LIBERTAS CAPITUR

1<

e~

ATAINO

e 7

DAD AUSTRAL

JF CHILE

E

UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE
Facultad de Ciencias Veterinarias

Instituto de Farmacologia

Evaluacion del efecto Miorelajador de ANDROGRAPHISsobre
PANICULATA conducto deferente de Rata

Tesis de grado presentada como parte de los requisitos
para optar al grado de LICENCIADO EN MEDICINA
VETERINARIA.

Leonel Marcelo Imilan Ojeda
Valdivia Chile 2000


Acer12



FROFESOR PATROCINANTE.

COPATROCINANTE.

PROFESORES CALIFICADORES.

FECHA DE APROBACION

o

Dr. ro A. Contreras

L oo
ipnse B

13 deenerodd 2000



A MISQUERIDOSPADRES:
SILVIA'Y ENRIQUE.



INDICE

1.- RESUMEN

2-SUMMARY et

3.-INTRODUCCION

4.-MATERIAL Y METODOS.......coctoiiiieeteeeeeeeeeeeee e

5.-RESULTADOS

6-DISCUSION

7.-CONCLUSIONES

8.-BIBLIOGRAFIA

AGRADECIMIENTOS

Pag

11
15

20



EVALUACION DEL EFECTO MIORELAJADOR DE ANDROGRAPHIS
PANICULATA SOBRE CONDUCTO DEFERENTE DE RATA

1. RESUMEN

En esta tesis se evaluo, el posible bloqueo de los canales de calcio dependientes de
voltaje por Andrographis paniculata, en conducto deferente de rata.

Se utilizaron 40 ratas macho Sprague Dawley de entre 200-250 g. cuya seleccion y
distribucion en el bioterio fue al azar. Las ratas fueron divididas en 2 grupos; un grupo
recibid reserpina 48 hrs(5 mg/kg.) y 24 hrs (2.5 mg/kg) previo al experimento con el
propdsito de eliminar el componente adrenergico y el otro grupo no recibid tratamiento.

Los conductos deferentes de ratas tratadas con reserpina fueron incubados en una
solucion buffer con exceso de KC1 sin calcio, por espacio de 60 min a 37 °C en presencia
de 95 % O,y 5% CO,. La respuesta contractil a dosis acumulativas de CaCl fue bloqueada
por 0,2 y 0.4 mg/ml de Andrographis paniculata, de manera similar a lo producido por
verapamil. Conductos deferentes sin tratamiento previo con reserpina fueron incubados en
una solucién krebs bicarbonato por 60 min. a 30 °C con una mezcla de 95 % O, y 5% CO,,
en este caso la respuesta contractil inducida por norepinefrina no fue antagonizada por
Andrographis paniculata. El posible bloqueo de la entrada de calcio producido por
Andrographis paniculata se evalué mediante la incorporacion de Ca*® en conductos deferentes
de ratas tratadas con reserpina, incubados en pH 7, en presencia de 2 concentraciones de KC1
(25 mM y 50 mM) solo o en presencia de 0.4 mg/ml de Andrographis paniculata. La entrada
de calcio inducida por KC1 fue completamente bloqueada por 0.4 mg/ml de Andrographis
panicul ata.

Estos datos sugieren que, Andrographis paniculata inhibe la entrada de calcio por un
bloqueo de los canales de calcio dependientes de voltaje, impidiendo la entrada de calcio a
la célula desde el medio externo y la contraccion.



EVALUATION OF THE MIORELAXING EFFECT OF ANDROGRAPHIS
PANICULATA IN RAT VAS DEFERENS.

2. SUMMARY

In this thesis the possible voltage operated calcium channel blocking effect, induced
by Andrographis paniculata, in vas deferens from rats was evaluated.

Forty male Sprague Dawley rats weighing between 200-250 g and randomly
distributed were used. The rats were divided in two groups: one group was treated with
reserpine 48 hours (5 mg/kg) and 24 hours (2.5 mg/kg) before the experiment with the
purpose of eliminate the adrenergic component and other group did not receive treatment.

Conductos deferents from rats treated with reserpine were incubated in a buffer
solution with high KCI without calcium, during 60 minutes at 37°C with 95% O, and 5%
COy,. The contractile response at accumulative doses of CaCh was blocked by 0.2 and 0.4
mg/ml of Andrographis paniculata, similar to what was produced by verapamile. Deferents
without previous treatment whit reserpine were incubated in a krebs/bicarbonate solution's
during 60 minutes at 30°C with a mixture of 95% O, and 5% CO,, in this case the contractile
response induced by norepinephrine was not antagonized by Andrographis paniculata. The
possible calcium blocking effect produced by Andrographis paniculata was evaluated by
Ca® uptake in deferent of rats treated with reserpine, with two concentrations of KC1 (25
mM and 50 mM), alone or in presence of 0.4 mg/ml of Andrographis paniculata. The

calcium entry induced by KCI1 was completely blocked by 0.4 mg/ml of Andrographis
panicul ata.

