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RESUMEN

La familia Cupressaceae incluye 12 especies que se consideran arboles
medicinales, sus aceites esenciales se utilizan como terapia alternativa o
coadyuvante para el dolor de cabeza, los resfriados, la tos y la bronquitis. La
Chamaecyparis lawsoniana (C. lawsoniana) pertenecen a la familia Cupressaceae
y son comunmente encontrados en zonas urbanas. Se evalué el efecto del extracto
metanalico de C. lawsoniana en musculo liso vascular de rata y traqueal de cobayo;
el extracto se obtuvo por maceracién de hojas de C. lawsoniana en proporcion de
peso a volumen de 1: 3 con metanol absoluto para obtener un extracto crudo, este
extracto metandlico fue empleado en 6rganos aislados utilizando anillos traqueales
de cobayo, lo cuales se contrajeron con cloruro de potasio 60 mM, tetraetilamonio
10 mM, histamina 10 yM y carbacol 1 pM y en anillos adrticos de rata que se
contrajeron con epinefrina 1 uM. Una vez que se alcanzé la contraccion maxima, se
afiadio extracto de C. lawsoniana a las camaras de bafio de 6rganos de 5 mL hasta
una concentracion final de 9.32, 18.75, 37.5, 75 o 150 ug/mL. El bloqueo de C.
lawsoniana sobre los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L se estudiaron
en miocitos traqueales y aédrticos a través de la técnica de Patch Clamp. Todas las
concentraciones usadas del extracto metandlico de C. lawsoniana disminuyeron las
contracciones traqueales inducida por cloruro de potasio, tertaetiiamonio e
histamina, pero no por carbacol. En la aorta, C. lawsoniana exhibié un efecto
relajante sobre cloruro de potasio y contracciones inducidas por epinefrina y en
miocitos traqueales y adrticos, la C. lawsoniana disminuyo significativamente las

corrientes de calcio del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L.



INTRODUCCION

El uso tradicional de productos botanicos como medicina alternativa o terapia
paliativa para el tratamiento de diversas enfermedades, sigue siendo una fuente de
conocimiento farmacolégico nuevo y valioso. Aunque las plantas pueden
representar un peligro potencial para la salud, las que se usan en las practicas de
medicina tradicional pueden ser efectivas, menos toxicas y de bajo costo
(Organizacién Mundial de la Salud, 2004). Los Medicamentos alternativos para el
tratamiento de enfermedades bronquiales y vasculares, se han convertido en area
de oportunidad por su bajo costo y generar la idea, a veces equivocada, de no
contener ninguna sustancia “artificial” existe una tendencia mundial a volver a las
plantas medicinales tradicionales para tratar diversas patologias

Recientemente ha sido reportado por varios grupos de investigadores que en las
grandes ciudades y zonas urbanas a menudo se relaciona la contaminacion
ambiental con la dificultad respiratoria y problemas cardiovasculares (Trnjar et al.,
2017; Bai et al., 2018; Honda et al., 2018; An et al., 2018), pero también, se ha
asociado de forma positiva que las caminatas peridédicas que se realizan en los
bosques y parques de estas ciudades podrian reducir significativamente la presiéon
arterial (B. J. Park et al., 2010; Q. Li et al., 2011) y facilitar la funcién respiratoria
(Lee y Lee, 2014). Esto, debido a mecanismos benéficos para la salud, como la
respiracion de los aceites volatiles esenciales de los arboles (Ohtsuka, Yabunaka y
Takayama, 1998). Se ha demostrado que la inhalacién de "aceites esenciales"
obtenidos de Juniperus Virginiana, un miembro de la familia Cupressaceae, actua

regulando el sistema nervioso autbnomo, funcion del sistema independientemente
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de la via sensorial olfativa (Dayawansa et al., 2003; Umeno et al., 2008). A este
respecto, muchos miembros de esta familia botanica son ampliamente explorados
por sus propiedades fitofarmacolégicas. Por ejemplo, los estudios de Cupressus
sempervirens sefialan que sus hojas secas se pueden emplear para aliviar el dolor
de estdbmago, asi como para tratar la diabetes, y sus frutos secos se pueden usar
como antiinflamatorios y para aliviar el dolor de muelas y la laringitis, asi como un
anticonceptivo y un astringente (Mascolo et al., 1987). El género Chamaecyparis,
otro miembro de la familia Cupressaceae, comprende ocho especies de coniferas
de madera y ornamentales de hoja perenne y existen pocos estudios que evaluan
el potencial fitofarmacolégico de este género. Hasta ahora se ha reportado que
algunos compuestos activos del extracto metanolico de Chamaecyparis lawsoniana
como los terpenos, terpinen-4-ol, a-terpineol, sabineno, alcanfor, el d-cadineno, el
a-pineno, podrian ser los responsables del bloqueo de los canales de calcio
dependientes de voltaje tipo L (CCDV-L), no obstante, la posible actividad de este
género en ceélulas musculares lisas vasculares y el musculo listo traqueal no ha sido
evaluado (Tucker & Karchesy, 2000; Emami et al., 2009; Maia-Joca et al., 2014;

Santos et al., 2011).

Chamaecyparis lawsoniana (CL)

Chamaecyparis spp. son plantas perennes nativas de América del Norte y Asia
oriental y las especies mas grandes, el ciprés de Lawson, el cedro de Port Orford o
el pino de jengibre (C. lawsoniana) pueden tener hasta 60 m (200 pies) y

aproximadamente 2 m (70 pulgadas) de didmetro. Las hojas son escamosas de 3—



5 mm de largo, opuestas en pares, estrechamente adheridos a las ramillas, con
estrechas marcas blancas en la parte inferior, las hojas laterales son mucho mas
largas que las hojas faciales. Las flores son monoicas, diminutas, en los extremos
de las ramillas Los conos femeninos son globosos, verdes al principio, pero se
vuelve marron cuando madura, unos 8 mm diametro, con 6—10 escalas, cada una
de las cuales tiene 2-5. Crece en el suroeste de Oregon y el norte de California y
es apreciado principalmente por su madera picante aceitosa (Ohmann, 1984). Esta
especie se introdujo en México, donde esta bien adaptada y se cultiva como arbol
de navidad y con fines ornamenta, las zonas de produccion de ciprés de Lawson se
encuentran en el estado de Puebla principalmente en la parte sur del municipio de
Xicotepec, debido a que las condiciones de clima son favorables para este tipo de
coniferas. La recoleccion se realiza en los meses de noviembre a diciembre
(invierno) a fin de contar con plantas vigorosa, debido a que las condiciones

climaticas son las necesarias para su desarrollo. (Hernandez, 2006).

