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EVALUACION DEL EFECTO MIORRELAJADOR DE 14-
DEOXIANDROGRAFOLIDO SOBRE UTERO DE RATA.

1. RESUMEN

En ésta tesis se evalud, el efecto miorrelajador uterino y el posible bloqueo de los
canales de calcio dependientes de voltaje por 14-Deoxiandrografolido, en tutero de rata.

Se utilizaron cuernos uterinos de ratas Sprague-Dawley de entre 200-250g de peso,
cuya seleccion y distribucion en el bioterio fue al azar. Los animales fueron pretratados con
cipionato de estradiol 48 hrs previo a todos los experimentos.

Los cuernos uterinos fueron incubados en una solucién Jalon sin CaCl, alto K'(KCl
45.77 mM) para depolarizar la membrana citoplasmatica. La administracion de
concentraciones crecientes de 14-Deoxiandrografolido (5x10°-1x10* M) redujo la
respuesta contractil de manera dosis dependiente en tutero contraido con 0.3 y 3 mM de
CaCl, e incubado en Jalon alto K'. Por otro lado la administracion de concentraciones
acumulativas de CaCl, fue significativamente antagonizada por 5x10-° M de 14-
Deoxiandrografolido.

Contracciones uterinas, inducidas por ortovanadato de sodio, prostaglandina F,, y
oxitocina en solucién Locke-Ringer sin CaCl, con EDTA, no frieron afectadas por
concentraciones acumulativas de 14-Deoxiandrografolido (Ix10°-3x10™* M), sin embargo la
respuesta contractil fue antagonizada completamente por fenilbutazona e isoproterenol de
manera dosis dependiente.

Estos datos sugieren que 14-Deoxiandrografolido inhibe la respuesta contractil de
CaCl2 en utero de rata depolarizado con potasio. Esto se puede atribuir a una disminucion de
la entrada de calcio extracelular, por un bloqueo de los canales de calcio dependientes de
voltaje. La ausencia de inhibicion de la respuesta contractil inducida por oxitocina,
ortovanadato de sodio y prostaglandina F,a en ausencia de calcio externo, permite descartar
un efecto miorrelajador por mecanismos independientes de la presencia de calcio
extracelular.

Palabras claves: 14-Deoxiandrografolido, utero, canales de calcio, musculo liso.



EVALUATION OF THE MIORELAXING EFFECT OF 14-
DEOXYANDROGRAPHOLLDE IN RAT UTERUS.

2. SUMMARY

The miorelaxing effect and the possible voltage operated calcium channel blocking
effect induced by 14-Deoxyandrografolide in uterus from rats, was studied.

Uterine horns from Sprague-Dawley rats weighing between 200-250g and randomly
distributed were used. The animals were pretreated with estradiol cipionate 48 hrs before
the experiment.

Uterine horns were incubated in CaCl,-free Jalon's solution high K™ (KC1 45.77mM)
for depolarisation of the citoplasmic membrane. The contractile response to cumulative
concentrations of CaCl, were significantly antagonised with 5x10° M of 14-
Deoxyandrographolide. On the other hand, the administration of 14-Deoxyandrographolide in
cumulative concentrations (5x10°-1x10* M) blocked the contractile response in dose-
dependent in uterus contracted with CaCl, 0.3 and 3 mM and incubated in Jalon high K.

Sodium ortovanadate, prostaglandine F,, and oxytocin produced a tonic contraction in
uterus incubated in Ca®*-free Locke-Ringer containing EDTA, which is not affected by
cumulative concentrations of 14-Deoxyandrographolide (1x10°-3x10* M) however, the
contractile response was completely antagonised by phenylbutazone and isoproterenol in a
dose dependent manner.

These results suggest that 14-Deoxyandrographolide blocks the CaCl, contractile
response in the potassium depolarized rat uterus. This could be due to a decrease in the
CaCl, influx to the cells as a consequence of a blocking of the voltage operated calcium
channels. The absence of inhibition of the contractile response induced by oxytocin, sodium
ortovanadate and prostaglandine F,o, in absence of external calcium descarts the
miorelaxing effect mediated by mechanism independent from the presence of extracelular
calcium.

Key words: 14-Deoxyandrographolide, uterus, calcium channels, smooth muscle.