These data suggest that Andrographis paniculata inhibits the uptake of calcium by
blocking the voltage operating calcium channel, inhibiting the calcium entry to the cell from
the external medium and the contractile response.



3. INTRODUCCION.

3.1. BLOQUEADORES DE CANALESDE CALCIO

Los bloqueadores de canales de calcio son inhibidores selectivos del canal de calcio
tipo L (Godfraind. , 1986). En el musculo liso los bloqueadores de canales de calcio
inhiben fuertemente el ingreso de calcio inducido por potasio ( Sumimoto y Kuriyama,
1986, Hagiwuara y col, 1993; Muraki y col, 1993). Ha sido posible evidenciar que la
incubacion con potasio produce contraccidon muscular por un incremento en la entrada de
calcio, y por otro lado norepinefrina induce la contraccion muscular por una via
independiente del calcio extracelular, mediante liberacion de calcio intracelular por un

aumento de Inositol trifosfato ( IP3) ( Khoyi y col. 1988).

La depolarizacion del tejido arterial esta mediada por dos corrientes idnicas
dirigidas hacia adentro. Cuando el potencial transmembrana de una célula arterial alcanza
el umbral, hay flujo de entrada rapido del Na'. La segunda corriente de entrada depende
en gran parte del movimiento del Ca”** hacia la célula a través del canal lento, o canal del
calcio. El flujo del Ca*" hacia el interior de las células contribuye a la conservacién de la
fase de meseta del potencial de accidon cardiaco. Debido a que la contraccion del musculo
liso vascular depende de la concentracion intracelular de Ca*”, la inhibicién del transporte
de Ca®" transmembrana debe disminuir la cantidad total de éste en los sitios intracelulares
(Goodman y Gilman, 1996). Todos los bloqueadores de canales del Ca*' disminuyen la

presion arterial al relajar el musculo liso artereolar y aminorar la resistencia vascular

periférica (Lehmman y col. 1993).

Ichida y col. (1983) experimentaron con musculos lisos uterinos aislados de ratas
ovarioectomizadas y tratadas con estradiol, los que fueron preincubados en una solucion

. + . .y . +
Ringer pobre en Ca®" , y luego inmersos en una solucion Ringer pobre en Ca®" con alto



contenido de potasio o tratados con acetilcolina y serotonina no observandose respuesta
contractil . Sin embargo en ambos casos fue inducida la respuesta contractil cuando se
adicion6 CaCl la respuesta contractil fue inducida. La respuesta contractil inducida por
KC1, acetilcolina y serotonina fue inhibida por antagonistas del Ca*" en una relacion dosis
dependiente, pero esta inhibicion se detuvo cuando se adicion6 mas CaCh. Las
caracteristicas del flujo de Ca*® en musculo liso fue estudiada bajo las mismas
condiciones que la respuesta contrictil. Los resultados obtenidos indican que la respuesta
contractil de CaCb, acetilcolina y serotonina es producto del influjo de iones Ca’’al

interior de la célula del muasculo liso uterino.

En experimentos realizados en conductos deferentes de ratas inmersos en una
solucién libre de Ca’" que contenia 0,5 mM-EGTA se comprob6 que la aplicacién de
noradrenalina (10* M) cada 20 minutos, por un espacio de 4 minutos, produjo una
contraccion que fue un 60 - 80 % de la respuesta tonica producida por el control en
presencia de 2.4 mM de Ca®>’. La respuesta puede ser repetida sucesivamente en una
solucion libre de Ca®" por mas de 20 hrs. sin un significativo decrecimiento. Una alta
concentracion de Verapamil (2x10™* M) reduce la respuesta a Noradrenalina en un 70 %
aproximadamente después de 30 minutos; segin los autores este efecto supresivo puede
ser mediado por un incremento en el AMP ciclico intracelular, asociado con una

reduccion de la fosforilacion de la miosina (Ashoori y col, 1983).

Bolton (1979), y Van Breemen (1979), indican que el alto contenido de potasio
induce la depolarizaciéon de la membrana celular, lo que abre el canal de calcio
dependiente de voltaje. Este canal es inhibido por bloqueadores de canales de calcio como
verapamil, nifedipino y La*" Verapamil, un vasodilatador coronario putativo, posee  efectos
inotropicos 'y  cronotrépicos negativos que no se observan al emplear otros
vasodilatadores como la nitroglicerina, sugiriéndose que el efecto inotrépico negativo
dependia de la inhibicion del acoplamiento entre excitacidon y contraccion, por reduccion

de movimiento de Ca®* hacia los miocitos cardiacos (Goodman y Gilman, 1996).



