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ABSTRACT

ESCOBAR REINA MARIA DE LOURDES. Effects of xantorizole isolated from
Tostephane heterophylla on the electro-mechanic coupling-activation induced-centraction
of the uterine smooth muscle of the rat. Supervisor: Héctor Ponce Monter and David Paez

Esguilano.

It has been proposed that losiephane heterophyila possesses spasmolytic properties.
However, to the best of our knowledge, in the specialized medical literature no reperts have
published conceming the effects of the main active principle of such piant: xantorizole, on
the motility of uterine smooth muscle in the rat. Therefore, it was regarded as useful to test
the effects of xantorizole in such tissue under in-vitro conditions. Twenty oestrogen-primed
female Sprague Dawley rats, weighing 250-300 g were euthanised with a pentobarbitone
overdose. Their uterl were recovered and two [0 mm ring-segments of each horns middle
portion were placed in 4 corresponding chambers. Contractile activities of the uterine dngs
were measured in a conventionai isometric recording system. Five groups were formed with
12 rings each as follows: group 1 served as control in which increasing concentrations of
KCI were applied (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mM); the following 4 groups were used as
experimental ones. These latter groups were pre-incubated with different doses of
xantorizole (3, 10, 30, 100 pg/ml). Results were incorporated into dose-response
relationships to inhibit KCl-induced contraction. Mean 50% and maximal effective doses
(ED50 and ED99) were calculated from each group. Statistically significant differences (P
< (.05) were obtained in all groups treated with xantorizole when ED99 were compared
with contractile values obtained in the control group. Also, ED50 obtained in group 4
showed to be different (P <0.05) from control group. Hence these studies can be taken as
indication that xantorizole is capable of inhibiting the KCl electro-mechanic coupling-
contraction of the estrogen-primed rat uterine smooth muscle in a concentration dependent

manner,
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RESUMEN

ESCOBAR REINA MARIA DE LOURDES. Efecto del xantorrizol aislado de la planta
lostephane heterophylla sobre la contraceién inducida por la activacién del acoplamiento
electromecanico del masculo liso de Utero de rata (bajo la direcciéon de Héctor Antonio

Ponce Monter y David Pacz Esquiliano).

Hasta donde se conoce no existe en la literatura médica ningin reporte del efecto del
xantorrizol, sobre la musculatura lisa uterina, gue pueda relacionarse con la accidn
antiespasmodica que se le ha atribuye 2 1a planta medicinal fosiephane heterophylia de
donde se aislé este compuesto. Debido a esto se decidio evaluar el posible efecto del
xantorrizol sobre la actividad electromecanica del masculo liso uterino de rata.

En esta investigacién se utilizaron 20 ratas hembras Sprague Dawley, estrogenizadas, de
250 a 300 g, Ias cudles se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sodico. Se
extrajo el Witero v de la parte media de cada cuemeo uterino se tomaron 2 segmentos de 10
mm de longitud. Obteniendc asi de cada rata 4 anillos uterinos. Cada anille uterino se
colocd en una cimara de tejidos aislados. La actividad confrictil de los anillos uterinos
aislados se midid en un sistema de registro isométrico convencional. Se hicieron 5 grupos,
cada uno con 12 anillos uterinos; €l grupol se utilizo como control, con concentraciones
crecientes de KCl (5,10,20,30,40,50,6,0,70 mM), en ausencia de xantomrizol. Los cuatro
grupos restantes integrarén a los tratamientos experimentales sometidos a preincubacion
con diferentes dosis de xantorrizol (3,10,30,100 pg/ml) respectivamente. Los resultados se
presentaron en graficas de curvas concentracion - respuesta a KCl; fueron determinados fos
valores promedio de la concentracion efectiva cincuenta {CEsq } v de la respuesta maxima
{Ruax ) de cada grupo. Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) de la
Rumax cOn respecto al control, de todos los grupos sometidos a xantorrizol y también se
obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en la CEsp del grupo 4 (KCl
30 pg/mi de xantorrizol ) con respecto al control. En este estudio farmacologico se
demostré que el xantorrizol inhibe en forma dependiente de la concentracion el
acoplamiento electromecanico inducido por soluciones despolarizantes de KCl sobre el

musculo liso uterino aistado de rata estrogenizada.
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1.- INTRODUCCION
Antecedentes

Desde tiempos remotos, los pueblos primitivos adquirieron conocimientos sobre las
propiedades medicinales de gran ntimero de plantas propias de su medio ambiente, estos
cenocimientos han dejado miltiples descripciones de las plantas medicinales y de su uso,

que incluso se ocupan en la actualidad. '+

México, particularmente posee una gran cultura boténica; alrededor del afio 1519
ya contaba con un alto nivel de conocimientos médicos fundamentados en una ancestral

tradicién herbolaria. %

Aunque gran parte de esta informacién se llegd a perder, algunos de los
conocimientos sobre plantas medicinales, se transmitieron hasta nuestros dias; por diversas
fuentes entre las que destacan los trabajos de fray Bernardino de Sahagin en 1557, que
recopila los datos sobre las costumbres indigenas en la Nueva Espafia en el codice
Florentino. Asi mismo, Martin de la Cruz realizé una descripcion de los métodos
terapeuticos en un codice profusamente ilustrado con dibujos de plantas medicinales y sus
nombres en nahuatl, asi como la descripcién de sus efectos v Jas formas de aplicacién
médica. Juan Badiano hizo una versién en latin de éste, que en la actualidad se le conoce
con el nombre de Cddice Badiano. Francisco Herndndez a finales del siglo XV1, viajé por
la Nueva Espafia, acompafiado de escribanos, dibujantes y médicos indigenas, con quienes
explora sistematicamente Iz distribucién, efectos y utilidad de las plantas medicinales

segun su orientaci6n galénica, aportando el libro “Historia de las Plantas”. (3%

Muchos curanderos también contribuyeron en esta transmisién, conservando sus
conocimientos en secreto y solo los fueron transmitiendo oralmente a sus descendientes;
nc obstante gran cantidad de esta informacién, fue divulgada entre el pucblo v es asi
coma, por tradicién ha llegado a nuestros dias el conocimiento del uso de muchas plantas

medicinales. (¥
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1a medicina tradicional es parte tanto de la cultura como de la tradicién de cada
lugar en donde ha sido transmitida de generacion en generacion y su aceptacion por una

determinada poblacién estd condicionada a diversos factores culturales.”

Por egjemplo, la prictica de la medicina tradicional basada en las plantas
medicinales, es comiin en varias comunidades del pais, enire las que se encuentran las de
bajos recursos y las indigenas, que hacen uso de los recursos naturales a su alcance

segun sus necesidades v su tecnologia.(ﬁ’”

México es uno de los paises mads interesantes y complejos del mundo en especies
vegetales; segin célculos, el nimero de plantas nativas se estima en 30 000 y dentro de
estas especies nativas, se cree que hay aproximadamente unas seis mil especies de plantas
medicinales, pero de esta cifra sélo se tienen documentadas unas tres mil, y por ello se
caleula que se conoce tan solo un 50 % de las especies de plantas medicinales

nacionales.®%)

A nivel mundial se menciona que de las siete mil especies vegetales actualmente en
uso v botanicamente clasificadas solo se conocen, con criterios de caricter experimental y

cientifico, las propiedades de menos de cien (1.5% aproximadamente).