Los principales componentes de las Hojas de C. Lawsoniana en aceites esenciales
son: Terpinen-4-ol, Sabinene, alcanfor, Citronelol, vy-terpineno, diterpenos,
Ferruginol, Pisiferol y su epimero 5-epipisiferol, formosanoxide, acido
transcomunico, torulosal, sesquiterpeno acetato de oplopanonilo y la germacrane

4b-hidroxigermacra-1 (10) -5-dieno (Rastogi et al., 1979; Smith et al., 2007).
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Fig. 1 C. lawsoniana Imagen tomada Fig. 2 Foto del vale registrado en
(MENENDEZ VALDERREY, 2017) el herbario nacional (ORIGINAL)

La C. lawsoniana (Fig. 1y 2) es empleada en medicina tradicional, aunque ha sido
muy poco reportada, en la literatura homeopatica se ha utilizado clinicamente para
tratar el dolor severo en el estbmago, cicatrices queloides, tumores, lipoma de
muslo, verrugas, y también tiene efectos antioxidantes, propiedades antivirales,

antibacterianas y antifungicas. (Baburaj et al., 2010)

Otra especie de Chamaecyparis Obtusa reduce la produccién de prostaglandina E2
y expresion de TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa) y COX2mRNA (RNA

mensajero de la ciclooxigenasa 2) en las células mononucleares de sangre
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periférica estimuladas por lipopoteinas en ratas. El B-Thujaplicin, un activo
constituyente de Chamaecyparis Obtusa, inhibe la produccion de PGE2, IL-6
(interleucina 6) y TNF-a, asi como la expresion de iINOS (6xido nitrico sintasa),
COX2 y NF-«kB (Factor nuclear kB). Estos efectos antiinflamatorios de
Chamaecyparis Obtusa pueden brindar oportunidades para el desarrollo de un

nuevo fitofarmaco coadyuvando a procesos fisiopatolodgicos. (Lim et al., 2015).

No obstante, el poco conocimiento de las actividades Fito-farmacolégicas de C.
lawsoniana y dado que ha sido utilizado en medicina tradicional en otros procesos
patologicos, es importante indagar en las células musculares lisas vasculares y el
musculo listo traqueal, lo cual podria facilitar nuevas alternativas Fito-terapéuticas

para la relajacion de ambos musculos.

A continuacion, se describe aspectos generales del musculo liso y los mecanismos

de la contraccion de los musculos lisos (vascular y traqueal).
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Musculo liso.

MUSCULO LISO VASCULAR MUSCULO LISO TRAQUEAL
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Fig. 3 Musculo liso vascular Fig. 4 Musculo liso traqueal

Imagen tomada de (Torres, 2019) Imagen tomada de (Kasjan, 2013)

Las capas de células musculares lisas conforman las paredes de numerosos
organos y tubos en el organismo, incluyendo los vasos sanguineos y la traquea (Fig.

3y4).

Las células musculares lisas vasculares carecen del patron estriado en bandas que
se observa en el musculo cardiaco y el esquelético. Reciben inervacion neural del
sistema nervioso auténomo. El fenotipo contractil del musculo liso esta bajo control
neurogénico y hormonal, capaces de actuar mediante mecanismos autocrinos o
paracrinos. Las células musculares lisas vasculares pueden desarrollar
contracciones tonicas y fasicas en respuesta a cambios fisicos y quimicos, estas
células utilizan la interaccion actina-miosina para desarrollar la contraccién, donde
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iones de calcio son responsables del inicio de la contraccion. Sin embargo, el control
de la actividad contractil varia considerablemente en los diferentes tipos de
musculos, dependiendo de su funcion y localizacion. La principal funcién del
musculo liso vascular es la regulacion de la presion arterial, la cual depende de la
fuerza impulsora del gasto cardiaco y el tono vascular (Federico Renna and Miguel

Miatello, 2013).

El musculo liso de las vias aéreas (MLVA) tiene caracteristicas estructurales
especializadas, que junto con sus mecanismos de regulacion son la base para una
funcién respiratoria normal. Se extiende a lo largo de la traquea, se bifurca en
bronquios primarios, derecho e izquierdo, y que se dirigen a los pulmones
respectivos; éstos se dividen repetidas veces, asemejando un arbol invertido, por lo
que suele llamarse arbol traqueobronquial. Se pueden diferenciar dos tipos de
contracciones: las contracciones fasicas espontaneas, que son unicamente
evidentes en el periodo embrionario (en el Utero) y estan implicadas en el desarrollo
de las vias respiratorias; y las contracciones tonicas, siendo las respuestas a
estimulos fisiologicos y fisiopatoldgicos a lo largo de la vida del individuo, su efecto
es sobre el calibre de las vias respiratorias, la regulacion del flujo de aire, y en los

reflejos protectores. (Lam, Lamanna and Bourke, 2019)

El musculo liso en reposo, es el equilibrio que existe entre la contraccion y la
relajacion, lo cual permite un tono de tension basal. La concentracion de Ca?* basall
intracelular (b [Ca?*] i) es alrededor de 100-150 nM (nanomolar), (Bianca Bazan-

Perkins et al., 2003; Carbajal et al., 2005; Flores-Soto et al., 2017; Flores-Soto et
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al., 2013; Montafno & Bazan-Perkins, 2005; Montarfio et al., 2011). El musculo liso
es activado cuando la concentracion citosolica del ion Ca?* se incrementa por la
liberacion desde el reticulo sarcoplasmico, asi como por la entrada desde el espacio
extracelular a través de diferentes canales o receptores, se inicia el fendmeno de la

contraccion (Flores-Soto et al., 2017; Flores-Soto et al., 2013).

Mecanismos que aumentan la [Ca?*]i y llevan a la contraccion.

Existen dos fuentes de Ca?* para aumentar las concentraciones intracelulares de
Ca?* y son las siguientes: 1) El reticulo sarcoplasmico, es el reservorio mas
importante de Ca?*. En su interior, el Ca?* alcanza concentraciones de 5-10 mM,
contrastando con los 100-150 nM del medio citoplasmatico. La liberacidn de este
ion se inicia por la activacién del receptor de trifosfato de inositol (IP3) y del receptor
de rianodina. 2) La otra fuente es el Ca?* extracelular que ingresa al interior de la
célula a través de diferentes canales membranales tales como: los canales de Ca?*
dependientes de voltaje (CCDV), los canales regulados por el receptor o canales
cationicos inespecificos (ROC), y los canales de entrada capacitativa u operados

por el reticulo sarcoplasmico (SOC).

En el mudsculo liso se han descrito dos mecanismos de acople
excitacién/contracciéon (Figura 5), uno farmaco-mecanico y otro electromecanico.

(Janssen et al., 2001)
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Acople farmaco-mecanico: contraccion del musculo liso de vias aéreas
(MLVA) via receptores metabotrépicos.