3. INTRODUCCION

El musculo liso se diferencia del musculo esquelético y cardiaco en que carece de estrias
transversales visibles. Posee actina y miosina II, las cuales al deslizarse una sobre la otra
producen la contraccion (Ganong, 1993). Basicamente el mecanismo de la contraccion se
produce por un incremento del Ca”" citosélico lo cual aumenta la unién del Ca*" a la proteina
calmodulina. El complejo de Ca®*-calmodulina activa a su vez a la miosina de cadena ligera
cinasa, con fosforilacion resultante de la cadena ligera de la miosina. Esa fosforilacion
favorece la interaccion entre actina y miosina, y la contraccion del musculo liso (Robertson y
Robertson, 1996). En general el muasculo liso se divide en musculo liso visceral y musculo liso
multiunitario. El musculo liso visceral forma parte de las paredes de casi todas las visceras
principalmente, intestino, conductos biliares, uréteres, utero y vasos sanguineos (Guyton y
Hall, 1997). Ademas se caracteriza por la inestabilidad de su potencial de membrana y por el
hecho de que muestra contracciones continuas, irregulares e independientes de su inervacion. Este
estado sostenido de contraccion se llama tono (Ganong, 1993).

El musculo liso uterino se caracteriza por su alto grado de actividad eléctrica y
contractibilidad espontanea (Kao, 1987). Este musculo es inexcitable durante el diestro y en el
animal ovariectomizado, pero durante el estro o en los animales ovariectomizados tratados con
estrogenos aumenta la excitabilidad, presentando contracciones espontaneas y tono (Ganong,
1993). Los estrogenos incrementan el ingreso de calcio a las células del miometrio por
induccién de la formacion de nuevos canales de calcio en la membrana celular (Batra,
1987).Debido a la inestabilidad de su potencial de membrana, el musculo liso uterino se
contrae por depolarizacion de la membrana, y también por la activacion de receptores. En
ambos casos, la respuesta contractil se debe principalmente a la entrada de calcio extracelular, a
través de canales de calcio dependientes de voltaje (Ichida y col, 1983).

Es sabido que la contraccion de las células del musculo liso depende de al menos tres
mecanismos que modifican la homeostasis del calcio intracelular:
a) canales de Ca’" sensibles a voltaje que se abren en respuesta a la depolarizacion de
membrana y permiten que el Ca®" extracelular ingrese por su gradiente electroquimico hacia la
célula (Robertson y Robertson, 1996). Por ejemplo, una alta concentracién de K, induce la
depolarizacion de la membrana, la apertura del canal de calcio y la contraccioén, b)
contracciones inducidas por agonistas que ocurren sin depolarizaciéon de la membrana, que
dependen de la hidrélisis del fosfatidilinositol, con la formacion de inositol trifosfato (IP3),
que actia como un segundo mensajero para liberar el Ca® intracelular desde el reticulo
sarcoplasmico. ¢) canales de Ca”" operados por receptores activados por neurotransmisores y
hormonas (Berridge, 1993a).

2+ iy , .

El Ca”" es utilizado por las células como un segundo mensajero en el control de muchos
procesos celulares incluyendo, contraccion muscular, secrecion, metabolismo, excitabilidad
neuronal, proliferacién y muerte celular (Simpson y col, 1995). La concentracion intracelular



del Ca®* es la resultante de los procesos de entrada de dicho ion. El aumento de [Ca®]; tiene
lugar a través de diversos mecanismos (Figura 1.): canales de calcio, intercambiadores
Na'/Ca®" de membrana plasmatica y liberacion desde el principal sitio de almacenamiento de
Ca®" intracelular, el reticulo endoplasmico. Este depdsito contiene dos canales de liberacion
de Ca®, distintos, pero relacionados estructuralmente: el receptor IP; que se fija con gran
selectividad a éste segundo mensajero, y el receptor de rianodina, identificado originalmente
en la célula muscular esquelética, pero presente también en otras células. En cuanto a los
procesos de salida (Figura 1.) destacan las bombas Ca*"-ATPasas, que extraen el Ca*™ hacia el
exterior de la célula o lo introducen en los depositos del reticulo endoplasmico, y el propio
intercambiador Na'/Ca®" (Florez, 1997). La membrana plasmatica posee una variedad de
canales de Ca’" que son caracterizados por sus mecanismos de activacion ellos son; canales
operados por voltaje (VOCs) y canales operados por receptores (ROCs). Los primeros son una
familia de canales que se abren en respuesta a depolarizacion de membrana mediante una
selectiva entrada de Ca>’(Mori y col, 1993). Los multiples tipos (L, T, N y P) estan
clasificados en base a sus propiedades cinéticas y farmacologicas. Los canales operados por
receptores son canales de Ca®" abiertos por la unién de agonistas especificos usualmente
neurotransmisores tales como glutamato o ATP (Berridge, 1993b).

