cinasa A [PrCA) =2 cual
estimulars fa fosforilacion de la cinasa de la cadena ligera de miosima  [CLMK],

provocando gue no pueda darse la fosforilacion de las cadenas ligeras de micsing, y



asi el musculo permanecera relgjzdo cuande se  le agregue la NA [Laragh. 1995
Katzung, 1996)

¢) Produciendo  intracellarmente  un  segundc  mensgjero  damadeo  guanosin
monofosfato cicico [GMPc), el cual  estimulard una protelna cinass G, que ayudard a
la desfosforilacidn de la enzima MLC  inhiblendo en forma indirecta la contraccién

(Laragh, 1995; Katzung, 1996).

d} El compuesic entra a la célula y se une a ios receptores de membrana del reticulo
sarcoplasmico inhibiendo de manera directa ka salida de Caz".{i_aragh, 1995}

De los resudtados obtenidos se concluye gue ef xantorrizol es un compuesto con
propiedades vasoTelajantes , que acitia sobre fas células del muscuio liso de la aorta
toracica aislada de rata y no sobre endotelic vascular.  Otros investigadores en la
actuahdad han estudiado diversas piantas con propiedades relajantes en 20rta, Como es
el caso de Slish en Estados Unidos, gue menciona cerca de 31 plantas con  efectos
relajantes  sobre musculo liso vascular, en este trabajo utlizo extractos de plantas
medicinales, mecanicamente retiré el endotelio vascular y pudo observar la contraccion
con el uso de noradrenalina. Por ofro lado, en 1z India Fahim en 1999 estudio ez aniltos
de aorta de ratas albinas cerca de cuatro compuestos de plantas, obteniendo como
resuitado que dichas sustancias tuvieron efectos vasorrelajantes, sugiriendo que pueden
estimular la sintesis de! oxido nitrico. PuirHay But en Chiria en el afo 2000 realizd un
trabajo utiizando un extracto metandlico y dos compuestos puros aislados de la planta
Caesajping sao0an, en donde se examino los efectos relajantes en aorta toracica de 1ata,
inhibendo quimicamente l2 funcion del endotelio con LNAME y sugiere gue el extracto
y los dos compuestos producen oxido nitrico, obteniendo la vasorrelajacion. En el cuadro
2 se citan trabajos de compuestos y extractos de diversas plantas medicinales en todo e

mundo, que tienen efectos refajantes en aorts toracica de rata.

Como se describio en los antecedentes de este trabgjo, los estudios cientificos en
México acerca de las plantas medicnales han sido muy poces {1.5% de 7000 especies)
Lozoya, 1993}, por lo que este estudio respalda cientificamente uno de las atribuciones
[antiespasmaodicas) que se fe dan a la planta jostepharre heterophyis .



Con esta investigacién se propone, gue se realicen mas estudios que
fundamenten toda aqueilz medicina popular mexicana Whhzada en la salud de los
humanos y animales, ya que podriamos perder un gran herramienta para {2 terapeutica
veterinaria y humana



VII. CUADROS, GRAFICOS Y FIGURAS
CUADRO 1.
Farmacos alslados de plantas [Heywood, 1991)(Bruneton, [991)

Farmaco Accion Especie {familia)

vinbiastna {VLB; Antiturnural Catharanttius Foseus

vincnstina (VCR) [Apogynaceaea)

Areocolina Antihelmitco Areca Catecho
(Paimae}

Tubocuranna Relgjante dei musculo | Chondoderndron lormentosum

esquelético

Quinidina Antiarmimico Chichiona Nedgenana
IRubiaceae}

Monocrotaiina Antitumura Crotalaiz Sessiifora
[Leguminosae)

Escopeolamina Sedante Ditra meiel
{Solanaceae)

Cocaina Anéstesico iocal Enafroxyium coca

Rotenona Pesticda Lonchocarpus nicots
{Lequminocsae)

Yohimbina Antidoto Fausinystalia yornnbe
(Robiaceae)

Fisostgmina inhibidor de 1a colinesterasa Physostigma \venenosum
{Leguminosae}

Filccarping Parasimpaticomemeico Pllocanous jaborandi
[Rutaceae}

Deserpuling Antihipertensvo Racnvolfia caneascens
({apooynacede)

Pirerrinas Insecticida Chysantemen cinerarafohim

Digoxina Cardictonico RUSCLIS 3CLICRILIS

Digitoxinz

Afropina Antagonista competitivo Atropo belizdons
[Sulanaceas)

Adido salicilico Analgésico, anbpirético vy Sals alba

antnflamatorio.
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CUADRO 2.