Este acople se da por la union de agonistas broncoconstrictores (acetilcolina,
histamina, bradicinina, leucotrienos, substancia P, ATP, serotonina, etc) con sus
receptores de membrana acoplados a la proteina G trimerica (GPCR, por sus siglas
en inglés) que, después de la union al agonista, se separa en subunidades a y By
mediante intercambio de nucle6tidos desde la subunidad a desde difosfato de
guanosina (GDP, inactivo) a trifosfato de guanosina (GTP, activo). La subunidad
Gqa activa, promueve la activacion de la fosfolipasa Cpg (PLCg) que hidroliza al
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2), formando dos mediadores intracelulares o
segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). EI DAG
permanece embebido en la membrana plasmatica y ejerce diferentes efectos
celulares: puede activar acido araquidénico o bien activar a la cinasa de proteina C
(PKC, llamada asi por su dependencia al Ca?*), ambos procesos activan otras
cascadas de sefializacion (Janssen et al., 2004; Janssen et al., 2001). Por otra
parte, el IP3 se acopla a sus receptores (RIP3) que estan situados en la membrana
del reticulo sarcoplasmico, promoviendo la liberacion de Ca?* generando la
formacién del complejo Ca?*-Calmodulina y la fosforilacién de la CLM en la serina
19 (ser 19). La miosina fosforilada cataliza, en presencia de actina, la hidrdlisis de
adenosin trifosfato (ATP) a adenosin difosfato (ADP) y la liberacién de energia
posibilita el desplazamiento de los filamentos de actina a lo largo de la miosina,
iniciando el proceso de contraccién muscular (Janssen et al., 2004; Horowitz et al.,

1996; Bazan-Perkins, et al., 1998; Montafio & Bazan-Perkins, 2005; Somlyo &
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Somlyo, 2003; Sue-Goo, 2001; Bonner, 1984; Berridge, Bootman and Roderick,

2003; Berridge, 2016)

Acople electromecanico: contraccion del MLVA inducida por despolarizacion
de la membrana plasmatica.

La membrana plasmatica del MLVA tiene un potencial de reposo de -60 mV, el
cambio en el potencial de membrana debido al movimiento o entrada de iones hacia
el espacio intracelular (principalmente del ion sodio, Na*) provoca la
despolarizacion. El potencial de membrana toma valores menos negativos (mas

positivos) (Janssen, L. J., Hague, C. and Nana, R. ,1998)

El acople opera a través de cambios en el potencial de membrana plasmatica
producidos por cambios quimicos (altos niveles del ion potasio, K*) o eléctricos
(pulsos despolarizantes). La despolarizacion genera la apertura de los canales de
Ca?* tipo L dependientes de voltaje (CCDV-L), permitiendo un incremento en la
[Ca?*]i formando el complejo Ca?*/calmodulina, lo que lleva al proceso de rellenado
de Ca?* del reticulo sarcoplasmico y contraccion (Montafio, Barajas-Lopez and

Daniel, 1996; Flores-Soto et al., 2013).
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Acoples excitacion-contraccion
farmacomecanico/ electromecanico
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Fig.5 Acoples excitacion contraccion farmacomecanico / electromecanico

realizada por el equipo de investigacion en asma (Flores Soto Edgar y

Montaino Ramirez Luis Manuel).

Mecanismo de relajacion del musculo liso.

La relajacién del musculo liso se produce como resultado de la separacion del
estimulo contractil o por la accién directa de un farmaco que estimula la inhibicién
del mecanismo contractil (por ejemplo, el salbutamol). Independientemente, la
disminucién [Ca?*]i a niveles basales inactiva ROCK, permitiendo que la MLCK

desfosforile a la cadena ligera de la miosina y el musculo se relaje.
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Existen al menos tres transportadores responsables de mantener las [Ca?']i en
alrededor de 100 nM: 1) la ATPasa de Ca?* de membrana plasmatica (PMCA) que
funciona transportando Ca?* del citoplasma hacia el medio extracelular; 2) la
ATPasa de Ca?* de reticulo sarcoplasmico (SERCA) que transporta Ca?* del
citoplasma al interior del reticulo sarcoplasmico. Ambas proteinas utilizan ATP como
fuente de energia para transportar Ca2* en contra del gradiente electroquimico y 3)
el intercambiador Na*/Ca?* en su fase normal (NCX), cuya funcion principal es sacar
Ca?* del citoplasma al espacio extracelular e introducir Na* del espacio extracelular
al citoplasma como se muestra en la Fig. 6. Por otro lado, las proteinas que
aumentan las [Ca?*]i se encuentra bloqueadas o inactivas. Ejemplo; RIP3, SOC,
ROC, CCDV-L. Bajo este contexto general, la disminucién de [Ca?']i (calcio

intracelular) genera la relajacion del musculo liso.

Proteinas que mantienen

los niveles basales de : .
[Ca?i o 'f-'(j' _ Na® wlr*. .: L ..:
ol : o . * ¢
* ATPasa de membrana '.l o ¢lCa*li=100 nM
lasmatica (PEM ot
plasmatica (PEMCA) ,:. ﬂ. o :‘ .

+ ATPasa de reticulo
Sarcoplasmico (SERCA)

= Intercambiador Na*/Ca?*
en su fase normal (NCX)

- 913

Fig.6 Proteinas que mantienen los niveles basales de [Ca?*]i realizada en el
laboratorio de investigacion en asma (Flores Soto Edgar y Montafio Ramirez

Luis Manuel).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El uso tradicional de productos botanicos como medicina alternativa o como
coadyuvante para el tratamiento de diversas enfermedades sigue siendo una fuente
de nuevos y valiosos conocimientos farmacologicos. Por lo tanto, es de suma
importancia observar los efectos fitofarmacoldgicos del extracto de C. lawsoniana,
como una posibilidad en la relajacion del musculo liso coadyuvando al proceso

respiratorio e hipertension arterial.

HIPOTESIS
La contraccion del musculo liso traqueal y vascular inducido por diversos agonistas,
es bloqueado por el extracto metandlico de C. lawsoniana induciendo la relajacion

via el bloqueo de los CCDV-L.

OBJETIVOS

General

Determinar si el extracto metandlico de C. lawsoniana induce la relajacién del
musculo liso vascular de rata y del musculo liso traqueal de cobayo contracturado
previamente por cloruro de potasio, tetraetiiamonio, epinefrina, histamina y

Carbacaol.

Objetivos particulares

Obtener el extracto de las hojas secas a base de metanol.

Caracterizar la relajacion del musculo liso traqueal y de aorta con el extracto C.
lawsoniana.
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Determinar si el extracto de C. lawsoniana bloquea las corrientes de Ca?* tipo L

dependientes del voltaje (CCDV-L) mediante electrofisiologia.