Khoyiy col (1987) emplearon Ca* para medir influjo — eflujo y contenido de Ca®*
en el tejido. La estimulacion de deferente con 50 mM de potasio causo répido influjo de
Ca®, por su parte Norepinefrina en concentraciones méximas ( 1 mM ) no produjo influjo
de Ca® ( pero inhibi6 el influjo de Ca* estimulado por potasio ( IC50 =3 uM )). El eflujo
de Ca® no es afectado por potasio pero si es estimulado por norepinefrina. La conclusion
de este estudio es que norepinefrina no estimula el influjo de Ca*" en el musculo liso del
conducto deferente, pero lleva a la liberacion de Ca®" desde almacenamientos
intracelulares y que el resultante aumento intracelular de Ca’" puede llevar a la

inactivacion del canal de calcio dependiente de voltaje.

3.2. ANDROGRAPHIS PANICULATA.

3.21.ASPECTOS GENERALESY USOSTERAPEUTICOS.

Andrographis paniculata (Kalmegh) es wuna planta medicinal mundialmente
conocida, existiendo 19 especies de Andrographis pertenecientes a la familia Acantaceae
(Alagesaboopathi y Balu, 1995). Es originaria de Asia, principalmente de China, India y
Korea (Gupta y Srivastava, 1994), siendo utilizada tradicionalmente en estos paises
contra, disenterias, dispepsias, decaimiento general, diabetes (Monirunddin y Talukder,
1977), leptospirosis, tuberculosis, cuadros de envenenamiento, abortos (Chang y But,
1987) cuadros de hepatitis viral B (Mehrotra y col, 1990), en desordenes hepaticos
(Thamlikitkul y col, 1991), cuadros de malaria (Misra y col,1992),control de la produccion
de aflatoxina producida por Aspergillus flavus (Kumar y Prasad, 1992). También ha sido
utilizada como: antiinflamatorio, antidiarreico, antipirético (Subramaniam y col, 1995) y
antiulcerogénico (Madav y col, 1995).

Estudios in vitro indican que un extracto obtenido de la cocciéon de Andrographis
paniculata fue capaz de inhibir el crecimiento de S. aurea, Pseudomonas aeroginosa, Proteus
vulgaris, Shigella dysenteriae y Escherichia coli (Chang y But, 1987).



3.2.2COMPOSICION QUIMICA.

Andrographis paniculata, estda compuesta por lactonas diterpénicas y flavonoides.
Entre las lactonas mas importantes estan: andrografolido, deoxiandrografolido,
neoandrografolido y  14-deoxi-1 1-12-dihidroandrografolido  Entre los  compuestos
flavonidos estdn: polimetoxiflavona-andrografin, andrographidine A, panicolin, etc. Se

han descrito ademads la presencia de compuestos alcalinos, cetonicos y aldehidicos (Tang
y Eisenbrand, 1992).

Andrografolido (fig 1), es el principal compuesto aislado, el cual ha sido extraido de la
parte aérea de la planta por medio de soluciones alcohdlicas (butanol, etanol y metanol) y
compuestos alcalinos. La cantidad de andrografolido en hojas y semillas de Andrographis
paniculata, determinada por espectrofotometria ultravioleta después de la separacion en placas
de silica gel, varian de 0,1% y 0,4 % en las semillas y hasta 2,6% en las hojas (Tang y
Eisenbrand, 1992). Por otro lado, Sharma y col, (1992) determinaron en las hojas
concentraciones maximas de 2,39%. Las diferencias en el contenido de esta lactona esta dada
por variaciones regionales ( caracteristicas del suelo, clima, etc) y las etapas de floracion.
Concentracion mayor a 2% de andrografolido en hojas, se obtienen antes que la planta

florezca, posteriormente el contenido disminuye a 0,5%. ( Tang y Eisenbrand, 1992).

HO"

%, H
CH,OH

Figura 1. Andrografolido



3.2.3.PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Varios autores informan que la administracion de 0.5 g/kg de hojas secas de
Andrographis paniculata es efectivo en reducir el efecto hepatotoxico, inducido por CCLy
(Choudhury y Poddar, 1984a; Choudhury y Poddar, 1984b). Este efecto también es
producido por andrografolido ( Choudhury y Poddar, 1984a; Choudhury y Poddar,
1984b). Andografolido posee actividad protectora contra varios desordenes del higado

inducidos por hepatotoxinas (Handa and Sharma, 1990a,b).

El extracto alcohdlico de Andrographis paniculata inhibe la respuesta secretoria
intestinal inducida por Escherichia coli LT (Termosensible) toxico entérica, la que
estimula la adenilciclasa, no produciendo un deterioro estructural de los enterocitos. El
extracto alcoholico de Andrographis paniculata exhibio actividad antidiarreica contra
enterotoxinas de Escherichia coli en animales (conejos y cobayos), la actividad fue
localizada en la fraccion n-butanol, lo cual condujo a la aislacion de 4 lactonas
diterpénicas: andrografolide, neoandrografolide, deoxyandrografolide y andrografiside.
Entre las 4 lactonas diterpénicas andrographolide y neoandrographolide demostraron
similar actividad a Loperamida contra E. coli LT (Termosensible) y LT/ST
(Termosensible / termoresistente) toxico entéricas. Andrografolide fue superior contra ST

(estable a temperatura) enterotoxica, la causa mas comun de epidemias de diarrea neonatal

(Gupta y Choudhry, 1990).