Ca®*

Intracelular

Extracelular

Figura 1. Representacion esquematica del flujo de calcio al interior de la célula muscular lisa:
1: receptor acoplado a proteina G; 2: proteina G; 3: fosfolipasa C; 4: canal operado por
receptor; 5: canal operado por voltaje; 6: intercambiador Na**-Ca*"; 7: Ca**-Mg**-ATPasa; 8:
receptor IP3; 9: receptor de rianodina; IP; :inositol trifosfato; RS: reticulo sarcoplasmico.



Las contracciones de ttero de rata en ausencia de calcio han sido descritas por varios
autores, se ha sefialado que en ausencia de calcio extracelular, el utero aislado de rata puede
ser contraido por agonistas tales como acetilcolina, angiotensina II, prostaglandina, vanadato,
NaF y oxitocina (Sakai y col, 1981 y 1982; Mironneau y col, 1984; Lalanne y col, 1984;
Ashoori y col, 1985). Los mecanismos involucrados en la contraccion de utero de rata
incubado en solucidn libre de calcio inducida por oxitocina no estdn claros, sin embargo se
reporta que oxitocina produce liberacion de calcio intracelular y prostaglandinas (Poyser,
1987). Ademas inhibe (Ca2++Mg2+)—ATPasa de la membrana plasmatica (Akerman y
Wirkstrom, 1979; Carsten y Miller, 1977; Soloffy Sweet, 1982). Esta enzima mantiene la
gradiente de Ca”" al interior de la célula (Lotersztajn y col, 1981). La inhibicion por oxitocina
de la actividad de (Ca2++Mg2+)-ATPasa miometral resulta en un incremento del calcio
citoplasmatico éste puede ser uno de los mecanismos por el cual ésta hormona induce las
contracciones uterinas (Black y col, 1980). Ademas de oxitocina, se ha demostrado que
vanadato y prostaglandina F», tienen un mecanismo en comin, el bloqueo de (Ca**+Mg”")-
ATPasa (Soloffy Sweet, 1982; Popescu y col, 1984; Nechay, 1984).Vanadato es uno de los
mas potentes inhibidores enzimaticos entre los conocidos (Cantley y col, 1977). Existen
estudios en enzimas del reticulo sarcoplasmico de musculo esquelético, corazon y eritrocitos
humanos donde se observd que (Ca’’+Mg’")-ATPasa es varias veces mds resistente a
vanadato que Na™-K"ATPasa (Bond y Hudgins, 1980). La (Ca*"+Mg”")-ATPasa del reticulo
sarcopldsmico requiere a lo menos concentraciones diez veces més altas de vanadato para un
50% de inhibicidn en eritrocitos (Wang y col, 1979). Fernandez y col, (1992) senalan que el
bloqueo de (Ca**+Mg”*")-ATPasa esta involucrado en las contracciones uterinas en medio libre
de calcio. Contracciones inducidas por oxitocina y vanadato en medio libre de calcio no son
modificadas por bloqueadores de canales de calcio como nifedipino ( Fernandez y col, 1992).

Los bloqueadores de canales de calcio constituyen un importante grupo de firmacos en
la terapéutica de hipertension arterial. Los grupos mas utilizados son fenilalquilaminas
(verapamil), benzotiazepinas (diltiazen), dihidropiridinas (nifedipino). Verapamil es la droga
clasicamente usada para el tratamiento de hipertension, bloquea los canales de calcio tipo L
dependientes de voltaje en musculo liso vascular (Hockerman G.H y col, 1997), uterino
(Ichida y col, 1983) y deferente (Hata y col, 1992), siendo también efectivo en el tratamiento
de arritmias en el musculo cardiaco (Hockerman G.H y col, 1997). Ademas los bloqueadores
de canales de calcio relajan el miometrio in vitro e inhiben en grado extraordinario la amplitud
de las contracciones inducidas por oxitocina (Murray y col, 1992). Por esa razén junto con
sulfato de magnesio, agonistas de receptores B,-adrenérgicos e inhibidores de prostaglandina
sintetasa se utilizan como tocoliticos (Graves, 1996).