Analizar los resultados cuantitativamente del efecto del extracto metandlico de C.

lawsoniana sobre la contraccion de los musculos lisos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de la Planta

La C. lawsoniana (The Plant List, 2013), es conocida también como ciprés de
Lawson, cedro de Port Orford, se recolectd en el estado de Puebla durante los
meses de noviembre, diciembre y enero cuando las plantas son vigorosas
(Hernandez-Padilla en 2006), en Chignahuapan, Toltepam: Lat. 19.83710 N; Largo.
-98.034370 W. Para su identificacion botanica, el material biolégico se deposité en

el Herbario Nacional de México en el Instituto de Biologia, UNAM (Vale 1453965).

Procedimiento de la Extraccion Metandlica.

Las hojas secas de C. lawsoniana se trituraron, pero no se molieron y los aceites
esenciales se extrajeron con metanol absoluto en una proporcion de peso: volumen
(300 g/0.9 L) de 1: 3 a 20 ° C. El disolvente del extracto liquido se elimind
completamente por evaporacion a temperatura ambiente. Las soluciones utilizadas
en este estudio se prepararon disolviendo este material extraido en metanol a una

concentracion final de 25 mg/mL.
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Sistema de registro de érganos aislados.

Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Guia de Principios para el
cuidado y uso de los animales vertebrados en Investigacion y capacitacion
publicado por la Sociedad de Fisiologia Americana. El manejo de los animales y su
sacrificio se realiz6 de acuerdo a la norma: NOM-062-Z00-1999. Los desechos de
los diversos experimentos se manejaron conforma a las normas NOM-085-
SERMANAT-2011 y la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-200, Proteccién ambiental-
Salud ambiental-Residuos peligrosos biolégico-infecciosos-clasificacion 'y
especificaciones de manejo. El numero de proyecto aprobado por el CICUAL:

IN204319.

Se sacrificaron cobayos machos (n total= 38) de 300-400 g de la cepa Hartley y
ratas de la cepa Wistar (n total= 22) de 100-150 g con una dosis letal de
pentobarbital sédico por via peritoneal (35 mg/kg), se extrajo la traquea y la aorta
respectivamente y fue finamente disecada y colocada en una caja de diseccion
donde posteriormente se elimind el exceso de tejido conjuntivo adyacente, todo este
proceso fue realizado en solucién de Krebs-Ringer en condiciones que aseguraban
la integridad de la traquea y la aorta. Inmediatamente la trdquea y la aorta fue
seccionada en ocho segmentos (~3 milimetros), cada segmento se colocé en una
camara de érganos aislados de 10 mL de capacidad con la solucién Krebs-Ringer
con la siguiente composicion: 118 NaCl, 25 NaHCOs, 4.6 KCI, 1.2 KH2PO4, 1.2
MgSOs4, 11 glucosa, y 2 CaCl2 (mM). Las preparaciones se mantuvieron a 37°C y

se burbujearon continuamente con 5% CO2y 95% O2 a un pH de 7.4.
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Cada segmento se sujetd a un transductor de fuerza isométrica modelo FT03 (Grass
Instruments, West Warwick, RI, USA) conectado a un sistema amplificador de las
sefales Cyberamp 380 (Axon Instruments, Foster City, C.A, EUA) y a una interfaz
analogo-digital Digitada 1440 A (Axon Instrruments). Los registros se almacenaron
en una computadora y se analizaron con el software AxoScope version 10.2 (Axon

Instruments, Foster City. CA, EUA).

Los segmentos traqueales y de aorta se equilibraron a una tension inicial de 1 g
durante 45 minutos (tiempo basal). Con el propdsito de normalizar las respuestas
de los tejidos, se estimularon tres veces con 60 mM de KCI hasta alcanzar la
respuesta maxima de contraccién. Posteriormente, se siguid con el protocolo

experimental que a continuacion se seiala.

Para evaluar el efecto relajante de C. lawsoniana, se pre-contracturaron anillos
traqueales con KCI 60 mM, TEA 10 mM, HIS 10 yM o CCH 1 pM. Se probaron
concentraciones unicas de 8,9, 18,75, 37,5, 75 0 150 pg / mL de extracto metandlico
de C. lawsoniana en diferentes preparaciones. En otros experimentos, las aortas
toracicas se pre-contracturaron con EPlI 1 yM o KCI 60 mM y se agregaron el
extracto metandlico de C. lawsoniana a la misma concentracion, como se mencioné
anteriormente. Los resultados se expresan como porcentaje de la tercera respuesta
de KCI, cabe mencionar que debido a que 37.5, 75 y 150 pg/mL de CL indujeron una
inhibicion casi total de la contraccién por HIS en miocitos traqueales y KCI en
miocitos vasculares, decidimos bajar la concentracion del extracto metandlico de

CL, utilizando 8.9, 18.75 y 37.5 yg/mL, La adicion del mayor volumen de metanol
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empleado (30 pL, 0.03%) a las preparaciones de tejido no modifico las
contracciones traqueales a KCl o TEA, ni las contracciones aodrticas a KCl o EPI.

(Campos-Bedolla et al., 2005).

En el siguiente diagrama se muestra breve esquema del proceso

Extraccion

L i
Secado y
molienda por Diluciones
maceracion y Aplicacién en
tejidos

evaporacion

Patch Clamp

Técnica de fijacion de voltaje.

Obtencidn y cultivo de miocitos traqueales de cobayo.

Los tejidos traqueales de cobayos y de aorta de rata fueron obtenidos como se
describid en el procedimiento anterior e inmediatamente se realizé la diseccion del

musculo liso traqueal y de la aorta de rata, en una camara de diseccidn que contenia
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solucion de Krebs-Ringer. Al musculo se le eliminé el tejido conectivo y epitelio bajo
microscopio estereoscopico y se sometio a una disgregacion enzimatica y mecanica
transfiriéendolo a una solucidon Hanks (GIBCO) que contenia 0.05 unidades de
papaina (56 mg/mL, Worthington) y 2 mg de L-cisteina (sigma) durante diez minutos
a 37 °C. El pH de la solucion enzimatica fue ajustado con bicarbonato de sodio
(NaHCOs). A continuacion, el tejido fue lavado con solucion de Leibovitz (L-15,
GIBCO) para remover el exceso de enzimas y posteriormente se incub6 en una
solucién Hanks que contenia 1 mg/mL de colagenasa tipo | (Worthington) y 0.5
mg/mL de proteasa (Sigma) durante 10 min. a 37 °C. Una vez trascurridos los diez
minutos, los tejidos fueron aspirados y liberados hacia la solucién enzimatica con
una pipeta Pasteur (20 veces) para permitir la disociacion de los miocitos. Después
se incubaron los tejidos nuevamente en la solucion colagenasa-proteasa por otros
diez minutos y se realizé el mismo procedimiento para la disociacidon mecanica hasta
que se observaran células bajo el microscopio. La actividad enzimatica fue detenida
afiadiendo 5 mL de solucion de Leibovitz y se centrifugdé a 600 rpm durante 5 min,
retirando el sobrenadante y afnadiéndose nuevamente solucion L-15 vy
centrifugandose. Los botones celulares fue re-suspendido en 6 mL de medio
esencial minimo (MEM, GIBCO) que contenia suero fetal bovino , 2 mM L-glutamina,
10 UmL-1 penicilina, 10 ug/mL-1 estreptomicina y 15 mM de glucosa, para
posteriormente distribuir el medio con las células en cajas multipozos (Falcon
Becton Dickinson) (colocando aproximadamente 1 mL de medio por pozo, en 6
pozos), a los cuales previamente se les colocd en el fondo un cubreobjetos