Por esto es importante conocer la efectividad de las plantas medicinales que se usan

actualmente para poder proporcionar una mejor orientacién respecto & su empleo. ©)

Se podria explicar la falta de investigacién en este campo debido a la evolucion de
las ciencias quimicas en el siglo XIX, que permiti¢ separar los principios activos de las
plantas, dando la posibilidad de crearlos artificialmente por sintesis quimica, surgiendo asi
numerosos medicamentos. Estos productos fueron eliminando a los compuestos vegetales
de modo que a principio del siglo XX éstos eran muy pocos, quedando ¢l empleo de

plantas medicinales fuera de la medicina moderna. ©
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En los dltimos tlempos el estudio de ias plantas medicinales ha mostrado m fuerte
incremento en todo el mundo, con el fin de encontrar nuevos principios activos para la
elaboracion de farmacos, o al no ser posible ain la sintesis artificial del principio activo.
Stendo necesario aislar los principtos activos afin de separar la accion evitando los posibles
efectos adversos o no controlados de otros componentes presentes en las sustancias. Uno de
los principales criterios para descubrir los nuevos productos naturales conm actividad
terapéutica, es el estudio de plantas que gozan de prestigio come agentes terapéuticos,

dentro de la medicina tradicionat. 7%

Por lo tanto, para preservar este valioso patrimonio v conocer la efectividad de las
plantas medicinales es necesario realizar investigaciones que nos permitan recopilar estos
conocimientos herbolarios. S1 en nuestro pais se logra difundir esta informacidon y
estudiarla de manera cientifica, la sociedad cobtendrd sorprendentes e importantes

beneficios de estas sustancias que de lo contrario, se perderén. %>

Debido a este incremento de las investigaciones sobre las plantas medicinales en el
mundo, el momento actual es propicio para impulsar el estudio de las plantas medicinales
mexicanas, las cuales sometidas a un cotejo quimico y experimental farmacoldgico pueden
contribuir a mejorar los resultados obtenidos en la terapéutica médica, situacion que va
existe en otros paises. Uno de los més notables ejemplos es 1a Repiblica Popular China
que inicié en los afios cincuenta la revalorizacién de st medicina tradicional, partiendo del
importante postulado que de la eficacia de las plantas medicinales, empiricamente avalada
por una tradicion de siglos, deberia ser valorada a fravés de la investigacion cientifica
modeina. Sin dejar de reconocer la necesidad de contar con una permanente investigacion
guimica y farmacolégica {a la manera occidental) de los productos herbolarios usados en
la poblacion. Este modelo chino hacia uso de la medicina tradicional y de la "Qccidental”
de una manera combinada y altamente eficaz. ™ Ademés de China, otros paises como
Japon y Corea también llevaron a cabo estas estrategias de investigacion en plantas

medicinales, ®
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Los productos naturales son la hase de gran cantidad de farmacos usados en la
medicina modema; ejemplos representativos son la digoxina, teofilina, efedrina,
pilocarpina, vincristina y vinblastina. Los compuestos de plantas también han servido como
modelo del desarrolioc de muchas drogas incluyendo los anestésicos locales como la
lidocaina obtenida de la cocaina, los analgésicos desarrollados de los oplaceos o los
bloqueadores musculares como la tubocurarina. Dentro de los mas recientes e importantes
hallazgos estin el taxol (de Tarus brevifolia ), usado para ¢l tratamiento del cancer de
ovario, ¥ un antimalaric obtenido de Artemisa annua. El ajo es un remedio ancestral que
era usado en el tiempo de los faraones pero no es 5i no hasta ahora que se ha demostrado su
verdadero potencial como un antitrombdtico y antiesclerotico. El jengibre es utilizado
como antihemético especialmente durante el embarazo. Estos dos altimos se encuentran
dentro de la dieta regular de los humanos. Es posible que la potencia de estos compuestos
sea minima y debido a esto sus efectos no sean suficientes para atraer el interés de la
industria farmacéutica v justificar su desarrollo, sin embargo, esta baja potencia puede ser

dependiente de la cantidad que sea ingerida. “%

En el cuadro 1, se indican algunas de las plantas medicinales que ya se han
estudiado ampliamente y de donde se han obtenide principios activos ftiles en la

terapéutics actual,

En México se ha venido desarrollando una linea de investigacion referente al
estudio de plantas tradicionalmente utilizadas en lz medicina tradicional y se ha
encontrado que muchas de estas plantas se utilizan en forma de complejos; es asf que ¢!

complejo "cachani™; es usado por la poblacién como remedio ginecolégico.!'»'?
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Complejo cachani

Debido al intercambio cultural que se dio entre los diversos grupos éticos diversas
plantas curativas se fueron incorporando deniro de distintos complejos; cada uno esta
formado por diversas plantas medicinales que se usan para remediar algiin padecimiento
en especifico. En 1987 Linares y Bye, encontraron que de las 400 especies de plantas
medicinales en México, estas se agrupaban en 25 complejos de plantas. Dentro de los
complejos utilizados en la medicina tradicional, se encuentra el complejo "cachani” el
cual es utilizado en la regién central y norte de México.!>4!1516
Los nombres cientificos y comunes de las especies que constituyen el complejo "cachani®,

se mencionan en el cuadro 2.

Otros complejos conocidos son: "chuchupate” (Ligusticus porteri vy Myroxylon
balsamum), "hierba de anis" (Tagetes lucida, T. filifolin, T micrantha, Ariemisia
dracunculus, Pimpinella anisum Hlicium verum) y "matarique” ( Psacalium decomposium,

Peltatum, P sinuatum y Aroutia thurberi)"

Todas las especies del complejo "cachani” poseen raices tuberosas o rizomas
globulosos de los que emergen los tallos aéreos. En la base del tallo tienen pelos o escamas
modificadas. Las raices frescas y secas de estas plantas contienen una resina aromatica y
son la parte del vegetal que se utiliza para las preparaciones medicinales.!'¥
"Cachanos" es el nombre indigena para los " entuertos” o dolores después del parto. Uno de
los padecimientos tratados con el "complejo cachani” es la esterilidad. 319
A pesar de que las causas de esterilidad en hombres y mujeres pueden ser de multiples
origenes, el hecho de que en general las especies boténicas del complejo "cachani” sean
utilizadas para el tratamiento de la esterilidad, sugiere que este iltimo puede estar asociado
con una alteracidn en la tonicidad del misculo liso uterino. En la gestacién para que la
implantacion se lleve acabo, el misculo uterino requiere de cierto grado de tonicidad; en el
caso de que se tratara de una matriz con hipertonicidad, los principios contenidos en la raiz
de lostephane heterophylla, planta perteneciente al complejo “cachani”, ayudarfan a

mantener una condicién necesaria para favorecer el implante (!>
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Tostephane heterophylla

Esta planta se utiliza para el tratamiento de afecciones cutineas, granos, heridas,
dolores de espalda, enfermedades respiratorias, picaduras ponzofiosas, problemas

ginecoldgicos, ete.!!”

Laraiz es utilizada como cicatrizante para heridas v llagas, se macera 1 g de raiz
seca y es aplicado en la parte afectada después de haberse limpiado. También es utilizada
para tratar la disenteria tomando el cocimiento de 5 g de raiz en % de agua por 3 dias 3

A1
veces al dig {17

Los indigenas usan la raiz machacada y en emplastos para aliviar reumatismo y
afirmar las articulaciones después de reducir los huesos dislocados o aplicando el polvo
algo tostado sobre las tlceras. También utilizaban la frotacién de una tintura alcoholica o el
extracto acuoso en las articulaciones para ef tratamiento de artritis .7
La raiz en forma de infusién se usa para tratar la diabetes, desérdenes gastrointestinales,

purgante, catartico, colicos, espasmo, problemas de postparto y padecimientos del higado.
{11,18)

La preparacion del remedio implica el uso de la rajz y las hojas, con las que se hace un té
que cuando se mezcla con la hierba de tefiir (Dydimadea alsinoides) y la flor de tila sirve
para el dolor de pulmén; si el dolor es de huesos, solo se emplea la maceracién, de la raiz
untada por todo el cuerpo (Nayarit). En Morelos la planta suele utilizarse en el temascal

para bafios postparto. 19

Clasificacién botdnica

La clasificacién boténica de Jostephane heterophylla, seglin Cronquist 1981 se muestra en

¢l cuadre 3./%7
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Esta planta pertenece a la familia de las Composidae; es denominada con el nombre
clentifico lostephane heterophylla 'y con nombres comunes como: 1a hierba de ose, hierba
de manso, zacapal, liga, tlalapopolete, tecpahli (Morelos), bauji (Nayarit), corsoner
(Sonora), acuitzehuariracua, chipacacyztici, huichoquachaque y "escorcionera” en el resto

de Méxice. 11121920

Distribucién geografica

Siendo originaria de México, su amplia distribucion abarca desde el noreste del
estado de Chihuahua v Sinaloa al sur de Oaxaca; generaimente habita en climas semisecos
y templados entre los 2100 y los 2900 msnm y esta asociada a bosques de encino, roble,
enebro y pino. Especie de habito terrestre, se desarrolla principalmente en los claros de
bosque por un mayor requerimiento de luz y calor. Se distribuye en forma regular en

laderas de aproximadamerite 50° 0 menos de pendiente. “*'” Figura 1
Descripcior botdnica