Andrographis paniculata Ness, es una planta medicinal mundialmente conocida como
Kalmegh. Existen 19 especies de Andrographis pertenecientes a la familia acanthaceae
(Alagesaboopathi y Balu, 1995). Es originaria de Asia, principalmente de China, India y
Korea (Gupta y Srivastava, 1994), siendo utilizada tradicional mente en éstos paises contra:
disenterias, dispesias, decaimiento general, diabetes (Moniruddin 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 (Subramanian y col, 1995) y antiulcerogénico
(Madav y col, 1995).

Andrographis paniculata quimicamente estd compuesta por lactonas diterpénicas y
sesquiterpénicas, flavonoides y azucares. El principal constituyente de Andrographis
paniculata es la lactona diterpénica (Andrografolido), ésta lactona puede ser extraida de la
parte aérea de la planta por medio de soluciones alcohdlicas o alcalinas. Las lactonas mas
importantes que se han descubierto de Andrographis paniculata son las siguientes:
andrografolido, deoxiandrografolido, neonandrografolido y 14-deoxi-11-12-
dihidroandrografolido. Recientemente han sido aislados y dilucidados algunos constituyentes
diterpénicos de Andrographis paniculata, como dideoxi- andrografolido, andrographiside,
dideoxy- andrographiside. Entre los compuestos flavonoides descubiertos en la planta estan:
andrographidine A, polimetoxiflavona- andrografin y panicolin (Tang y Eisenbrand, 1992).

Andrographis paniculata tiene propiedades, inmunoestimulante, antiinflamatoria, y
hepatoprotectoras efectos atribuidos a la presencia de la lactona andrografolido (Thamlikitkul
y col, 1991). La capacidad inmunoestimulante ha sido demostrada, segun Puri y col, (1993)
debido a la presencia de dos lactonas diterpénicas andrografolido y neoandrografolido, los
cuales estimularian la respuesta inmune especifica y no especifica, ademas determind un
aumento del 40% de la respuesta humoral y un incremento de la respuesta celular, debido al
aumento de la capacidad mitogénica de los linfocitos y macréfagos.

La actividad anti-inflamatoria de andrografolido fue estudiada en comparacién con
acido acetil salicilico y fenilbutazona, con diferentes modelos de inflamacién en ratas, a las
cuales se le administraron soluciones de carragenina, kaolin, nistalin y un extracto de
Mycobacterium tuberculosis que produce artritis en ratas. Por ejemplo dosis de 30 ,100 y 300
mg /kg de andrografolido (p.o.) disminuyeron el edema producido por carragenina en un
11.81, 27.81 y 52.08 % respectivamente. Sin embargo fenilbutazona disminuy6 el edema en
un 72.2%: Dosis de 100 a 300 mg/kg de andrografolido disminuyeron el granuloma producido
por Mycobacterium tuberculosis entre un 20 - 30 % respectivamente, lo que indicaria un
moderado efecto antiinflamatorio en modelos de inflamacion agudos, sub-agudos y crénicos
(Madav y col, 1996).

La propiedad hepatoprotectora se ha evidenciado en la administracion de hojas secas
de Andrographis paniculata, la cual disminuye el efecto hepatotdxico inducido por CCly
(Choudhury y Poddar, 1984). Andrografolido posee propiedades hepatoprotectoras asi lo
demostraron Mandan y Sharma, (1990), con dosis de 200 y 400 mg/kg. Se observd que la
mayor concentracion produjo una marcada disminucion de las transaminasas (GOT y GPT ).
También dosis de 1,5 a 12 mg/kg de andrografolido por via oral, aumentaron el flujo biliar de
4,8 a 76% respectivamente (Shukla y col, 1990).

Estudios realizados por el Instituto de Farmacologia de la U.A.Ch concluyen que
Andrographis paniculata induce relajacion de la musculatura lisa de utero y conducto



deferente de rata a través del bloqueo de canales de calcio dependientes de voltaje inhibiendo
el ingreso de Ca*" desde el medio extracelular hacia el interior de la célula (Burgos y col,
2000 y 2001). Se ha descrito una actividad hipotensiva de Andrographis paniculata la que ha
sido demostrada con dosis dependientes, observandose el efecto en la presion sistdlica, en
ratas espontaneamente hipertensas (Zhang y Tan, 1996). También se ha demostrado que 14-
Deoxiandrografolido (14-DAP) es capaz de inhibir la contraccion inducida por calcio en aorta
de rata (Zang y Tan, 1998).