impregnado con colagena estéril de cola de rata. Los pozos se mantuvieron en una
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atmdsfera humidificada (incubadora con diéxido de carbono al 5%) a 37 °C durante
un periodo de 48 horas para posteriormente registrar mediante la técnica de fijacion

de voltaje la actividad eléctrica de las células.

Registros de la actividad eléctrica en célula completa.
Las células musculares de traquea de cobayo y de aorta de rata fueron cultivadas y
registradas mediante la técnica electrofisiolégica de fijacion de voltaje de membrana

como se describe a continuacion:

El cubreobjetos con los miocitos traqueales de cobayo y de aorta de rata fueron
adheridos y trasladados a una camara de registro que fue constantemente
perfundida con un volumen de 0.5-1 mL de solucién externa para la medicion de las
corrientes entrantes de ion bario (se utilizé Ba?* como acarreador de carga y como
sustituyente de Ca?*, ya que este Ultimo ion es capaz de modular su misma y otras
corrientes, contaminando la sefal) a una velocidad de perfusion de 1.5 mL/min con
la siguiente composicion (mM):136 NaCl; 11 glucosa; 10 HEPES; 0.1 acido
niflamico; 5 BaClz; 6 CsCl; 5; 11 glucosa; 10 HEPES). La solucién fue ajustada a un
pH=7.4 con CsOH a temperatura ambiente (~ 21 °C). Dicha camara de registro fue
adaptada sobre la base del objetivo de un microscopio de luz invertido (Zeiss

modelo IP03).

Los microelectrodos que se utilizaron para el registro de fijacibn de membrana
fueron fabricados con capilares de borosilicato (1B200F-6 glass, Word Precision

Instruments, Sarasota, FL), utilizando para ello un estirador de pipetas (P-87, Sutter
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Instruments Co, Novato, CA). La resistencia de los electrodos se encontraba entre

3y 6 MQ.

La capacitancia de la punta antes y después del acceso a la célula fue compensada,
aplicando pulsos cuadrados despolarizantes mediante un Amplificador Axopatch
(modelo 200A, Axon Instrumenst). Para asegurar que cada célula fuera isopotencial
durante el procedimiento de fijacién de voltaje, fueron excluidos los registros cuyos
valores de capacitancia sobrepasaban los 80 pF (pico Faradio), utilizando el
intervalo entre 30 y 50 pF como criterio de inclusion. Se realizaron las mediciones
de las corrientes de Ba?* utilizando los filtros del amplificador de 1-5KHz con una
frecuencia de digitalizacion de 2-5 kHz. La solucién de la pipeta de registro (solucion
interna), contaba con los siguientes componentes (mM): 130 CsClI; 2 MgCI2 2;10
EDTA; 10 HEPES; 3.6 ATP-Na; 1.9 GTP. La solucion fue ajustada a un pH= 7.4 con

CsOH a temperatura ambiente.

Las corrientes totales se registraron por medio de su activacion con un protocolo de
estimulacién previamente cargado en el programa pClamp (versién 10.2), el cual
consiste en pasos con pulsos despolarizantes con potenciales de -60 a +50 mV
durante 500 ms, a 1 Hz en incrementos de 10 mV con un potencial de fijacion de
membrana de -60 mV. Este protocolo evoca corrientes entrantes estables y
reproducibles. Los cambios en las corrientes bajo las condiciones descritas con
anterioridad fueron evaluados en el pico maximo de la corriente para cada voltaje

probado.
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Para observar las corrientes de Ca?*, los miocitos de la aorta traqueal y toracica se
sometieron a una serie de pulsos de hiperpolarizacion y despolarizacién de
potenciales que van desde -60 a +50 mV en incrementos de 10 mV desde un
potencial de reposo de -60 mV durante 100 ms, 1 Hz. Después del protocolo control,
se uso extracto metandlico de C. lawsoniana (concentracion final de 37.5, 75y 150
Mg/ mL en solucion de perfusion, n = 5 cada uno) y se siguio el mismo procedimiento
experimental. Los cambios en las corrientes se evaluaron como el pico de corriente

maximo para cada voltaje probado.

FARMACOS

Para la solucion Krebs-Ringer fueron utilizados NaCl, NaHCO3s, KCI, KH2POg4,
MgSOs4, glucosa, y CaCl2 (mM). Para los experimentos se utilizé HIS, CCH, EPI,
KCI, TEA y Metanol los cuales fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis.
Montana, EUA). Para la Disgregacion y los cultivos celulares fueron utilizados
Colagenasa tipo 1 y papaina fueron comprados de Worthington Biochemical Co.
(Lakewood, NJ). Dispasa Il fue obtenida de Roche (Indianapolis, IN), solucion
Hanks, solucion de Leibovitz y solucion fueron adiquiridos en GIBCO. Para la
solucion externa para la medicion de las corrientes entrantes utilizamos Ba?*,
HEPES, acido niflumico, BaCl2, CsCl, fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis.

Montana, EUA).

ANALISIS ESTADISTICO.

La significancia estadistica de las diferencias entre los grupos se estimé por analisis
de varianza (ANDEVA) de una via. Las diferencias entre el grupo control y los
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grupos tratados se estimaron por la prueba de Dunnett utilizando el programa
estadistico Instat 3 (Graph Pad, version 3.05) Los resultados se consideraron
significativos cuando el valor de p fue menor a <0.05 bimarginal. Los resultados se

expresaron con el promedio + el error estandar de la media (EEM).

RESULTADOS
A B
VEH 7.5 pl
VEH 7.5 pl
VEH 15 pl : |
1

VEH 30 pl
1
VEH 45 yl f
VEH 45 pl

.
Kl KO

80 mM 80 mM

Hew

20 min

Fig. 7 Registros originales del vehiculo (7.5, 15, 30 y 45 yl de metanol) sobre las
contracciones de KCL 60 Mm en el musculo liso traqueal de cobayo (A) y musculo

liso de aorta de rata (B) del efecto.