Planta herbacea perene, a partir de una base tuberosa, a menudo ubicada a bastante
profundidad; se presenta como una hierba de tallo erecto que mide aproximadamente un

metro de altura; es sublefiosa, con la raiz gruesa.(z’

Las hojas de la base carecen de tallo,
son alargadas y més grandes que las de la punta, ovaladas e irregularmente dentadas,
hirsutas y rasposas en el haz y mucho mas palidas en el envés; pueden medir hasta 15 cm
de largo hasta 18 cm de anchoe. Las hojas superiores oblanceadas a lanceoladas u oblongas,
hasta de 10 cin de largo. Las flores de color amarillo estan rodeadas por pétalos de color
lila semejantes a las margaritas, crecen en cabezuelas grandes y se localizan en las partes

terminales de las plantas. (' Figura 2

Colecta.
La planta de Jostephane heterophylla se colecta casi todo el afio pero
principalmente en los meses de agosto a octubre; su recoleccién se realiza principalmente

en zonas boscosas.
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Comercializacién,

Esta especie se encuentra disponible en el mercado de Sonora, México D.F, Se
vende en estado vegetativo en el mes de octubre. En los otros meses se tiene solo por
encargo. Se vende en manojos de ramas frescas vy la raiz se vende a razdén de $80.0 los 100
£ (1999), 7

Estudios {itoquimicos

De la raiz de esta planta medicinal, Jostephane heterophyila, se han obtenido varios
componentes pertenecientes a la familia de los bisabolenos. En el presente trabajo se
estudié el efecte farmacoldgico de uno de ellos, el xantorrizol, debide z que fire el

compuesto que se aislé en mayor proporeién 1282

Aislamiento e identificacion de bisabolenos

En 1993 Aguilar y col. aislaron el compuesto xantorrizol a partir de la raiz de
lostephane heterophylla, 1a cuil fue cortada en pedazos y  extraida con cloroformo,
obteniendo una solucion que fue destilada al vacio, obteniendo un residuo crudo de color
café claro y con olor muy aromdtico, Del fraccionamiento de este extracto, obtuvieron 20
fracciones; denominadas progresivamente de la "Fraccién A a la Fraceidn T*.

De la "Fraccién E", aislaron  un compuesto aceitoso de color amarillo palido, el cusl
identificaron como "Xantorrizol", por las caracteristicas que presenté. El xantorrizol con
formula molecular de CisHy;0 y peso molecular de 218, fue el compuesto de menor
polaridad aislado de dicha fraccidn; el cual fue descrito como metabolito secundario en

Carcuma xantorriza (Xinziberaceae) 182324

De 112 g de la aiz scca se aislaron 480 mg de xantorrizol; siendo el rendimiento
total del compuesto puro de 0.43 %; por lo que fue el compuesto que se encuentra en

mayor proporcién en esta planta.”” Su estructura quimica se muestra en ia Figura 3,
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Es por esto que se investigo ¢} efecto del xantorrizol, compuesto aislado en mayor
proporeidn, sobre el miusculo liso uterino aistado de ratas estrogenizadas para saber si
este compuesto es responsable del efecto antiespasmédico atribuido a esta planta por la

medicina fradicional.
Caracteristicas del mascule liso.

El musculo liso se encuentra formando parte de las paredes de conductos como ei
intestino, los vasos sanguineos, las vias aéreas y en 6rganos huecos como el ttero. @28
Esta conformado por células fusiforraes, méas pequefias que la del muscuio esqueiético, el
micleo se localiza en el centro. lLas dos proteinas contrdctiles son la miosina y la
actina.(zi’m.Figura 4

La miosina contiene dos cadenas pesadas idénticas y dos pares de cadenas ligeras
de dos tipos diferentes. Cada cadena pesada se compone de una cabeza y una cola en
forma de varilla con estructura de hélice . Unidas a cada cabeza de miosina estén dos
pares diferentes de cadenas ligeras. @'2%

En cl masculo liso las hélices o se empaquetan juntas lateralmente para formar un
agregado bipolar llamado filamento grueso. ®® Tiene forma de varilla con provecciones
uniformemente distribuidas a todo lo largo, por lo que los filamentos gruesos del misculo

liso carecen de la tipica zona desnuda central de los filamentos de miosina del musculo
estriado, 4529

La actina es una proteina globular constituida por dos cadenas de moléculas
esféricas de pequefios tamafios enrolladas entre si, formando un filamento helicoidal®52628
Los cuerpos densos compuestos de o-actina, son estructuras filarmnentosas que se
encuentran en el citoplasma y a o largo de la membrana citoplasmatica, aqui es donde se
insertan los filamentos delgados.”™ El deslizamiento de filamentos delgados (actina} y

gruesos (miosina} ejerce tension sobre los cuerpos densos  y acortan la célula. &% figura 5

10
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Diferencias entre el miisculo liso y estriado

Los musculos lisos tienen estructuras moleculares muy semejantes a los del
musculo estriado, pero los sarcdmeros no estan alineados de la manera en que estan los
de apariencia estriada, Los musculos lisos contienen moléeulas de o - actina y
tropomiosina, como el musculo esquelético pero no contienen el sistema de troponinas y
las cadenas ligeras de las moléculas de miosina difieren de las de miosina del estriado;
ademas, las miofibrillas muestran una distribucion mas irregular que la del miisculo
esquelético, y no se identifican claramente las lineas Z o los sarcémeros. Los filamentos
{inos 3¢ unén & dreas clectiodensas de la membrana cefular, cuerpos densos, que contiene

la proteina o actina, equivalente a las lineas Z del misculo esquelético. 25731

El proceso de contraccion - relajacidn en el misculo liso estd regulado por la
concentracion intracelular de calcio, el cual puede variar debido a diversos estimulos,
come lo es la despolarizacién v la accidn de clertos agentes farmacolégicos. Por lo tanto,
el procese contracti! en el misculo liso depende de dos tipos de acoplamiento gue son

electromecanico y farmacomecinico® =224

Acoplamiente Farmacomecénice

El acoplamiento farmacomecdnico, se refiere al medio por el cual ciertos agentes
neurohormonales pueden aunmentar la concentracién de calcie intracelular. Los
neurotransmisores, las hormonas y los firmacos pueden interactnar con receptores
especificos de la membrana plasmatica en el mdsculo para modular directamente los
canales idmicos o estimular la produccion de mediadores intracelulares, denominados
"segundos mensajeros”, que pueden modificar la actividad de los canales iénicos, las
bombas idmicas de membrana o las propias proteinas contractiles. Los segundos
mensajeros principales son 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y los nuclestidos ciclicos
(AMPc y GMPc) @039
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Acoplamiento Electromecanico

Enel acoplamiento electromecanico, la contraccidén del miisculo hiso esta mediada
por la despolarizacién de ia membrana celular por un estimulo eléetrico o quimico (KC1
60 mM), que provoca aumento de la concentracion de caleio intracelular por incremento
en la difusién de este catién a través de los canales de calclo activados por el voltaje ¢ por

12 induccion de la liberacion de calcio de almacenes intracelulares “*"*% figura 6

En ia actualidad se reconocen dos fuentes principales para inducir el incremento
intracelular de Ca™":

a) La entrada de Ca®* extracelular, a través de los canales voltaje - dependientes

b) La movilizacidn de calcio almacenado intracelularmente, en el reticulo

sarcoplésmico (RS) 253539
Mecanismos contrictiles del misculo liso en el acoplamiento elecfromecénico

Cuando una célula de musculo liso es estimulada eléctrica o quimicamente, se
produce la despolarizacion de la membrana celular caracterizada por un incremento de
[Ca™ i de 10" Ma 10 M, a través de los canales de Ca®* dependientes de voltaje, los
cuales permiten la entrada de una cantidad suficiente de este catidn para activar

directamente a l2 maquinaria contractil, o bien, al mecanismo de liberacién de Ca® del
Rs_(E,ZT,30,33)

Al aumentar el [ Ca®" Ji este se une a la calmodulina, que es una proteina formada
por 148 aminoécidos, posee 4 enlaces de unidn para el calcio y forma parte de la cinasa de
la cadena ligera de miosina (MLCK). La unién del Ca®*  a la calmodulina activa la cinasa
de cadena ligera de Ja miosina, que a su vez fosforila a la miosina de cadena ligera (MCL),
1a cual deja de inhibir la interaccidn actina - miosina facilitando su interaccién con la
actina, la formacion de enlaces cruzados entre actina y miosina y la contraceion muscular.
@SB fouras Ty 8.