14-Deoxiandrografolido Cy0H300O4 (figura 2.) es uno de los diterpenoides aislados desde
Andrographis paniculata (Balmain y Connolly, 1973). Ha sido reportado que posee
propiedades antiinflamatorias y antipiréticas (Deng y col, 1982). Ademas de tener una potente
actividad de inducir diferenciacion en células de raton con leucemia mieloide (Matsada y col,
1994). Algunos experimentos han evidenciado que 14-Deoxiandrografolido relaja en forma
considerable la presion arterial en ratas anestesiadas, otros experimentos han demostrado que
14-Deoxiandrografolido relaja contracciones tonicas inducidas por fenilefrina y KC1, éstos
resultados sugieren que 14-Deoxiandrografolido puede bloquear el flujo de calcio por
interferencia de los canales de Ca** operados por voltaje y por receptores (Zhang y Tan, 1998).
La vasorelajacién causada por 14-DAP en aorta persiste en la presencia de Indometacina y
glibenclamida, ésto implica que éste efecto no fue mediado por PGI, o canales de K" sensibles
a ATP, ya que es sabido que indometacina bloquea la formacion de PGI, por inhibicion de
ciclo-oxigenasa, mientras se reporta que glibenclamida bloquea canales de K'. Sin embargo,
L-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME) y azul de metileno fueron capaces de inhibir
parcialmente el efecto relajante de 14-DAP frente a contracciones inducidas por fenilefrina,
pero no por KCI. En conjunto, éstos resultados sugieren que la relajacion de aorta de rata
causada por 14-DAP puede ser mediada a través de la via arginina-NOS (6xido nitrico
sintetasa) y activacion de NO guanilato-ciclasa, debido a que como L-NAME es inhibidor
competitivo especifico de NOS y azul de metileno inhibe la activacion de NO guanilato-
ciclasa (Zhang y Tan, 1998). Este mismo estudio concluye que 14-DAP ejerce su actividad
vasorelajante por actividad de NOS y guanilato-ciclasa como también por bloqueo de canales
de Ca®" operados por voltaje y receptores. Aunque su accion vasodilatadora no parece ser
potente, 14-DAP puede servir como molécula para desarrollar otros vasodilatadores mas
potentes con uso comercial (Zhang y Tan, 1998).
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Figura 2. Estructura molecular de 14-Deoxiandrografolido



3.1. OBJETIVOS

- Demostrar que 14-Deoxiandrografolido produce relajacion de la musculatura lisa uterina de
rata.

- Comprobar que la relajacion inducida por 14-Deoxiandrografolido en la musculatura lisa
uterina se debe a un bloqueo de la accion del calcio.

- Demostrar que el mecanismo miorrelajador de 14-Deoxiandrografolido es similar a un
bloqueador de canales de calcio.

- Demostrar que 14-Deoxiandrografolido no afecta contracciones inducidas por mecanismos
independientes de calcio extracelular.

3.2. HIPOTESIS

14-Deoxiandrografolido, bloquea los canales de Ca®" tipo-L dependientes de voltaje,
produciendo relajacion de la musculatura lisa del utero.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Biologico:

40 ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley con un peso entre 200-250grs provenientes del
bioterio del Instituto de Farmacologia de la U.A.Ch. Los animales fueron mantenidos bajo
condiciones ambientales controladas, ciclos de luz-oscuridad alternados de 12 horas. La
temperatura constante fue de 22°C y la alimentacion fue ad-libitum con pellet estandarizado.

4.1.2.Farmacologico:

Cipionato de estradiol (Lab. Upjohn), CaCl, (Lab. Merck), 14-Deoxiandrografolido
donado por el Dr Georg Wickman, prostaglandina F,, (Lab. Upjohn), ortovanadato de sodio
(Lab. Calbiochem), oxitocina (Lab. Veterquimica), isoproterenol (Lab. Sigma), fenilbutazona
(Lab. Chile), uretano al 12% (Lab. Sigma).

4.1.3. Instrumentos:

Bano de organo aislado, transductor de frecuencias BIOPAC, computador con software
ACQ 4.0, tijeras, pinzas, jeringas desechables de 10ml, material de sutura.

4.2. METODOS

48 hrs previo a todos los experimentos las ratas fueron tratadas con cipionato de
estradiol (1 mg/kg. i.m.) posteriormente fueron anestesiadas con uretano al 12% (dosis de
Iml/100gr de peso vivo) después de la anestesia se extrajo un cuerno uterino por rata, el cual
fue limpiado de grasa y adherencias, siendo utilizada la parte mas cercana al ovario (1.5-2cm).
Posteriormente se depositaron rapidamente en el bano de 6rgano aislado gasificado con una
mezcla de 5% de CO, y 95% de O, a 30°C y sometidos a 1g de tension.
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4.2.1. Determinacion del efecto inhibitorio de 14-DAP en utero de rata depolarizado con KClI
y contraido con 0.3 0 3 mM de CaCl,.