La capacidad inmunoestimulante de Andrographis paniculata la demostré ya hace
afios atras Chang y Yeung (1988), de 27 plantas medicinales chinas Andrographis
paniculata demostrd, in Vitro, actividad inhibitoria contra VIH. Esto difiere con otros
autores que no encontraron una actividad anttVIH-1 in vitro (Yao y col, 1992). Estas
discrepancias se pueden explicar por diferencias en el material utilizado o la metodologia
empleada en ambos estudios. Segin Puri y col, (1993) la capacidad inmunoestimulante
de andrografolido aumentaria la respuesta antigeno especifico y no especifico. También
se determind que habia un aumento del 40% de la respuesta humoral y un incremento en

la respuesta celular debido a un aumento en la capacidad mitogénica que presentaban los



linfocitos y los macrofagos. Esta capacidad inmunoestimulante de Andrographis
paniculata, estaria dada por la presencia de 2 lactonas diterpénicas como andrografolido y
neoandrografolido. Ademas con el extracto acuoso de Andrographis paniculata (Otake y
col, 1995) obtuvieron actividad antrVIH-1. Dehydroandrografolide un &cido succinico
monoester puede ser responsable de la inhibicion de VIH in vitro. Este fue toxico en
células H9 en las concentraciones de 50-200 pug/ml Y produjo inhibicion de VIH-1 en la
concentracion de 2.0 (ug/ml. Este efecto inhibitorio puede deberse al cultivo o actividad de
c€lulas humanas mononucleares. Esta accion subtoxica puede deberse particularmente a la
interferencia: en la fusion celular inducida por VIH, en la unién de VIH a la célula H9 y
probablemente también interfiere con la replicacion de VIH ( Chang y col. 1991). Estos
antecedentes sobre la propiedad inmunoestimulante de Andrographis paniculata, podrian
explicar su uso en cuadros de resfrio comun, malaria y diarreas de origen bacteriano y/o

viral.

La propiedad anttinflamatoria ha sido demostrada en ratas, a las cuales se le
administraron soluciones de carragenina, kaolin, nistalim y un extracto de Mycobacterium
tuberculosis que les produce artritis . Las dosis de andrografolido fueron entre 100-300
mg/kg. p.v. Se observo disminucion del edema inducido por carragenina entre 27.8 a
52.08 %, este ultimo resultado logrado con la dosis méas altas ¢ Andrografolido. En este
experimento Fenilbutazona disminuy6 en 72.22 % el edema. Los resultados obtenidos con
kaolin y nistalim fueron muy similares al anterior. El granuloma producido por
Mycobacterium tuberculosis en ratas, a las cuales se les administr6 andrografolido en
dosis de 100-300 mg/kg disminuy6 entre 20-30 % respectivamente. Esto indicaria que
Andrografolido posee efectos antiinflamatorios en modelo agudo y subagudos (Madav y

col, 1996).

Experimentos en conejos demostraron que extractos acuosos de Andrographis
paniculata, 10 mg/kg de peso corporal, puede prevenir la induccion de hiperglicemia

significativamente (p<0.001), esta hiperglicemia fue inducida por la ingesta oral de 2



mg/kg de glucosa. Probablemente Andrographis paniculata previene la absorcion de

glucosa desde el intestino (Borhanuddin y col, 1994).

Se ha demostrado que un extracto crudo de Andrographis paniculata puede prevenir
la isquemia miocardica, en este sentido Andrographis paniculata produce una reduccion
de la isquemia y arritmia (medidas electrocardiograficamente), también reduce el tamafio
de los infartos y el dafo histoldgico producido a nivel ultraestructural (Guo y col. , 1996)
Se sabe que Andrographis paniculata puede reducir la infartacion en e stenosis
arteriosclerotica y restenosis después de angioplastia experimental en conejos,
Andrographis paniculata reduce significativamente la arteriesclerosis por estenosis de la
arteria iliaca inducida por desendotelizacion y una dieta alta en colesterol de una manera
similar a la que produce el aceite de pescado (Wang y Zhao., 1993). Se ha descrito que
Andrographis paniculata posee un efecto hipotensor cuyo mecanismo no esta dilucidado
(Zhang y Tan., 1997).