Efecto del xantornzol sobre el acoplanuento electromecanico en misculo liso uterino

Mecanismos de relajamiento del misculo liso en el acoplamiento electromecanice

La relajacién del misculo fso ocurre cuando:

) EI[Ca* i baja de 10 °Ma 10 My se rompe el complejo Ca**- Calmodutina.

2) La calmodulina se separa de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK),
inactivindola.

3) Ningimn fosfato nuevo se adhiere a la cadena ligera de miosina (MCL), v Ja fosfatasa de
la cadena ligera de miosina elimina los grupos fosfato existentes en la MCL.

4) La MCL desfosforilada inhibe 1a fijacidn de las cabezas de miosina a la actina.

5} La cabeza de la miosina se separa de la actina e impide que estas formen los enlaces

cruzados con los filamentos de actina, produciendo la relajacién, @527

La relajacién del masculo liso implica la reincorporacion de Ca®®  a estructuras
citoplasmaticas, principalmente en el RS el cual toma el Ca™* por la ATP- asa Ca® Mg®"
embebida en la membrana del reticudo sarcoplasmico o por medio dela  expulsion del Ca®*

de la célula, a través de la bomba ATP- asa-Ca”" Mg®" de la membrana plasmatica . 2627
Segim el tipo de contraccidn los masculos lisos se clasifican en:

L. Musculos Lisos Ténicos: Estas fibras son de contraceién muy lenta y continua, lo que les
permite tiempo para desarrollar la tensidn, fo cual ocurre mucho mas despacio, en

comparacién con las fibras fasicas. El calcio que requiere este tipo de contraccién proviene

del medio extracelular principalmente.*>*

I1. Miisculos Lisos Fasicos: Estas potentes fibras se contraen rapidamente, pero se fatigan

en seguida. Utilizan principalmente et Ca ** proveniente del reticulo sarcoplasmico para
princip p P

Hevar a cabo la contraccién S50

Il Y los masculos Lisos Mixtos que tienen un patron intermedio de contraccién de tino
q D

mixto, con contracciones fésicas superpuestas a 1os tonicas.®%*”

- - . R . , . . 4
De acuerdo a esta clasificacion el misculo liso uterino es un misculo de tipo mixto. %,

i3
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]

Las respuestas contréctiles del misculo fiso uterino inducidas por el acopiamiento
excitacion - contracc1dn son dependientes del estado endocrine del animal. Para evitar esta
variacidn biologica, se utilizan Gteros provenientes de animales previamente tratados con
estrogenos, para inducir asi la fase de estro en las ratas; obteniéndose de este modo

respuestas (tero ténicas y fitero relajantes homogéneas y reproducibles.
Caracteristicas del Gtero de la rata

En los mamiferos, e aparato reproductor femenino estd constifuido por los ovarios,
oviducto, cuernos uterinos, ltero, cérvix y vagina. > FlI {tero es la parte del aparato
reproductor femenino que recibe al huevo fecundado, facilita su nidacion y establece ias

relaciones vasculares necesarias para mantenerlo a lo largo de su desarrollo.“V

El utero de larata es de tipo bicomneo; esta conformado por los dos cuernos uterinos,
aunque fusionados externamente, cada uno de los dos cuernos son independientes. #9543

Figura 9

La pared del utero es relativamente gruesa y estd constituida por 3 iUmicas, que de
afuera hacia adentro son:
1} Sercsa con tefido conjuntivo y mesotelio (petimetrio, peritoneo)
2) Miometrio, finica de musculo liso muy desarrollado v

3) Endometrio, que es una mucosa. @345

Miometrio

Es la tlinica mas gruesa del Gtero. Los haces de misculo liso, en tteros bicornios
como el de los roedores, estdn arreglados normalmente en dos capas que forman el
miometrio.

En la capa interna, los haces estan arreglados concéntricamente  alrededor del eje

longitudinal; su contraccidn constrifie al lumen uterino.

14
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En la capa externa, los haces estan arreglados paralelamente al ¢je longitudinal del

p n2 . P ' i iy JoN + 3235414 3
Gtero, y su contraccién tiende a acortar el Gtero en direccion céfalo - caudai, OH41424%

Endometrio

Sus funciones son la preparacion para la implantacién del huevo fecundado vy la
formacion de la parte matemna de la placenta. El endometrio esta formado por epitelio y
lamina propia. El epitelio reviste y secreta glucoproteinas (moco). El tejido conjuntivo de

ia l4mina propia es rico en células y presenta abundante material intercelular amorfo.3%4!

Serosa

La adventicia 0 serosa (perimetrio, peritoneo) estd formada principalmente por

tejido conjuntivo 1axo, 35 Figura 10

La parte inferior del #itero que comunica a 1a vagina, es el cuello 0 cérvix. Presenta

pocas fibras musculares lisas y gran cantidad de tejido conjuntivo.“s’%)

Siendo que el tejido uferino esta constituido por fibras de miscule liso
principalmente longitudinales, esto lo convierte en un modelo experimental farmacologico
uti] para estudiar el efecto de diversos compuestos que interfieren con el acoplamiento

- sy .y . . . 46,47 4
excitacion - contraccion de la célula de musculo liso #6749

Caracteristicas del estro de la rata

Clasificacion reproductora: hembra poliéstrica continua. Fl ciclo estral dura entre 4-
5 dias. La duracién def estro aproximadamente es de 12 horas, en € se presenta la vulva

inflamada. La citologfa tipica del estro presenta células cornificadas.™*

15
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace siglos se han utilizado las plantas medicinales como parte de la
medicina tradicional mexicana. Sin embargo, en la actualidad existen pocos estudios que
avalen su uso en la medicina modertna; por lo que se desconoce si alguno de los
compuestos aislados de la planta medicinal Jostephane heterophylla tiene accién sobre la

musculatura lisa produciendo el efecto antiespasmédico atribuido 2 esta.
Por lo tanto en este trabajo se investigé el efecto antiespasmédico del xantorrizol,

debido a que fue ef compuesto aislado en mayor proporcion, sobre la contraceion inducida

por la activacion del acoplamiento electromecinico del miisculo liso de fitero de rata.

i6
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3.- HIPOTESIS.

El xantorrizol inhibe la contraccién de! misculo lise uterino inducida por
soluciones despolarizantes de KCl (5.10,20,30,40,50,60,70 mM), en anillos uterinos

aislados de ratas hembras adultas sensibilizadas con estrégenos.

4.- OBJETIVO
Demostrar que el xantorrizol inhibe, en forma dependiente de la concentracién, la
actividad contractil electromecinica  inducida por soluciones despolarizantes KCl

(5,10,20,30,40,50,60,70 mM), en anilios de musculo liso uterino aislados de rata pretratada
con estrogenos,



Efecto del xantorrizol sobre el acoplamiento electromesdnico en misculo liso uterino.

5. MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron 20 ratas cepa Sprague Dawley, hembras adultas de 250 a 300 gramos,
procedentes del bioterio del Centro Medico Nacional "Siglo XXI". Los cuales estuvieron
en condiciones ambientates controladas, temperatura de 21° C ( 2° C), buena ventilacion,
ciclo de luz - oscuridad de 12 X 12 horas y agua y alimento ad libitum ™ Con el fin de que
ta muesira de animales utitizados tuviera un estado endocrino semejante, fueron pretratadas
48 horas antes del sacrificio con 10 pg / kg por via intra peritoneal con 17B-estradiol
disuelto en aceite de maiz. (Sigma). Se utilizaron solo los animales en fase de estro, el

cual fue corroboro por medio de frotis citolégico.

Reactivos

¢ Elestrbgeno 178-estradiol fue de los laboratorios Sigma, Chemical Co.(St. Louis Mo.)

e Las sales utilizadas para las soluciones Ringer Krebs Normal (RKN), Ringer Krebs
Potasio 60 mM (RKP) despolarizante y las soluciones con diferenies concentraciones
de K, fueron grado reactivo de los laboratorios Sigma, Chemical Co.(St. Louis Mo.)