1. Efecto del Extracto metandlico de C. lawsoniana sobre la contraccion
inducida por KCl y TEA en el musculo liso traqueal de Cobayo.
Las traqueas fueron previamente contracturadas con KCIl y TEA (bloqueador

de los canales de K*) respectivamente: ambas sustancias producen la
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despolarizacion de la membrana plasmatica, permitiendo la apertura del
CCDV-L y la subsecuente entrada del Ca?* extracelular al interior de las
células e iniciando la contraccion muscular. La respuesta contractil inducida
por KCI 60 mM fue disminuida significativamente (p<0.01) por la adicién del
extracto metandlico de C. lawsoniana a diferentes concentraciones (37.5, 75
y 150 pg/mL) (Fig 8A). Cuando los anillos traqueales fueron contracturados
con TEA, se obtuvo una relajacion significativa cuando se aplico el extracto
a las concentraciones de 75 pg/mL (p<0.05) y 150 pg/mL indujo una
relajacion altamente significativa (p<0.01), pero no ocurri6 con la
concentracion de 37.5 ug/mL (Fig 8B). La concentracion maxima utilizada en
estos experimentos fue de 150 ug/mL, ya que una concentracion mayor tiene
efecto per-se sobre el musculo liso, no bajamos la concentracién de 37.5

Mg/mL no tuvo efecto sobre la contraccion.
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Figura 8. El extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana (CL) disminuye la contraccion
de KCI y tetraetilamonio en el musculo liso traqueal de cobayo de forma dependiente de la
concentracion. A) El panel muestra los registros originales de los efectos de diferentes
concentraciones CL (37.5, 75 y 150 ug/mL; concentracion final en bafios de érganos de 5 mL)
sobre la contracciéon inducida por el KCI (60mM), donde las barras ilustran la disminucién
significativa de la contracciéon de KCI producida por cada concentraciéon de CL analizada (n =
7). En el panel B) Registros originales de los efectos CL en la contraccién inducida por
tetraetilamonio (TEA, 10 mM, n=5-6); las barras representan las significancias alcanzadas por
el efecto de CL a 75 pg/mL y 150 pg/mL. Cada barra representa la media del efecto de

contraccion £ SEM. Diferencias signitivas a * p <0.05; ** p <0.01.
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2. La contracciéon inducida por la histamina en anillos traqueales de
cobayo es disminuida por el extracto metandlico de C. lawsoniana
dependiente de la concentracidn.

La administracion de HIS (1 mM) al tejido traqueal indujo una respuesta de
contraccién, al obtener su respuesta maxima, se aplico el extracto de C.
lawsoniana a diferentes concentraciones (8.9, 18.75, 37.5, 75y 150 pg/mL),
produciendo en el tejido relajacion que fue altamente significativa (p <0.01)
en todas las concentraciones. Debido a que 37.5, 75 y 150 pg/mL de CL
indujeron una inhibicidn casi total de la contraccion por HIS, decidimos bajar
la concentraciéon del extracto metandlico de CL, utilizando 8.9, 18.75y 37.5

Mg/mL, el cual mostré el mismo efecto relajante en la respuesta HIS (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto del extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana por histamina en el
musculo liso de las vias respiratorias de cobayo, donde se observa la disminucién de las
contracciones. El panel izquierdo ilustra el registro original de los efectos a diferentes
concentraciones de Chamaecyparis lawsoniana (CL) (9,32, 18,75, 37,5, 75y 150 ug / mL); final
concentraciéon en banos de érganos de 5 mL) sobre la contraccion inducida por histamina
(HIS, 1 yM, n = 6-7). La grafica de la derecha muestra muestra el efecto alcanzado en todas las
concentraciones de CL utilizadas. Cada barra representa la media del efecto de contraccién *

SEM. Diferencias significativas a ** p <0.01.
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3. Las contracciones traqueales inducidas por carbacol no se modifican por
la adicion de C. lawsoniana en la respuesta maxima o por la pre-incubacion
de C. lawsoniana.

La administracion con CCH (1 uM) al musculo liso traqueal de cobayo, produce una
respuesta de contraccion, al alcanzar su respuesta maxima y su meseta, se aplico
el extracto de C. lawsoniana a diferentes concentraciones (37.5, 75y 150 pg/mL),
ninguna de las anteriores concentraciones modifico la contraccién del MLVA
inducido por CCH. (Fig. 10 A). Se abord6 de manera diferente al estimular al tejido
dos veces con CCH (1 uM) con intervalos de 1 hora, observamos que la respuesta
de contraccion es igual. Cuando incubamos los tejidos con concentracion unicas
(37.5, 75 y 150 pg/mL) de C. lawsoniana antes de la segunda respuesta de CCH,
no se observaron modificaciones a la contraccion del CCH (Fig. 10 B). Al lavar los
tejidos 30 minutos con Krebs Ringer después de realizar la curva de CL y volver a
estimular a los tejidos con CCH observamos que las respuestas de contraccién eran
similares a las obtenidas al inicio del experimento, esto nos hace pensar que este
compuesto no dana al tejido, para confirmar esta teoria seria necesario realizar

estudios de concentracion toxica 50 y concentracidon maxima.
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Figura 10. Contracciones traqueales inducidas por CCH, sin modificacion por el extracto
metandlico de CL. En el panel A se muestra las preparaciones traqueales estimuladas con
CCH 1pM mostraron una contraccion mayor que la respuesta inducida por KCI. Esta
contraccion no fue alterada por la adicidon de cualquiera de las concentraciones de CL (37,5,
75 0 150 pug / mL) durante la meseta de la contraccién inducida por CCH. En el panel B) Dos
estimulos consecutivos con CCH mostraron la misma respuesta en las preparaciones
traqueales de cobayo. Cuando las concentraciones de CL (37,5, 75 o 150 ug / mL) fueron
incubados durante 30 min entre la 1a y la 2a estimulacién con CCH, no se observaron efectos

en las contracciones. n.s. a p<0.05.
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4. En preparaciones aorticas, el extracto de C. lawsoniana dependiente de la
concentracién disminuye las contracciones inducidas por KCl y Epinefrina.