Dos lactonas diterpénicas constituyentes de Andrographis paniculata , 14 -
deoxyandrografolide (DA) y 14 - deoxy - 11,12 - didehidroxyandrografolide (DDA),
fueron utilizadas en tejidos aislados de rata ( aorta tordcica y atrio). Se encontréo que DA'y
DDA disminuian significativamente la presion arterial media y el gasto cardiaco, DA
parecio ser mas potente que DDA en la vasorelajacion ( Tan y col 1998). Zhang y col
(1998) por su parte trabajaron solo con 14 - deoxy - 11,12- didehidroxyandrographolide
(DDA), donde demostraron que en ratas anestesiadas DDA produce una significativa
caida en la presion sanguinea arterial y disminucion del latido cardiaco en una relacion
dosis dependiente, donde la maxima disminucién fue de 37.6 * 2.6% y 18.1 + 4.8%

respectivamente.
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3.26.HIPOTESIS

En consideracion a los antecedentes sefialados es posible pensar que Andrographis
paniculata produce una relajacion de la musculatura lisa, debido al bloqueo de canales de
calcio dependientes de voltaje. Esta disminucion de la accion del calcio deberia ser similar
a la producida por Verapamil.

Para aceptar o rechazar esta hipdtesis se realiza el experimento con los siguientes

objetivos.

3.2.7.0BJETIVOS

Se evaluaran tres objetivos de importancia que son:

1) Establecer el porcentaje de contraccion maximo en musculatura lisa de deferente de
ratas, inducido por dosis acumulativas de CaCh en presencia de Andrographis paniculata

y Verapamil.

2) Comprobar que la relajacion inducida por Andographis paniculata en la musculatura lisa

es debida a una disminucion de la accion del calcio similar a la producida por Verapamil.

3) Corroborar que la disminucion de la accion contractil del musculo deferente es dependiente

de la inactivacion de canales de calcio dependientes de voltaje.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL.

4.1.1 Material biolégico.

Se ocuparon ratas macho de la cepa Sprague Dawley, provenientes del bioterio del
Instituto de Farmacologia de la Universidad Austral de Chile; con un peso entre 200 y 250
g. Los animales que se utilizaron para la determinacién de la incorporacion de Ca* en
deferente y para la determinacion de curvas dosis respuesta de CaCh en el mismo tejido,
fueron tratados previamente con dos dosis de Reserpina a las 48 y 24 hrs. previas al
experimento (5 mg/Kg. y 2.5 mg/Kg. respectivamente). Todos los animales consumieron

agua y alimento ad-libitum.

4.1.2. Material far macoldgico.

Se ocupd un extracto seco de Andrographis paniculata fabricado por Swedish
Herbal Institute, en suspencién al 10%. Ademas se utilizd Reserpina (Laboratorio Chile),

Calcio*® New England Dupont®, Norepinefrina bitartrato y Verapamil (Sigma).

4.1.3. Instrumentos.

Se ocup6 un Poligrafo (Grass 7 ) de propiedad del Instituto de Farmacologia de la
Universidad Austral de Chile, dos transductores de tension, un bafio temperado (Isolated
Organ-Tissue Bath) y un contador de centelleo. También se ocupd material quirurgico tal

como: tijeras, pinzas, Bisturi, etc. asi mismo jeringas desechables de 1, 5,y 10 ml.
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4.2. METODOL OGIA

4.2.1. Determinacion de curvas dosis respuesta de CaCl, en conducto deferente de
rata.

48 hrs. previas a realizar el experimento las ratas fueron inyectadas
intraperitonialmente con Reserpina (5 mg/kg), esta inyeccion se repitid a las 24 hrs. (2.5
mg/Kg.), luego se sacrificaron las ratas y se procedio a retirar los conductos deferentes.
Los conductos deferentes fueron preincubados en un buffer con exceso de KC1 sin calcio (50
mM), que contenia (en mM): NaCl 77.9; KCL 50; NaHCOs 15; MgCl 1.25; glucosa 11,
por 60 min. a 37 °C, en presencia de una mezcla de 95% O,, 5% de CO,. Una vez
estandarizada la preparacion con una tension inicial del tejido de Ig se realizaron curvas
dosis respuesta crecientes de CaClh en presencia de 0.2 y 0.4 mg/ml de Andrographis

paniculata'y Verapamil 10 M.

4.2.2. Determinacion de curvas dosis respuesta de norepinefrina en conducto
deferentederata.

Los deferentes fueron sometidos a una tension inicial de Ig y se preincubaron en
Krebs bicarbonato que contenia (en mM): NaCl 120; KCI 4.69; NaHCO; 25; CaCh
2.43; MgS04 1.18; KH,PO4 1.02; glucosa 11.1 por 60 min. a 30 °C en presencia de una
mezcla de 95% de Oy y 5% de CO, Posteriormente se realizaron curvas dosis respuesta
crecientes de norepinefrina sola o en presencia de 0.2, 0.4 mg/ml de Andrographis

paniculata y verapamil 10 M.