2 Fl xantorrizol fue proporcionade por la Unidad de Investigacién Médica en
Farmacologia del Centro Médico Nacional, “Siglo XXI” del IMSS. Se disolvié el
xantorrizol en una mezcla de solventes formada por dos partes de dimetilsulfoxido y
cinco partes de etanoi (DMSQ: Et-OH 2:5). Se adicionaron las diferentes
concentraciones de xantorrizol al bafio de incubacidn de tejidos en un volumen de 20
pl de solvente. Los 20 pl del vehiculo sin xantorrizol no modificd la actividad

contrictil de los tejidos, inducida por la solucién despolarizante de K ¥ (60 mM).

Soluciones
En el cuadro 4 se enlisia la composicién de las soluciones.

Se utilizd agua bidestilada como solvente para preparar las soluciones.

(*) Formulab diet #5008. PMI Feeds, Inc. (St.Louis. Mo)
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Disefio Experimental

Obtencidén y montaje del tejido.

Las ratas se sacrificaron por medio de la administracién de una sobredosis de
pentobarbital sédico ™, evitando al méximo el sufrimiento de los animales de acuerdo con
las recomendaciones del Reglamento para el Cuidado de los Animales de la FMVZ dela
UNAM."

El ttero se extrajo de la cavidad y se deposito en un frasco con solucion Ringer
Krebs normal a 20 ° C. La solucién se afusté a un pH de 7.4 con un burbujeo constante por
15 minutos de una mezcla gaseosa de 5 % CO» en 95 % de (. En esta solucion el tejido se
transportd del bioterio al laboratorio. En el laboratorio el tejido uterino se coloco en una
caja de petri conteniendo también solucion Ringer normal a temperatura ambiente, donde
se limpid cuidadosamente de tejido adiposo y conjuntivo. De la parte media de cada cuerno
uterino se tomaron dos segmentos de 10 mm de longitud, se usd una ldmpara con lupa
especial para facilitar el minucioso manejo de las secciones de tejido, de cada rata se

aislaron cuatro anillos uferinos {10 mm de longitud). Figura 10

Cada segmento uterino se coloed en una camara de tejidos aislados, la cual es un
sistema de registro isométrico convencicnal, que consiste en una cdmara de vidrio de 5 ml
de votumen, con una chaqueta para conservar la femperatara constante a 37 ° C.

Mediante &l empleo de un hilo de seda (0000} se sujetd un extremo del tejido al tapdn de la
base de la camara y el otro extremo del tefido se unid a través del hilo de seda a un
transductor de tension FT03. Figura 11

La tensién final se dio con un tensor provisto de un tornillo miliméirico adjunto at
transductor. Con €l objeto de mantener funcional al tejide, se conservd durante todo el
experimento a una temperatura de 37 © C con burbujeo constante de una mezcla gaseosa

de 3 % de CC 5 en O sobre la solucidn Ringer.

" Sedalfhorte, Lab. Salud y Bienestar Animal.
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La actividad contractii de los anilios uterinos aislados de rata se midié en un sistema
de registro isoméirico convencional, constituido por un fransductor de tension FT 03

conectado a un poligrafo GRASS modelo 7B.

Una vez montados los tejidos, fueron tensionados a | gramo. Se dejaron estabilizar
durante una hora, cambiando la solucién Ringer Krebs Normal cada 10 minutos; la tensién

de 1 gramo se mantuvo durante todo €l experimento.

Al finalizar la estabilizacidn del tejido, se colocaron Ias pajillas del poligrafo en
posicién basal. Fue importante asegurarse de tener una buena amplitud del trazo de la
pajilia para evitar que la sefial no quedare bloqueada v se pudiera obsetvar el verdadero

comportamiento del tejido.

Prueba de viabilidad

Posteriormente se comprobé la vighilidad de! tejido, la que se define como, Ia
capacidad de dicho tejido de producir una respuesta de contraccion similar y reproducible
por lo menos dos veces, aplicando solucion Ringer Krebs con K(C! 60 mM, este
procedimiento se realizé tres veces para comprobar que las respuestas fueran iguales y
que el tejido era viable para el experimento. Los tejidos que no cumplieron con esta

condicion se desecharon.

Clasificacién de tratamientos experimentales y control
Se hicieron 5 grupos de tejidos, cada uno con 12 anilios uterinos como minimo. El

grupo 1 fue el control, en ausencia de xantorrizol. Los 4 grupos restantes fueron los

fratamientos experimentales sometidos a diferentes dosis de xantorrizol.

20
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Grupo 1. Control.

A este grupo de anillos uterinos se ies afiadié concentraciones crecientes de KCI
(5,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mM), se graficaron las respuestas contractiles obtemidas en
cada concentracién, entendida como la respuesta Maxima (Rxax) en la curva concentracién

respuesta.

Grupo 2. Xantorrizel 3 yg / ml

El segundo grupo se preincubd a 37 °C con xantorrizol 3 pg / ml por 20 minutos, el
cual se agregd al bafio de incubacién. Posteriormente, se afiadieron las concentraciones
crecientes de KC1 (5,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mM), las respuestas contrictiles de cada

concentracion se obtuvieron hasta que estas alcanzaron su mayor rango.

Grupo 3. Xantorrizel 10 g/ mi

El tercer grupo se preincubd a 37 °C con xantorrizol 10 pg / ml per 20 minutos, el
cual se agreg6 al bafio de incubacién. Posteriormente, se afiadieron las concentraciones
crecientes de KC! (5,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mM), las respuestas contractiles de cada

concentracion se obtuvieron hasta que estas alcanzaron su mayor rango.
Grupo 4. Xantorrize} 30 pg / ml

El cuarto grupo se preincubd a 37 °C con xantorrizol 30 ug / ml por 20 minutoes, ¢l
cual se agregd al bafio de incubacidn. Posteriormente, se afiadieron ias concentraciones

crecientes de KC1 (5,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mM), las respuestas conirictiles de cada

concentracion se obtuvieron hasta que estas alcanzaron su mayor rango.
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Grupo 5. Xantorrizol 160 pg / mi

El quinto grupo se preincubé a 37 °C con xantorrizol 100 pg / ml por 20 minutos, el
cual se agregd al bafio de incubacion. Posteriormente, se afiadieron las conceniraciones
crecientes de KCI (5,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mM), las respuestas contractiles de cada

concentracin se obtuvieron hasta que estas alcanzaron su mayor rango. Cuadro 5

Se determiné la concentracidn efectiva 50 (DEsp) y la respuesta maxima {R.,..) de
cada una de las curvas construidas antes mencionadas.

Las respuesias contractiles inducidas por las diferentes concentraciones de K se
midieron como el irea bajo ta curva por medio de un planimetro. E] 4rea bajo la curva
incluye la amplitud, la frecuencia y la duracién de la respuesta contractil durante un
periodo de 10 minutos. Se tomé como la respuesta del 100% la inducida por una solucién
despolarizante de K 60 mM.

Las respuestas contréctiles inducidas por las diferentes concentraciones de K se
expresaron en porcentaje con relacion a la respuesta del 100% inducida por K'60 mM.
Cada punto de la curva representa ¢l valor promedio de 12 observaciones {12 anillos
provenientes de 3 ratas), las barras verticales representan el error estdndar de la media (+
EE).

Anilisis Estadistico.

Los valores obtenidos se representaron como el promedio y el etror estandar de la
media (E.E.) de una n =12 (Graficas). Los valores de las CEsp representaron ¢l promedio vy
el error estindar de la media expresado en (ug/ml) de xantorrizol. Los valores de la Ruax
representaron el promedio y el error estdndar de la media (EE) expresado en % de una n =
12.

Estos valores se contrastaron por medio de una prueba de ¢ de Student tomando
como diferencias significativas valores de p < 0.05.

Los valores de 1a CEsy v de la Ry se determinaron por medio del programa Sigma Plot.
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6. RESULTADOS

Prueba de viabilidad.

Los anillos uterinos aislados de ratas estrogenizadas respondieron de manera
repetitiva a un mismo estimulo de solucion despolarizante de KCl 60 mM, esta
caracteristica del tejido aseguréd la reproducibilidad de los experimentos. La diferencia
méaxima en porcentaje comprendida entre las tres curvas de la figura 12 no debid ser

mayor del 10%.

Grupo 1 control,
Curva concentracion respuesta a KCI (5,10,20,30,40,50,60,70 mM) .