Efectos vasorrelaiantes de otros compuestos

Extracto Crudoe (ECj o i Agonista | Dosis vasarelajante Autores —I
Producto Purc (PP} | }
Enodicyod [PF) [ Noradrenaling *  Noradrenalma Clpde | S&nchez de Rojas., VR.
Sature@ abovata LK 5i1+03x10% ycol 1999,
i o KO Code296 0.0 x
| —
Lueteohn Ca™ +  Pazlostesagonsas | Ln-ChunNam Kuoy
Gentiana arisanenss K fue Cpde 156 pM cot 1997
Noradrenaling
Ccoteine [PF] Epinefrna CExp 3a 10pM ChangChing Wei y
Cassytha fiforrmes ) cal, 1997
Hidroalcohol [EC) J Noradrenaling Renae 7.02 {477 - 1000) Wazlamk-£ y col 1997.
ELigenia uriiora ng/mi
Hidroalcohal (EC) Nordrenalina CEs de 293 ug/mi Calxto-iB y ¢of, 1997.
CALIMa 0
Favdbna cupanz
Inchlia cupana
Phychu petaium [aicalode]
TnidHdia catigua
RAZomes officrals
Jngiber offranals
Nanngerun: [PP) Noradrenaling 16° | s Para noradrenaing Cle | SENichez de Rojas, VRY
Saturea abovets KCH 80mM de 1.93 +03x 10% col; 1996,
s PamKClS0de 1.67 £
02x10"

Roemerine Noracirenalina Clg 5E+07 x 10% M ChuliaSy col; 1995.
Anonane Clgy L1201 x10%M
Defydrercenmennie é Ue23101X105M
Prazoding ! Cia51204x100M
Nifedipina Clo 4% 18X 10° M
Diinazern

i O 62+:20x10°M
Anricrng chermol
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CUADRG 2.

Efectos vasorrelajantes de otros compuestos {continuacion)

Extractos acuosos Noradrenalinz Rrmae 0.5 - 2mg/mi PerusquiarM y col,
ChIrERmNodendron petsdsction 1995
Galphuna glaucs
fpormoes
| Surglas fegid
T ORI TIICIONSILAT
Barbenne [PP) Nom=drenaing Rz 1 X 10°M WongKK; 1998
Captis pp
Centaurein y centauraam Noradrenahina e Parz Nordrenaiina Clg | OrailoF y col, 1998
{Flavenodes PP) Potasio de 167 £ 1.9 M
Cernaured Corcubionenss o Para XJClnde 1.61
13,1 et
Visnadine KCl R 1 X [O°M Duarte-)y col, 1997
Armmy usraga
Hegenarnine Noradreralina Remax 1 X 10°M WongXaikong y col;
Acorum iaooniconm 1997
Boenzysodquindines {akeioides) Polzso Clep 0BpM YarmiyaT yal 1993
Aromolina Clsy 1.5M
Cepharanthine Clp 24pM
Berbamne Clay 3.0uM
Isotetrandine Cleo 33M
N-methyicodaunne
papaventE Cly 720pM
Sorane cepttarmnta (respectvamente)
Glauaine [alacalode] Noradrenalina s Para Noradreraiine Cly, | Lozady col; 1993
Flatycapnus spicata Poizsio de 160 £ 16 pM
°  Para Polasio Qg de 90
+ 14 pM
Temandnne y gioenzytsoquincine | Neradrenalina Cigp 107 M WongKK; 1998
[ fakaloces] Xl
Stephanis tetrandra