4.2.3. Determinacion de la incor poracion de Ca®® en conducto deferente.

48 hrs previas a realizar el experimento las ratas se inyectaron intraperitonialmente
con Reserpina (5 mg/kg), esto se repitidé a las 24 hrs.(2.5 mg/kg), luego se sacrificaron las
ratas y se procedio a retirar los conductos deferentes, estos frieron inmediatamente
sumergidos en una solucion buffer salina compuesta por (en mM) : NaCl 122; KCI1 5.9;

NaHCO; 15;CaCL 0.2; MgChL 1.25; glucosa 11 a pH 7.5 y a una temperatura de
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37 °C. Todo esto se realizd en presencia de una mezcla de 95% de O, y 5% de CO; por 90
min. cambiando el medio cada 10 min. Posteriormente los conductos deferentes fueron
cortados en trozos de 3-4 mm. y se incubaron por 10 min . en presencia de 2
concentraciones de KC1 25 mM ( NaCI 102.9; KCI 25; NaHCOs; 15; CaCL 0.2; MgCh
1.25, glucosa 11) y 50 mM (NaCl 77.9; KC1 50; NaHCOs 15;CaCb 0.2; MgCh 1.25;
glucosa 11). Ademas otros trozos de tejido fueron incubados en presencia de 0.4 mg/ml de
Andrographis paniculata agregada a las soluciones con exceso de KCI1. En la evaluacion
de la incorporacién de Ca* a los trozos de deferente se utilizé el protocolo descrito por
Khoyi y col., (1988). Brevemente los tejidos fueron incubados por 4 min. en buffer con
0.2 uCi/ml de Ca*’, a 37 °C. Enseguida los tejidos se lavaron dos veces con una solucion
buffer Tris-lantano-HCl (pH 6) que contenia en mM: NaCl 122; KC1 5.9; LaCk 50;
MgCh 1.25; glucosa 11; Trizma 6.

Posteriormente los tejidos fueron llevados a tubos de 10 ml que contenian la
solucion buffer Tris-lantano-HCI en pH 7.0 a 4 °C por 20 min y paso seguido fueron
pesadas y puestas en viales de centelleo plasticos con 1 ml de KOH 0.1 N y se incubaron
esta vez por 6 hrs. a 85 °C. Finalmente se agreg6 a cada vial 0.5 de agua destilada y 4 ml
de liquido de centelleo compuesto por 0.5 grs. De popop, 4 grs. De ppo disueltos en 500 ml
de tolueno y 250 ml de Triton x100. Posteriormente se agitaron y se midio radioactividad

en un contador de centelleo beta.

4.2.4. ANALISISESTADISTICO

Los datos obtenidos de la respuesta contractil fueron ajustados mediante una

regresion logistica Y= Bottom+ (Top- Botton)
1+10 (log EC50- X) x HillSlope

con la cual se obtuvo los valores promedios de ECS50 y porcentaje méaximo de
contraccion. Los valores de concentracion efectiva fueron expresados como logaritmo en
base 10, los cuales fueron posteriormente analizados mediante una ANOVA de una via.

Las comparaciones multiples fueron hechas con el test de DUNNET. Los porcentajes de
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contraccion maxima fueron analizados con el test no paramétrico de MANN WHITNEY.
Todos los andlisis fueron hechos con el programa Graphpad Prism 2.0 (1995),

utilizdndose un nivel de significancia del 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacién de curvas dosis respuesta de CaCl2 en conducto deferente de
rata.

Las ratas fueron tratadas 48 hr (5 mg/kg) y 24 hr (2.5 mg/kg) con reserpina, ya
que esta droga fue utilizada para agotar la norepinefrina enddgena y asi reducir su
potencial efecto indirecto con K segtin lo realizado por Khoyi y col (1988). Al realizar
curvas en presencia de concentraciones de 0.2 y 0.4 mg/ml de Andrographis paniculata
se observd una disminucidon estadisticamente significativa (p<0.01) de la respuesta

contractil maxima (%): 78,64 + 5,61 y 47,06 + 5,35 respectivamente.

100+ O

O Control
0 0.2 mg/ml A paniculata
B O.4mg/ml A paniculata

25+

-4 3 2
CaCl; M

Figura 2. Efecto del extracto de Andrographis paniculata sobre la contraccién maxima
inducida por dosis acumulativas de CaCh en deferente de rata n = 7, cada punto
representa promedios + E. E; % E-Max = Porcentaje de contraccién maxima.
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La figura 3. muestra el efecto de Verapamil 5x10° M y 1x107 M sobre la ECsg:
(Log M) -2836 + 0,064 y -2,537 + 0,405 observandose una disminucion
estadisticamente significativas en ambas concentraciones de Verapamil (p<0.01 y p<0.05)
respectivamente. También produjo una disminucién significativa (p<0.001) de la

respuesta contractil maxima: 72,92 + 4,85 y 64,34 £+ 26,99 respectivamente.

100 @
-4
=
w504 ]
= ® Control
O verapamil 5x10 M
O verapamilix10 "M
n_
5 4 -3 -2

LDQ-”] CECI: M

Figura 3. Efecto de verapamil sobre la contraccion maxima inducida por dosis
acumulativas de CaCk. n =8. % E-Max = Porcentaje de contraccion maxima.
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5.2. Determinaciéon de curvas dosis respuesta de norepinefrina en conducto
deferentederata.