Las soluciones despolarizantes de KCJ produjeron aumento de la contraccién de los
anillos uterinos aislados de ratas estrogenizadas en forma dependiente de la concentracidn.
La preincubacién de los tejidos con el solvente (DMSO: Et- OH 2:5) por 20 minutos no
modificé significativamente la CEsg ni la Rua, de la curva concentracién respuesta al
KCL LaCEsp fuede 32.72 £ 1.05 png/ml yla Ry de 101.57 £ 3.61 %.

Grafico 1, cuadro 6.

Grupo 2. KC1 3 pg/mil de xantorrizol

La incubacién de los anillos uterinos con 3 pug/ ml de xantorrizol, modificé la
curva concentracién respuesta inducida por las soluciones despolarizantes con diferentes
concentraciones de KCI. Se observe un desplazamiento hacia la derecha de la curva de
K(], no se modifico en forma significativa la CEsg (p > 0.05) sin embargo, se modificd
significativamente la R (p < 0.03). La CEsp fue de 31.75+ 1.03 pg/ml v $a Ry, foe de
71.40 4 2.9 % Grafico 2, cuadro 6.
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Grapoe 3. KCI 10 pg/ml de xantorrizol

La incubacidn de los anillos uterinos con 10 pg/ mi de xantorrizol, modificd la
curva conceniracion respuesta inducida por las soluciones despolarizantes con diferentes
concentraciones de KCI. Se observé un desplazamiento hacta la derecha de la curva de
KCl, no se modificd en forma significativa CEs (p > 0.05) sin embargo, se modificé
significativamente 1a Rpax (p <0.05). La CBsy fue de 35.23 + 1.45 pug/ml v ta Rypee fue de
52.09 4 1.88 %. Gréfico 3, cuadro 6.

ra R T

Grupo 4. KCI 30 ug/mi de xantorrizol

La incubacion de los anitlos uterinos con 30 pg/ ml de xantorrizol , modificd 1a
curva conceniracion respuesta inducida por las soluciones despolarizantes con diferentes
concentraciones de KCl. Se observé un desplazamiento de la curva de KCl hacia Ja
derecha, se modificd en forma significativa la CEsp {p < 0.05) y también se modificé

significativamente la R (p < 0.05). La CEsy fue de 40.85 + 1.80 pg/ml v la Ry fe de
3371 £ 2.69 %, Grafico 4, cuadre 6.

Grupo 3. KCI 100 pg/mi de xantorrizel

La incubacién de los anillos uterinos con 100 pg/ ml de xantorrizol, medificd la
curva concentracidn respuesta inducida por las soluciones despolarizantes con diferentes
concentraciones de KCl. Se observd un desplazamiento hacia la derecha de la curva de
KCl, no se modifict en forma significativa CEsq (p > 0.05), sin embargo,  se modificd
significativamente ]a Ry (p < 0L05). La CEsp fue de 37.94+ 1.76 pg/ml v la Ry fue
de 14.69 £2.17 %. Grafico 5, cuadro 6.
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7. DISCUSION

El presente estudio dernostrd que el xantorrizol, compuesto aislado  de la planta
medicinal fostephane heterophylla, posee un efecto antiespasmoédico dependiente de su
concentracion, sobre la contraccion del musculo lise uterine inducida por soluciones

despolarizantes de KCl1(5,10,20,30,40,50,60,70 mM).

Cuando se vfilizan tejidos de misculo liso uterino a los cuales se les comprueba su
vigbilidad, se aseguran respuestas reproducibles, en comparacidén de cuando no se
seleccionan los tejidos por medio de una prueba de viabilidad; scbre todo en tejidos cuya

actividad es dependiente del estado endocrino del animal.

Como ya es conocido, Granger v col 1986, las soluciones despolarizantes de KCI
inducen aumento de la actividad contractil del miisculo liso uterino en forma dependiente
de la concentracién de K™ vy también en la forma dependiente de la concentracién de Ca®"
intracelular.  Los resultados de la curva concentracion respuests a diferentes
conceniraciones de KCl (5,10,20,30,40,50,60,70 mM) obtenidos en este trabajo,

confirman lo reportado en la literatura,®”

La infermacion que hasta el momento se tiene de la literatura relacionada con
productos aislados de plantas medicinales no reporta el efecto del xantorrizol sobre el
muasculo liso uterino, sin embarpo, de acuerdo con los reportes etnofarmacologicos se
presume que los componentes de la planta Jostephane heterophylle tiene accidn

antiespasmaddica sobre la musculatura lisa.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que ¢l xantorrizol principal
compuesto aislado de la planta medicinal lostephane hererophylic  tiene efecto
antiespasmoédico sobre el acoplamiento electromecanico del misculo liso uterino, De
acuerdo con los resultados vy las curvas de las grificas parece que el efecto
antiespasméddico del xantorrizol sobre el musculo liso uterino es similar a una accién

antagdnica de tipo no competitivo, ya que la presencia del xantorrizol hize que las curvas
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se desplazardn a la derecha y se inclinardn hacia el eje de las X, modificando en forma

significativa la Ry El efecto antiespasmadico del xantorrizol puesto de relevancia en

sste trabajo puede fener varias explicaciones:

Fuera de la célula de musculo liso uterino:

1y

2)

3)

Disminuyendo la entrada de Ca™ por bloqueo de las vias de entrada de Ca™
sensibles al voltaje {canales lentos de Ca”™). Al limitar la entrada de Ca® se
produce la reduccién de la concentracién de Ca®  intracelular [Ca'li; esto
resulta en un rompimiento del complejo Ca®* - Calmodulina, en la
desactivacion de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) vy en
consecuencia en la relajacién del tejido.

Por aumento de la actividad de la ATPasa Ca®* Mg” de la membrana plasmitica
que saca iones calcio del interor de la célula, provecando ka disminucion de 1a
concentracién Ca** intraceluiar.

+ 2+

Por aumento de la actividad de! intercarnbiador Na'- Ca™ el cual mantiene el
gradiente de concentracion de estos iones & uno y a ofro lado de la membrana,
sacando el Ca™ intracelular y permitiendo la entrada del jion Na* del medio
extracelular. El incremento de su actividad resultaria en la disminucién de la

concentracion del Ca®* intracelular.

Dentro de la ¢élula de misculo liso:

4)

3)

Por aumento de la toma de Ca*' por la ATPasa Ca®* Mg embebida en la
membrana del reticulo sarcopidsmico. El incremento de la toma Ca®* por 1la
ATPasa Ca®™ Mg" provocaria la disminucién de la concentracion de} Ca?*
intracelular.

Por estimulacion de la actividad de la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina que desfosforila a la MCL, la cusl desfosforilaria al complejo actina —

miosina induciendo la relajacién del tejido
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Como se dijo anteriormente en la literatura no existe referencia de la interaccidn
del xantorrizol sobre algunos de estos sitios del acoplamiento electromecanico, sin
embargo, si existe informacidn de diversas sustancias obtenidas de plantas que producen
un efecto relajante sobre la musculatura lisa wterina y que se ha propuesto que actian

blogueando la entrada de Ca®* operada por voltaje. Cuadre 7

Por lo tanto podria ser afribuido el efecto antiespasmodico del xantormizol a su
efecto sobre las vias de entrada de Ca®* sensibles al voltaje; localizados en la membrana
plasmatica de las células miometriales. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios

para descartar la participacién de otros factores en el efecto antiespasmodico del

xantorrizol sobre la musculatura lisa uterina.

Debido a que la contraccién de musculo liso uterino inducida por soluciones
despolarizantes de alto K* son dependientes del Ca®" extracelular, como lo ha demostrado
Garner (1986), es muy probable que la sustancia que se estudié disminuya la entrada de
Ca™ al interfor de la célula de musculo liso uterino y de esta forma ejerza su accidn

antiespasmodica.