La contraccion inducida por la despolarizacion de la membrana con KCI (60 mM) en
musculo de aorta toracica (MLVA) es un proceso mediado unicamente por la
apertura de canales de Ca?' dependientes de voltaje tipo L (CCDV-L) y la
concomitante entrada de Ca?* extracelular al interior de la célula. Esta contraccion
se redujo significativamente (p <0.01) por todas las concentraciones utilizadas de
C. lawsoniana (8.9, 18.75, 37.5, 75y 150 pg/mL) produciendo relajacion del musculo
de la aorta toracica (Fig. 11 A). Cuando las preparaciones aérticas se estimularon
con Epinefrina (EPI 1 uM), se observd una contraccidon sostenida. La adicion de
cualquiera de las concentraciones de C. lawsoniana estudiadas (37.5, 75 o 150
Mg/mL) en esta respuesta sostenida, indujo una relajacion significativa (p<0.05 para

37.5 ug/mL; p <0.01 para 75y 150 ug/mL) (Fig. 11 B).
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Figura 11. Efecto de la concentracion del extracto metandlico de CL por KCI y Epinefrina en
aortas toracicas de ratas. En el panel A) se muestra a las aortas contracturadas con KCI (60
mM, n = 6) y el efecto relajante a las concentraciones (9,32, 18,75, 37,5, 75y 150 ug/mL) de CL
la cual es dependiente de la concentracion. El grafico de barras en la parte inferior izquierda
muestra que todas las concentraciones estudiadas de CL indujeron una disminucién
significativa de la contraccién de KCI; con respecto al grafico presente en el panel B) el efecto
de CL a 37,5, 75 y 150 pg/mL sobre la contracciéon de Epinefrina (EPI, 1 pM, n = 6),
concentraciéon se observa una disminucién de las contracciones significativamente. Las

barras representan la media de la contracciéon £ SEM. Diferencias significativas a * p <0.05; **

p <0.01.
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5. El extracto metandlico de C. lawsoniana bloquea las corrientes de Ca2+
(CCDV-L) en los miocitos adrticos y traqueales.

En los experimentos de fijacidn del voltaje en miocitos adrticos de rata, se realizaron
pulsos despolarizantes de -60 a + 50mV a partir de un potencial de fijacién de
-60mV produciendo una corriente entrante de Ba2* dependiente del voltaje (IBa?*).
Como en trabajos anteriores (Reyes et al., 2016) se confirmé mediante la adicidén
de nifedipina 1 uM (un bloqueador de CCDV-L) que esta corriente correspondia a
la actividad de CCDV-L. La corriente interna maxima alcanzé la amplitud maxima a
OmV. Se observo una corriente similar en los miocitos traqueales de cobayos.
Cuando ambos tipos de miocitos se expuso a diferentes concentraciones de C.
lawsoniana (18,75, 37,5y 75 ug / mL) se observé una disminucion significativa de
cada corriente (Fig. 12 A, B) hasta su abolicién con la concentracién mas alta.
Debido a que 37,5 yg/mL del extracto de CL disminuyo la corriente a la mitad,
decidimos utilizar una concentracion inferior en este caso fue 18.75 pg/mL, por otro
lado, cabe mencionar que no utilizamos la concentracion maxima de 150 ug/mL del

extracto porque 75 pug/mL abolié completamente la corriente.
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Figura 12. Efecto de la fijacion de voltaje con adiciéon del extracto metandlico de C. lawsoniana.
EL CL disminuyé las corrientes de Ca?* tipo L dependientes del voltaje (CCDV-L) en miocitos
vasculares y traqueales. A) Los miocitos vasculares de rata recibieron un pulso de
despolarizacion de -60 a +50 mV desde un potencial en reposo de -60 mV durante 100 ms.
Estas estimulaciones produjeron una corriente interna Ba?* dependiente del voltaje (IBa?*),
que correspondia a una corriente CCDV-L. La corriente maxima de entrada alcanzé la amplitud
maxima a ~0 mV. Estas corrientes disminuyeron significativamente por cada concentraciéon
de extracto de CL utilizada y fueron anuladas por el mas alto (n = 5-7). B) Se observaron
corrientes de Ba?* similares inducidas por incrementos de 10 mV en miocitos traqueales de
cobayo. Las corrientes de Ba?* mostraron una disminucién cuando las diferentes
concentraciones del extracto de CL fueron perfundidas (n = 5-7) y alcanzaron diferencias
significativas comparadas con la corriente control. Las inserciones de cada figura
representan grabaciones originales. Cada simbolo representa la media * S.E.M. Diferencias

significativas a * p <0.05, ** p <0.01.
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DISCUSION

Los resultados de la presente tesis indican que el extracto metandlico de C.
lawsoniana induce la relajacion aodrtica y traqueal a través del bloqueo del CCDV-L.
En este sentido, la adicién de KCI a cualquiera de los tejidos despolariza el musculo
liso, promoviendo la apertura de CCDV-L, permitiendo la entrada de Ca?* al
citoplasma e induciendo la contraccion, por lo que sigue siendo la herramienta

preferida para explorar los fenémenos relacionados con CCDV-L.

En los tejidos traqueal y aodrtico, se realizoé una curva en el que se evalué el efecto
del vehiculo (metanol absoluto) sobre la meseta de contraccion de KCI utilizando 4
volumenes de este, fueron 7.5, 15, 30 y 45 pl, (Ver Figura 7 ) en las que se observa
que la adicién de volumenes mayores a 30 pl comienza a tener efecto sobre la
respuesta a KClI, la adicion de volumenes inferiores a 30 pl no induce cambios, razén
por lo cual no utilizamos concentraciones que superiores a los 30 pyl de metanol.
Por otro lado, es conocido que el uso de KCl y el bloqueo de los canales de K* con
tetraetilamonio (TEA) inducen una contraccion debido a la despolarizacion de la
membrana y la apertura de los CCDV-L. La maniobra experimental con TEA nos
permitié descartar que la relajacion por el extracto metandlico fuera via la activaciéon
de los canales de K*, ya que el extracto de C. lawsoniana relajo las preparaciones
traqueales incluso cuando los canales de K* fueron bloqueados por TEA. Para
descartar contundentemente un posible efecto extracto metandlico en los canales
de K*, se realizaron experimentos de Patch Clamp con miocitos traqueales,

corroborando que las corrientes de K* no fueron alteradas por el extracto metandlico
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de C. lawsoniana a 150 yg/mL (datos no mostrados). Corroborando que el efecto

observado es a través del bloqueo de los CCDV-L induciendo la relajacion.

Musculo liso Vascular.

Es ampliamente conocido, que el musculo liso vascular y traqueal se contrae en
respuesta al KCI, la entrada de calcio a través de CCDV-L es primordial para una
contraccion sostenida en los tejidos vasculares. (Ratz et al., 2005; Fernandez-
Tenorio et al., 2011; Egea-Guerrero et al., 2015). A este respecto, se ha establecido
gue a concentraciones similares a las empleadas en esta tesis 1 uM de epinefrina,
fenilefrina, agonistas de los receptores adrenérgicos a1 inducen una contraccion del
musculo liso de aorta similar a la desarrollada por la estimulacion con KCI
(Sakamoto et al., 2003; Fernandez-Tenorio et al., 2011). Posiblemente, la
contraccion inducida por los agonistas del receptor adrenérgico a1 en las
preparaciones vasculares a esta concentracién depende principalmente de CCDV-
L y, por lo tanto, la concentracion de extracto metandlico de C. lawsoniana mas alta
probada (150 pg/mL) la bloquea completamente. Esta relajacién inducida por C.
lawsoniana de las aortas precontracturadas con epinefrina a través del bloqueo de
CCDV-L resalta su potencial a ser un candidato para desarrollar un fitofarmaco que
coadyuve en la relajacion del musculo liso. Terapéuticamente, la mayoria de los
bloqueadores de los CCDV-L se consideran una clase importante y eficaz de
agentes antihipertensivos (Messerli, 2003; Brozovich et al., 2016; Touyz et al., 2018;

Zamponi et al., 2015;Tamargo and Ruilope, 2016)
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Mediante la técnica de Patch Clamp, se corroboré que estos efectos fueron

provocados por el bloqueo de CCDV-L (Santos et al., 2011).