Concentraciones de 0.2 y 0.4 mg/ml. de Andrographis paniculata no produjeron
una disminucion de la EC50: (Log M) -5.4894+0.193 y -5.651+0.248 , de igual forma no
ocurrio disminucion de la respuesta contractili maxima a norepinefrina %: 130.4£12.8 y
104.3+11.39 respectivamente; no existiendo por lo tanto diferencias estadisticamente
significativas (Figura 4).

Cosa similar ocurri6 con Verapamil 10° donde no existieron diferencias

estadisticamente significativas (Fig 5), esto debido a la ausencia de cambios en la EC50:

(Log M) -5,748 + 0,323 y -5,544 + 0,384,

0

100
é 75
]
m | |
£ 50 ® Control

O Ap02mg/mi
25 O Ap 0.4mg/mi
0 T T T T T 1

-5 -0 65 B0 .55 -50 -45

NOREPINEFRINA

Figura 4. Efecto del extracto de A. Paniculata en la contraccion maxima inducida por
dosis acumulativas de Norepinefrina. n =7. % E-Max = Porcentaje de contraccion
maxima.
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100

75

O control

é ® verapamil -6
w50
52

25._

D T | T L]

7 -6 -5 -4
NOREPINEFRINA

Figura 5 Efecto de Verapamil 1x10°® M sobre la contraccién méxima inducida por dosis
acumulativas de Norepinefrina. n = 7. % E-Max = Porcentaje de contraccion maxima.

5.3. Deter minacién de la incor poraciéon de Ca* en conducto deferente.

La entrada de calcio a la célula aumento en presencia de KC1 25 mM y este ingreso
fue aun mayor con KC1 50 mM. La aplicacion combinada con Andrographis paniculata
produjo una disminucion de la entrada de calcio inducida por potasio, produciéndose una
marcada reduccion del total de calcio que ingreso a la célula la que fue estadisticamente
significativa. Esta disminucion en el ingreso de calcio producido por Andrographis
paniculata supone un bloqueo de la entrada de calcio a la célula, a nivel de canales de

calcio pues potasio favorece la entrada de calcio a este nivel (Khoyi y col, 1988).



19

360
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control
KCI25 mM
KCI 25mM+A.p
KCI1 50 mM
KCI SomM+Ap f§

Figura 6. Efecto del extracto de Andrographis paniculata (Ap) ( 0.4 mg/ml) en la
entrada de Ca* mediada por potasio a la célula del musculo liso deferente, n = a lo menos
tres, media + E.E. * p<0.05 comparado con el control.
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6. DISCUSION

En esta tesis Andrographis paniculata , produjo una disminucion, dosis
dependiente, de la respuesta contractil producida por concentraciones acumulativas de
CaCl en conducto deferente de una manera no competitiva. Los resultados demostraron
una disminucién de la respuesta contréctil al aplicar concentraciones de 0.2 y 0.4 mg/ml
de Andrographis paniculata, similar respuesta se observd con concentraciones de 5x10° y
1x107 M de verapamil, lo que demuestra un efecto bloqueador de la respuesta contractil
de Andrographis paniculata, en presencia de una solucion buffer sin calcio con exceso de
KC1 (50 mM). La depolarizacion producida por KC1 favorece la apertura de canales de
calcio operados por voltaje y la entrada de calcio al musculo liso deferente produciendo
de esta forma la contraccion del mismo (Karaki y col, 1997). Para evaluar la
incorporacidén de Ca*® a los trozos de deferente se utilizé el protocolo descrito por Khoyi y
col.(1988), los resultados obtenidos con KC1 fueron similares a los descritos por Khoyi en
lo que se refiere a la entrada & Ca*® a la célula del musculo liso con concentraciones de
KC1 de 25 y 50 mM, donde la entrada de Ca*’ aument6 de manera dependiente a la
concentracion de KC1.

Andrographis paniculata bloquea la entrada de calcio al tejido del musculo liso
deferente, este bloqueo lo produce impidiendo la entrada de calcio a la célula
posiblemente en respuesta a un bloqueo de los canales de calcio dependientes de voltaje.
Al aplicar Andrographis paniculata en presencia de altas concentraciones de potasio (KC1
25 y 50mM), el ingreso de calcio disminuyo lo cual es otro motivo mas que nos lleva a
pensar que el efecto de Andrographis paniculata es a nivel de canales de calcio
dependientes de voltaje. En la metodologia empleada se utilizd reserpina la cual se une de
manera estrecha a vesiculas de almacenamiento y neuronas adrenérgicas centrales y
periféricas permaneciendo en esos sitios durante periodos prolongados. El agotamiento
(inducido por reserpina) de aminas biogenas se correlaciona con datos de disfuncion

simpatica y efectos antihipertensivos (Giachetti y Shore, 1978). Reserpina fue utilizada en
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este trabajo, por tanto se necesitaba eliminar la acciéon de la norepinefrina endogena, para
que la entrada de calcio a la célula solo sea via canales de calcio y mediada por la

depolarizaciéon de membrana producida por potasio.