{ en donde Clsp concentracon inhibitona clencuenta; CE concentraciin efectiva; Ry, respuesta maxima)
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it tamte R Ve A o racmt 1acks Sviea
qincuenta l\_Esg; Yac g n Uesta maxima

{Rmax) €N Cada uno de los grupos

| TRATAMIENTO CEg [pM] Ry [%]
I CONTROL 0.26+002 11719+ 1.27
{noradrenalina) n =8
il. EXPERIMENTAL 0.27 £ 0569 98.75+ 0.84**
{1376 uM de xantorrizol) NS
n=§
ill. EXPERIMENTAL 0.63£091 8480 22**
[45.87 uM de xantorrizol) NS
n=8
. EXPERIMENTAL 1.20+£072* 61.85+ 657
(137.61 uM de xantorrizol)
n=8
V. EXPERIMENTAL 220 £ 043* 37351681
{458.7 uM de xantorrizol}
n==6

Los valores representan el promedio (L} desviacion estandar, n= ndmero de anillos de
aorta toracica aislada de rata macho aduita. Los resultados se analizeron por Iz prueba de
Borfferroni, *p £0.05 ** p £ 0.001; NS= no significativo.
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GRAFICO 1.

Curva concentaciorrrespuesta a noradrenalina de anillos de aorta aisladas de ratz en
presencia y ausencia def soivenie (DMSO: EFOH  2:5)

140 —
. —a— 3 Con solvente
150 4 -8 C S 50vente E’ji
160 - -
oo 80 - 7
a1
2 ] /
z 60
5% _
S
FT 40+ =
] el
A 1
20 /
ig/g‘
0_
1E-8 1E-7 1E6 1E-5

g NORADRENALINA {M)

Después de |z adicion del solvente no se observs una diferencia de las curvas al
agregarle las concentraciones crecientes de noradrenalina

24



GRAFICO 2.

Curva concentacion-respuesta & noradrenaling de anillos de aorta aisladas de rata en
presencia de 13.76 uM de xantorrizol

1404

120 - —&—R CONTROL I,f—~—'£
1 —e—{ 1376 UM L
100 I/_I", - E
a5

80 -

60

% CONTRACCION
{100 % KCi 60 M)

20 T

O_

1E-8 ‘ T IX‘IIEI-T ‘ S Il‘E"é : T 1E-5
log NORADRENALINA (M)

Después ge la preincubacion con una concentracion baja de 13.76 pM de xantorrizol,
fcurva C), la curvas se desplazé hacia la derecha al agregarie concentraciones crecientes
de noradrenafinz
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GRAFICQO 3.

Curva concentacionrespuesta a noradrenalina de 2nillos de zorz aisladas de rata en

% CONTRACUION
{100 96 XCI 60 i)

presencia de 45.87 uM de xantorrizol
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log NORADRENALINA (M)

Después de la preincubacion con una concentracion baja de 45.87 uM de xantomizol,
(curva D), la curvas se desplazd hacia la derecha al agregarle concentraciones crecientes

de noradrenalina
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GRAFICO 4,

Curva concentacidn-respuesta 2 noradrenzfina de anilos de acrta aisladas de rata en
presencia de 137.61 yM de xantorrizol

140
1 —e— B Control
120 J —v—E 13761 LM Ir-f—”E
5% ] B
S E o so
oo
£ X 1 7
EY 604 A T,__,W_E
Z el i ,‘/’
8 o 40 i”//
= i
= L] g
20 - _
n
" =
01-’—-—~——‘¥
1£-8 24 166 1E-5

log NORADRENALINA [M]

Después de la preincubacion con una concentracion alta de 137.6 uM de xantorrizol,
{curva E), 1a curvas se desplazd la derecha at agregarie concentraciones crecientes de
noradrenalina

27



GRAFICO 3.

Curva concentaciérrespuesta 2 noradrenaling de anilios de aorta aisladas de rata en
presencia de 458.71 uM de xantorrizol
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Después de iz preincubacion con unz concentracion muy alta de 45871 pM de

xantorrizoi, {curva F), la curvas se desplazd la derecha al agregarle concentraciones
crecientes de noradrenalina
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FIGURA 1.