8 -CONCLUSIONES

Se concluye que el xanforrizol tiene un efecto antiespasmodico sobre el
acoplamiento electromecanico en el itero aislado de rata sensibilizada con estrogenos; sin
embargo, 1O Se conoce con precision el mecanismo de accidn; debide a esto se proponen
posteriores estudios que demuestren el mecanismo de accién de este compuesto, que se
aisié de la planta medicinal lostephane heterophylla y que forma parte del complejo

“cachani™.
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FIGURA 1. Distribucidn de la planta medicinal fostephane heterophyila en los Estados Unidos
Mexicanos. La cual abarca desde el noreste del estado de Chihuahua al sur de Qaxaca.
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FIGURA 2. Especimen de lostephane heterophylla, colectado en el estado de Puebla. Muestra
perteneciente al herbario del Instituto de Biologia, MEXE, de la UNAM.
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FiGURA 3, De Ia raiz de ia planta medicinal, Jostephane heterophyila, fueron atslados en
1993 por Aguilar y col, varios componentes pertenecientes a la familia de Jos bisabolenos.
El xantortizol fue el compuesto que se aisld  en mayor proporcion, presento un
rendimiento total del 0.43%. FEste compuesto presenta un peso molecular de 718 y una
formula molecular 1 sH205.
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FILAMENTOS
OE ACTINA
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WIOSHA

HERBRANA CELULAR

FIGURA 4. Células de miscuio liso uterino: fusiformes, con micleo central. Las dos
proteinas principales son la actina, que forma los filamentos delgados, v la miosina, que
forma los filamentos gruesos. Los filamemos finos se unen a dreas electrodensas de la
membrana Hamadas cuex})os densos equivalentes alas lineas Z del musculo esquelético.
Modificado de Guyton .
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CONTRACCION GELULAR

FIGURA 5. Contraccion de la célula de milsculo liso. El desplazamiento de filamentos firos de

acting y %’61;6508, miosing; ejerce tension sobre los cuerpos densos y acorta la célula. Modificado de
Bruce A,
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CARACTERISTICAS DE LOS MECANISMOS CONTRACTILES DEL
MUSCULO LISO

ACOPLAMIENTO ACOPLAMIENTO
FARMACOMECANICO ELECTROMECANICO

Ca? .
AGONISTA (CXITATINAY ¢ %gf’%%&“ QES&omsnm; IQ;
ﬁi\&% @%""{%"
Y

FIGURA 6. Representacion de las caracteristicas del acoplamiento farmacomecénico y
electromecénico. En el acoplamiento farmacomecanico un  agente agonista {oxitocina)
interactua con su receptor especifico en la membrana plasmatica produciendo la
activacion de proteinas presentes en la esta (proteina G, Gp; fosfolipasa C, PLC); dichas
proteinas sintetizan la produccién del segundo mensajero inositol trifosfato (IP3), €l cudl
actiia sobre el reticulo sarcoplasmico liberando Ca®*. El Ca®* liberado estimula los canales
de calcio presentes en la membrana induciendo la entrada de més Ca™'.

En el acoplamiento electromecanico, la contraccidon del nnisculo liso esta mediada por la
despolarizacion de la membrana celular (KCl 60 mM), que provoca sumento de la
concentracién de calcio intracelular por incremento en la difusion de este catién a fravés
de los canales activados por el voltaje o por Iz induccidn de la liberacién de Ca® de
almacenes intracelulares {reticulo sarcopldsmico).

Modificado de Putney %,
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CADENA LIGERA MIDSINA Y CADENA LIGERA
TALMODULING, DE MIGEMA DE BHOSING,

FIGURA 7. Mecanismos contractiles en el misculo liso. Al aumentar la concentracidn intracelular
de Ca™ este ion se une a la calmodulina, activando a la cadena ligera de miosina cinasa (MLCK),
que a su vez fosforila a la miosina de cadena ligera (MCL), facilitando la interaccién actina-
miosina. Modificado de Bruce A ¢S
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ACOPLAMIENTO ELECTROMECANICO

DESPOLARIZACION (g2
{KCi 60 mM)

CALMODULINA
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‘ i
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FIGURA 8. Esquema del acoplamiento electromecdnico. Un estimulo quimico (KCl 60
mM) produce la despolarizacion de la membrana celular, provocando el incremento del
[Cafide 107 a10° Ma traves de los canales dependientes de voliaje, esto mducs a la
liberacién de més iones Ca”* procedentes del reticulo sarcopldsmico (RS). El Ca®" se une
ala calmodulina, formando el complejo Ca®* - calmodulina que activa a la cinasa de la
cadena ligera de la miosina (MLCK) la cudl fosforila a la micsina de cadena ligera
{MCL), se da entonces la interaccidn actina - miosina v la contraccién muscular. La
fosfatasa dela MCL desfﬁsforﬂa ala MCL provocando relajacion.

Modificado de Putney YW ¢
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PORCION )
MEDIA

AMILEOD
HTERING

CUERNO
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FIGURA 9. Diagrama de la vista frontal del Gtero de rata y del cérvix. El tejido uterino

aislado de rata, se tomd de la porcién media de los cuernos uterinos. Aislandose as{ cuatro
anillos uterinos de 10 mm de longitud de cada ttero.
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FIGURA 10. Corte histologico del titero. Constituido por 3 capas: Endometrio, conformado por
epitelio y tejido conjuntivo; Miometrio, es la tinica mas gruesa del fitero conformado por fibras de
musculo liso y Perimetrio, formado por tejido conjuntivo laxo.
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POLIGRAFO GRASS

TRANSDUCTOR -—
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CONSTANTE DE
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FIGURA 11. Montaje del anillo uterino en la cimara de tejidos aisfados. El anilio uterino
se encuentra en la solucion de Ringer Krebs Normal 2 37° C y esta provisto de una mezcla
gaseosa compuesta por 5% CQO2 v 95% 0.
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ESQUEMA DE LA PRUEBA DE VIABILIDAD DE LOS TEJIDOS
UTERINOS AISLADOS DE RATA

o

§min
K" dmm f Ll K st I '-! K somit T |.1
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FIGURA 12. Los trazos muestran la respuesta contrdctil de los anillos de ttero aislados
de ratas  estrogenizadas ante un mismo estimulo de solucién despolarizante de KC1 60
mM. Después de cada registro, el tejido fue lavado con solucidn Ringer Normal (L), La
respuesta contractil repetitiva es una caracteristica que asegurd Ja reproductibilidad de los
experimentos. La diferencia maxima en porcentaje comprendida entre las tres curvas fue
del 10%. Los tejidos que no cumplieron con esta condicion fueron desechados.
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[ PRINCIPIOS ACTIVOS OBTENIDOS DE PLANTAS MEDICINALES

Especie I Principio activo aislado i Efecto
B Ctharanthus roseus Vincristina Antitumoral
l Vinblastina
Chondodendrum tomentosum | Tubocuararina Relajente del muasculo
esqueiético
Cissampelos pareira Cissamperina Relajente del miscule
' esquelético
Dioscorea spp Diosgenin Anticonceptivo
U Daphnegewa Yuanhuacina Aboriificante
% Papaver somniferum Noscapina Antitusivo
: Papaverina Relajante muscular
Adhatodavasica Vasicine (pegemine) Oxitocinico
Datura metel Escopolamina Sedante

Cuadro 1. Eiemplos de algunos principios activos, obtenidos de plantas medicinales y su
uso en la terapéutica.

| PLANTAS MEDICINALES QUE CONSTITUYEN EL COMPLEJO "CACHANI" |
Nombre cientifico 1

Nombre connin
Tostephane madrensis Cachana, Kachana

Jostephane heterophylla Hierba de oso, de manso, escorcionera eic.
Liatris punctata Cachana

Cachani, cachan, cachane, monkeys, peyotl

Cuadro 2. Plantas medicinales que constituyen el complejo "cachani”.
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CLASIFICACION TAXONOMICA DE [0STEPHANE HETEROPHYLIA

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyia
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales

Familia Compositag
Génere Iostephane

Especie lostephane heterophyila

Cuadrte)) 3. Clasificaciom taxondmica de fostephane heterophyila. Sepiin Artur Cronquist,
1981 ¢

COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES

Sastzncia Peso Ringer Krebs | Ringer Krebs | Solaciones despolarizantes con diferentes
molecular Normai de Potasio alto concentraciones de potasio
() _ (mM) {(mM) { mM)

Na(l 58.44 118 62.75 113 103 93 83 73 63 53

KCl 74.56 435 | 60 10 20 30 40 50 60 70
MgCl, 246.50 1.2 1.2 1.2
KH,FO, 136.09 1.2 1.2 1.2
NaHCO, 84.01 25 25 25
CaCl, 147.02 1.8 1.8 1.8
Glucosa 180.2 11 il 11