El efecto del potasio es directo y no depende de la liberaciéon de norepinefrina ya
que el efecto ocurre después que la norepinefrina endégena es agotada por reserpina, esto
ha sido descrito por Saad y Huddart (1981) y Hay y Wadsworth (1984) en conductos
deferentes de ratas y Khoyi y col (1987) en conductos deferentes de cobayos. Ademas
efectos similares a los anteriormente expuestos sobre potasio han sido obtenidos con
musculo liso vascular (Van Bremen y col 1972; Karaki y Weiss, 1980). Sin embargo
otros estudios con musculo liso vascular mostraron diferencias en comparacion con
musculo liso deferente, ya que al aplicar norepinefrina en musculo liso vascular esta
aumento el influyjo de calcio y fue aditivo al influjo de calcio inducido por potasio
(Meisheri y col., 1981); sin embargo en conducto deferente norepinefrina no es capaz de
promover el influyjo de calcio por si misma y ademas atenta el influyjo inducido por
potasio, promoviendo el eflujo por liberaciéon de calcio desde reticulo sarcoplasmico

(Khoyi y col., 1988).

A pesar que norepinefrina no induce el influjo de calcio, este agonista alfa
adrenoreceptor causa contraccion del deferente. Khoyi y col. 1988 suponen que
norepinefrina produce este efecto por liberacion de calcio desde sitios de almacenamiento
intracelular. El organelo celular desde el cual el calcio es liberado por norepinefrina
parece ser el reticulo sarcoplasmico (Bond y col., 1984). Como ha sido demostrado por
muchos estimulantes en varias células tipo, la liberacion de calcio desde los depositos
intracelulares es mediada por un segundo mensajero el inositoll-4-5-trifosfato (IP3), que
es producto de la hidrélisis del lipido de la membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2), dicha reaccion es catalizada por una fosfolipasa C. Inositoll-4-5-trifosfato es la
principal sefial para que el reticulo sarcoplasmico libere calcio (Goodman y Gilman,
1996). Al intentar bloquear el efecto contractil de norepinefrina en conducto deferente con

Andrographis paniculata y Verapamil , estos no tuvieron éxito, debido a que Verapamil



22

seria preferentemente un bloqueador selectivo de canales de calcio (Peiper y col., 1971)

accion que fue similar a la producida por Andrographis paniculata.

Tradicionalmente la contraccidon inducida por incremento del contenido de potasio
es totalmente abolida por la remocion del calcio del medio externo y también por agentes
bloqueadores de canales de calcio, incluidos Cinnarizine (Godfraind y Kaba, 1969), B-
diethylaminoethyldiphenylpropil acetate (SKF525A) (Kalsner y col.,, 1970), Verapamil
(Peiper y col., 1971), y La®>* (Goodman y Weiss., 1971a,b; Van Breemen y col., 1972). El
efecto de Andrographis paniculata, en este estudio fue porcentual mente mayor al de
Verapamil, sin embargo no es posible saber si es mas potente, para lo cual es necesario

caracterizar el o los compuestos activos.

Verapamil reduce la accion de norepinefrina solo en altas concentraciones (1-2x107),
(Blackmore, y col, 1979) probablemente la accion de verapamil no es producto del
bloqueo del flujo de calcio a través de la membrana plasmatica porque la concentracion
de calcio en el medio externo es muy baja ypor ende puede deberse a otros mecanismos
tales como la interferencia en el receptor alfa adrenérgico (Blackmore y col. 1979), o la

inhibicion de fosfodiesterasa (Epstein y col. 1982).
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7. CONCLUSIONES

Andrographis paniculata produce un efecto relajante sobre la contraccion de la
musculatura lisa de deferente inducida por calcio, no modifica la contraccion inducida
por norepinefrina y reduce la entrada de Ca*’. Esta accion de Andrographis paniculata es
similar a la producida por un bloqueador de canales de calcio reconocido, como lo es el
verapamil. Lo anterior sugiere que la disminucion de la respuesta contractil producida por
Andrographis paniculata es a nivel extracelular mediante un bloqueo de los canales de

calcio dependientes de voltaje, similar a la producida por verapamil.

Analizando los objetivos planteados:

I- La contraccibon maxima en musculatura lisa deferente inducida por dosis

acumulativas de CaCl es disminuida por la adicion de Andrographis paniculata.

2- La disminucion de la contraccion muscular producida por Andrographis
paniculata es similar a la producida por Verapamil, sometidos ambos a las mismas

condiciones.

3- La disminucién de la accion contractil producida por Andrographis paniculata es a
través de una inactivacion de canales de calcio dependientes de voltaje.
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