Estructura quirmica def xantorrizol
[Modificado de. Aguilar M Y and Delgadao GNovel bisabolene glicoside and other constituents from rots
of medical Jostephane Heteropfydia 1996)

oH

0H

FIGURA 2.

Estructura quimica de la noradrenafina
{Modificado de Guyton G A Tratado de Fisiologla Médica, 1997)
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FIGURA 3.
QOrganizacion mural de la arteria. Seccién longitudina! {A) y seccién transversal (B)

[Modificada de Banks J W Histologla Vetennaria, 1996).
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de rninsina

FIGURA 4.
Estructura fisica del misculo liso La fibra superior zguierda muestra la imadiacion de
filamentos de acting desde 1os cuerpos densos La fibra inferior derecha muestra la
relacion entre tos flamentos de acina y miosing

{Moaificado de” Guyten G A Tratado de Fisiclogla Medica, 1997)
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FIGURA 5.

Esquemnatizacién de un receptor a,adrenérgico.

{Modificado de Goodman y Giiman Las Bases Farmacoldgicas de la terapéutica, 1996)
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caz+

Reticulo
sarcoplasmico

FIGURA 6.

Estimulacion de segundos mensajeros per efecto de receptores oy adrenérgicos.. Donde

AT ALV R L R e (O L L

G proteina G, PLC fosfolipasa G IP3 1,4.5 trifosfato de inositol; PIP; 4.5 bifosfato de
fosfatidilinositol; DAG diadilglicerol; GTP guanosin trifosfato; GDP guanosin difosfato

{(Modficado de randall D and Warren B Animal Phisiclogy, 1997)
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Caimoduling [CaM]

L{a - CaM

{Modificade de Leragh )
management, 1995)

MLCK (inactva) RELAJACION
MLC
MLCK factival Actina

MLC-F FOSEATASA

ACto - miosina - P

CONTRACCION

FIGURA 7.
Ciclo de ta contraccidnrelgjacion.

H and erenner B M. Mypertension Pathophysiclogy, Diagnosis and
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 CONTRACCION |

5.

FIGURA 8.
Mecanismos celulares para e aumento de Ca”" intracelular. Donde R, es receptor
ocoplado a PG, proteina G; PLC fosfolipasa C IP3 14,5 trifosfato de incsitol; PIPz 4,5
bifosfato de fosfatidilinositol, DAG diaciiglicerol;, PcC la proteicinasa C. RS Reticulo
sarcoplasmico; CaM complefo calciccalmoduling, MLCK cinasa de la cadena ligera, de
miosinz; MLC cadena ligera de miosina; MLC cadena ligera de miosina; @intercambiador
Na*-Ca** y @IP; opera canales de Ca”* en e reticulo sarcoplésmico.

(Modificado de Laragh I H and Brenner B M Hyperension  Pathophysiology, Dragnosis and
management, [995]
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FIGURA S.

Mecanismos celulares para la inhibicién de la contraccién. Donde R), es receptor
ccoplado a PGs proteina G; AC adenilciclasa; R2 receptores acoplados a TC tirocincinasa,
R3 receptores acoplados a GC guanilcidlasa; PrCA proteina cinasa A; PrC-G proteina -
cinasa G; EM Potencial eléctrico de mermbrana RS Reticulo sarcoplasmico; CaM complejo
calciocalmoduling, MLCK ¢inasa de la cadena ligera, de mlosma MLC cadena ligera de
miosina; MLC cadena ligera de miosina; ®Bomba de Ca”* dei RS v @ Bomba de Ca2+ en
la membrana plasmadtica

{Modificado de” Laragh J H and Brenner B M. Rypertension. Pathophysiclogy, Diegnosis and
management 1995}
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FIGURA 19.
Fsquema de un anitlo de acria toracica alslada de rata rmacho, monitado sobre 2dos
ganchos de acero inoxidable dentro de la camara de tefidos aislados.

{Modificado de Ponce M H y Villanueva T Centro Médico "Siglo XxI", 1999)
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