Cuadro 4. Composicién de las soluciones utilizadas en el experimento. Concentracion
milimolar {mM)} de las soluciones de Ringer Krebs Normal,de 1a solucién de Ringer Krebs
de Potasio alto (60 mM) y de las soluciones despolarizantes con diferentes concentraciones

de Potasio (mM).
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GRUPO CONTROL Y TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

Namere | Pruebade Premcuba?mn T Soluciones
Grupo de anillos | Viabilidad c por 20 i despolarizantes de KCl
aterinos (mM) on xantorrizol (mM)
(pg/ml)
1. CONTROL 12 KCl 60 0 5.10,20,30,40,50,60,70
2. Xantorrizol 3ug/ml 12 KCl60 3 5.10,20,30,40,50,60,70
3. Xantorrizol 10ug/ml 12 KCl &0 10 £.10,20,30,40,50,60,70
4. Xantorrize! 30ug/ml 12 KCl 60 30 5.10,20,30,40,50,60,70
5. Xantorrizol 100ng/ml 12 KCl a0 100 5.10,20,30,40,50,60,70 ]I

Cuadro 5. Se hicieron 5 grupos, cada uno con 12 anillos uterinos; a los cuales se les
realizo la prucba de viabilidad con KCI 60 mM. El grupo | fue control, en ausencia de

xantorrizol, los 4 grupos restantes fueron preincubados por 20 minutos a
de xantorrizol respectivamente. Posteriormente, se afiadieron las

concentraciones

concentraciones crecienfes de KCL

distintas

CONTRACTIL INDUCIDA POR KCl EN ANILLOS DE UTERO DE RATA
ESTROGENIZADA.

Xaptorrizol

(ug/ mi)

CEg
(pg/ml)

Runax
(%)

Control

32721+ 1.05

101.57 £3.61

3

31.75+1.03

7144 2.9 %

35234+ 1.45

52.09 +1.838%

40.85 = 1L.80*

33.71+269%*

3794+1.76

14.50+2.17%

Cuadro 6. Promedio de las concentraciones eféctivas cincuenta (CEsp) v de la Respuesta
Maxima (Ria) en los grupos experimentales. Los valores representan el promedio (X) y +
¢l error estdndar de la media (E.E.) conunan=i2. * p<(0.05, comparado con el control.

49




Efecto del xantorrizol sobte el acoplamuento electromecinice en misculo hso werino.

EFECTO INHIBITORIO DEL XANTORRIZOL SOBRE LA RESPUESTA
CONTRACTIL INDUCIDA POR KC1 EN ANILLOS DE UTERO DE RATA

ESTROGENIZADA.
AGENTE UTERO AGENTE CONTRACTIL | CONCENTRACION DEL Cla REFERENCIA
RELAJANTE (AUR) AUR
 crassipes Oxitocina 9.9x107" M 50 pg/ml -3.2 mg/mi Amos S, Okwvasaba KF,
10t acu0s0) | Gamaruel K. 1998
utanena muis Oxitocina 2x10° UT Img/ml - 8 mg/mi Vongtau HO; Amos S; Binda L.
to acuoso 2000
polaestinuem Contractslidad espontdnea 10M-0 6uM 026540 99 M Afifi FV, Khali E, Abdalla
pa) 1998
erol glone KC1 60 mM 13 i+] 89uM Revueltas MP; Cantabrana B,
rotde) Hidalgo A 2000
sster 15 a-Ridroa-dihidre | Contractilidad espontanca 15-100M 49 3uM Campos G; Ponce H, Valencia
1o de Montanoa tomentosa) A, Gallegos A; Rios T. 1990
lin CaCionl-22mM 0.3-10uM Calixto JB 198%
io de Coleous Forskols)
na KCL56 mM KOl 4000 97 Ivorra MD y col 1992
Ach 10"'M Ach: 24.5+10 iuM.
a KC156 mM 07-316% M KCl 3259 4 Ivorra MD yeol 1993
Ach 10M Ach: 14.543 3pM
orfina KCL56 M 107-3x10% M KCL 140122 TpM Tvotre MD. y col 1993
Ach 10-M Ach, ——me
rina PG-G' 9.3x10°M Singh M y Sharma PL. 1989
101 ~10°M
filma PG-G' 5 7x10°M Singh M.y Sharma PL. 1989
107 10°M
frina KCi 56.3 mM KCI $.032+0 spM D'Ocon y col. 1992
Ach 10"M Ach 002820 S
ndsing KCI56 3 mM KCl: 2.7240 3 D'Ocon y ool 1992,
Ach 10™*M Ach' 3 9206
dna KC156.3 mM 2.75:0.4uM Anselmi y col. 1992
inol KCl156.3 mM 6.342.8uM Anselmi y col 1992
auradiénoico Contractilidad espontines | §.1-6ug/m} 1 4pg/m] | Befar E y col. 1984.
i Contractilidad espentivea | (.25-2.5ug/ml 0 45pg/mi Bejar E yool 1984
0g tomentosa Contractildad espontinea 2-40ul/m] [4plml Begar E yeol 1984
< acuasn}
=il del acido Contractilidad espontinea [ 12gg/ml Ennguez y col 1984
moIC)
Se-GOH-ent-19-cauranoice | Oxatocina 100 pUlml 15-60pM Ponce y col. 1988

XC1 40mM

Cuadro 7. Sustancias con accion vtero relajante obtenidas de plantas medicinales. Se ha
propuesto que actian bloqueando la entrada de Ca®* operada por voltaje.

50



Efecto del xantorrizol sobre el acoplamiento electromecdnico en muscuio liso utermo

CURVA CONCENTRACION RESPUESTA A KCI

120

160 -

80 4

60 4

40 4

% CONTRACCION

20 4

Griéfico 1. Grupo I control. Curva concentracién respuesta a KC1 (5,10,20,30,40,50,60,70
mM)
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CURVA CONCENTRACION RESPUESTA A KCI
¥ EN PRESENCIA DE 3 ug/mL DE XANTORRIZOL

120
]

140 J

g

40 4

% CONTRACCION

20 4

KCl mM

& CURVACONTROL
- CURVA 3 pg/mt DE XANTORRIZOL

Grafico 2, Grupo 2 KCl 3 pg/m} de xantorrizol. Posterior a la incubacion con 3pg/ml de
xantorrizol, la curva se desplazo hacia la derecha al agregarle concentraciones crecientes de
KCl, en comparacién con la curva concentracion respuesta de KCL sin xantorrizol.
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CURVA CONCENTRACION RESPUESTA A KGi
¥ EN PRESENCIA DE 10 pg/ml DE XANTORRIZOL

120

100
80 .|
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% CONTRACCION

— T ¥ T Lol
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KClI mM

@ CURVA CONTROL
M CURVA 10 pglmi BE XANTORRIZOL

GRAFICO 3. Grupo 3. KCl 10 pg/ml de xantorrizol. Posterior a 1a incubacién con
[0pg/ml de xantorrizol, Ia curva se desplazo hacia la derecha al agregarle concentraciones
crecientes de KCl, en comparacitn con la curva concentracién respuesta de KCL sin
xantorrizol.
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CURVA CONCENTRACION RESPUESTA A KCI
Y EN PRESENCIA DE 30 pg/mL DE XANTORRIZOL

120

100

% CONTRACCION
b= 2 8

B
1

o
']

T T T T T = I e —

D 10 20 30 40 50 60 70 B0
KCl m

# CURVACONTROL
B CURGA 30 poimi DE XANTORRIZOL

GRAFICO 4. Grupo 4 KCI 30 ug/ml de xantorrizol. Posterior a la incubacién con
30ug/ml de xantorrizol, Ia curva se desplazo hacia la derecha al agregarle concentraciones
crecicntes de KCl, en comparacion con la curva concentracién respuesta de KCL sin
xantorrizol.
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CURVA CONCENTRACION RESPUESTA A KCl
Y EN PRESENCIA DE 100 pg/mL DE XANTORRIZOL

120

100 4

% CONTRACCION
3 8 3 3

o
i

1 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 &0
KCI mM

@ CURVA CONTROL
- CURVA 100 pgfm! DE XANTORRIZOL

GRAFICO 5. Grupo 5 KCL 100 pg/ml de xantorrizol. Posterior s la ncubacién con 100
pg/ml de xantorrizol, la curva se desplazo hacia la derecha al agregarle concentraciones

crecientes de KCl, en comparacién con la curva concentracién respuesta de KCL sin
xantorrizol.
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