Musculo liso Traqueal.

Los estudios realizados en nuestro laboratorio sefialan que, en el musculo liso de
las vias respiratorias, las contracciones inducidas por histamina tienen un
componente importante de CCDV-L con una baja participacion de la via de la
PLCg/IP3 (Bazan-Perkins et al., 1998; Carbajal et al., 2005; Montario et al., 2018) un
hecho que explica completamente que las relajaciones inducidas por C. lawsoniana
de la contracciéon traqueal inducida por histamina es a través del bloqueo de los

CCDV-L.

Por el contrario, los agonistas colinérgicos activan la via de las PLCg/IP3 induciendo
la liberacion del Ca?* del RS, promoviendo la contraccion (Bazan-Perkins et al.,
1998), ademas, la contraccion inducida por CCH no disminuye con el uso exclusivo
de bloqueadores de CCDV-L. Ademas del bloqueo de estos canales, se debe utilizar
un antagonista de canales de cationes no selectivos (es decir, 2-APB) para anular
completamente las contracciones inducidas por CCH y los aumentos intracelulares
de Ca?* (Flores-Soto et al., 2013; Perusquia et al., 2015; Sommer et al., 2016). Por
otro lado, se observo que el extracto metandlico de C. lawsoniana no tuvo ningun
efecto sobre estas contracciones, lo que nos sugiere que es un bloqueador puro de

CCDV-L.

Es bien conocido que en enfermedades como el asma, la rinitis alérgica y la

enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), las células caliciformes
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desempefian un papel primordial (Henke, Shah and Rubin, 2005; Ordofiez et al.,
2001; Larsen, Tos and Mogensen, 1986). Recientemente, se descubrid que estas
células expresan todos los subtipos de receptores de histamina (H1-H4) y que su
activacion estimula la secrecion de moco. Este efecto fue abolido mediante la
eliminacion de Ca?* extracelular, lo que sefiala la relevancia de la entrada de Ca?*
en este fenomeno (Li et al., 2012). Ademas, debido a que el verapamilo, un
antagonista de CCDV-L, ha demostrado ser util para disminuir la produccion de
mucosa de las vias respiratorias en ratones sensibilizados (Khakzad et al., 2012),
es concebible que estos canales regulen la funcion de las células caliciformes. Por
lo tanto, los bloqueadores farmacoldgicos de estos canales, como los extractos de
C. lawsoniana, constituyen un posible candidato para desarrollo de un fitofarmaco
apropiado para el asma, la rinitis alérgica y la EPOC, aunque se necesitan mas

investigaciones.

Evidencia de los compuestos quimicos caracterizados en CL

Rastogi RP, et al., y Eileen CJ et al., reportaron los compuestos quimicos del C.
lawsoniana, en otras fuentes bibliogréaficas (Astudillo-Vazquez, Mata and Navarrete,
2009) se expuso que varios de los compuestos activos de C. lawsoniana tiene
efectos sobre canales ionicos, en el caso de los terpenos pueden mencionarse
especulativamente como los candidatos mas probables. Una revisién de la literatura
mas reciente designa terpinen-4-ol (22%), sabineno (21%) y alcanfor (7.8%) como
los compuestos con el mayor contenido en las hojas de C. lawsoniana (Emami et

al., 2009), mientras que en el analisis del aceite obtenido de la corteza y la madera
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de C. lawsoniana, se descubrié que el a-terpineol (14.33%), el d-cadineno (8.17%)
y el a-pineno (6.53%) son los componentes mas abundantes (Tucker and Karchesy,
2000). El componente mas abundante del extracto de la hoja, terpinen-4-ol, se
puede encontrar en mas de 200 derivados de hojas, hierbas y flores y se utiliza
como antimicrobiano tépico. Mientras que, en otro estudio, los anillos adrticos de
rata precontraturados con alto K* o fenilefrina se redujeron con terpinen-4-ol de
manera dependiente de la concentracion (Maia-Joca et al., 2014). A pesar de la falta
de datos confiables, el terpinen-4-ol contenido en el extracto de C. lawsoniana
podria ser al menos parcialmente responsable del bloqueo del CCDV-L en las aortas

de ratas y el musculo liso traqueal de cobayo.

Por ultimo, creemos que es de suma importancia indagar que compuestos quimicos
estan presentes en el extracto metandlico de CL para realizar futuras

investigaciones en los diferentes mecanismos que regulan los musculos lisos.

CONCLUSIONES.

El extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana produce efectos relajantes

ante una contraccioén inducida por KCI en musculo liso traqueal de cobayo.

El extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana produce efectos relajantes
ante una contraccion inducida por TEA (bloqueador de canales de potasio) en

musculo liso traqueal de cobayo.
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El extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana produce efectos relajantes
ante una contraccion inducida por HIS (utiliza CCDV-L con una baja participacion

de la via de la PLCg/IP3) en musculo liso traqueal de cobayo.

El extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana no produce efectos relajantes
ante una contraccion inducida por CCH (agonistas colinérgicos activan la via de las

PLCg/IP3) en musculo liso traqueal de cobayo.

El extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana no produce efectos relajantes
ante una contraccion inducida por KClI (la entrada de calcio a través de CCDV-L) en

musculo vascular de rata.

El extracto metandlico de Chamaecyparis lawsoniana no produce efectos relajantes
ante una contraccion inducida por EPI (por receptores adrenérgicos acoplados a

proteinas G) en musculo vascular de rata.

Con la técnica de Patch Clamp en miocitos traqueales de cobayo, se corroboré que

las corrientes de K* no fueron alteradas por el extracto metandlico de C. lawsoniana

Con la técnica de Patch Clamp en miocitos adrticos de rata, se corroboré que las

corrientes de K* no fueron alteradas por el extracto metandlico de C. lawsoniana.

Chamaecyparis lawsoniana ejerce efectos relajantes a través del bloqueo de CCDV-

L de los musculos lisos tanto traqueales como vasculares.
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