Los cuernos uterinos fueron preincubados en una solucién Jalén sin calcio alto K
que contiene (en mM): NaCl 150; KCI1 45.77; NaHCO; 11.9; D-glucosa 5.55, por 60 min,
cambiando la solucion cada 10 min. Posteriormente al bafio se le agreg6 0.3 o 3 mM de CaCl,,
se esperod la respuesta maxima de contraccion del tejido y una vez estabilizada se agreg6 en
concentraciones acumulativas la solucion de 14-DAP(5x10° a 5x10™ M) o (5x10°° a 1x10™*M)
respectivamente y se observo la respuesta.

4.2.2. Determinacion de curvas dosis respuesta acumulativa de CaCl, en utero de rata
depolarizado con KCl en ausencia o presencia de 14-DAP.

El utero fue preincubado en presencia de una solucién Jalén sin calcio alto K™ que
contiene (en mM): NaCl 150; KCl 45.77; NaHCO; 11.9; D-glucosa 5.55, por 60 min,
cambiando la solucion cada 10 min. A continuacidn se incub6 solo o en presencia de 14-DAP
(5x10° 0 5x10 M) por 10 min y fue contraido con concentraciones acumulativas de CaCl,
(0.1 al0 mM).

423, Determinacion del efecto inhibitorio de 14-DAP en utero de rata contraido con
Oxitocina y Ortovanadato de sodio en ausencia de calcio externo.

El tejido fue preincubado en una solucion Locke-Ringer que contiene (en mM): NaCl
118; KCl 5.63; CaCl, 2.16; MgCl, 2.1; NaHCO; 5.95 y glucosa 5.55. Luego de 60 min, la
solucion fue sustituida por otra Locke-Ringer libre de calcio con 3 mM de EDTA. Después de
50 min ésta solucion fue reemplazada por otra de igual composicion, conteniendo 1 mM de
EDTA con la cual se realizo el resto del experimento, luego de 30 min se agreg6 Ortovanadato
de sodio (3x10*M) u oxitocina (10mU/ml) hasta alcanzar la maxima respuesta del tejido, una
vez estabilizada la contraccién se agregaron en concentraciones acumulativas fenilbutazona
(1x10°° a 3x10*M) en el caso de Ortovanadato e isoproterenol (1x107 a 1x10™* M) en el caso
de oxitocina. Luego se reemplazo la solucion y se esperd por 60 min lavando el tejido cada 10
min. Finalmente se contrajo nuevamente el tejido y una vez estabilizado se agregd 14-DAP en
iguales concentraciones a isoproterenol y fenilbutazona observandose la respuesta. Para el
calculo de la respuesta maxima se consider6 la maxima contraccion inducida por oxitocina y
Ortovanadato de sodio.
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42.4. Determinacioén del efecto inhibitorio de 14-DAP en Utero de rata contraido con
Prostaglandina F,, en ausencia de calcio externo.

Los cuernos uterinos fueron preincubados durante 60 min en una solucién Jalon que
contiene (en mM): NaCl 154; KC1 5.63; CaCl, 0.648; NaHCO; 5.95 y glucosa 2.77. La
solucion fue reemplazada por otra libre de calcio con 0.3 mM de EDTA vy la incubacion se
continué por 10 min, consecutivamente la solucion fue sustituida por otra libre de calcio
conteniendo 0.1 mM de EDTA por 10 min. Luego de lo cual se agregd prostaglandina F,a
(1x10° M), una vez alcanzada y estabilizada la maxima contracciéon del tejido se aplicé
fenilbutazona en concentraciones acumulativas (1x10° a 1x10*M). Finalmente se realizo lo
mismo pero con 14-DAP y se observo la respuesta. Para el calculo de la respuesta maxima se
considerd la méaxima contraccion inducida por prostaglandina F,.

4.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de la respuesta contractil fueron ajustados mediante una regresion
no lineal usando el programa Graphpad 2.0.

Se obtuvieron valores promedios de concentracion efectiva 50 y error estandar (ECso +
E.E) ademas de concentracion inhibitoria 50 (ICso + E.E), cuando correspondi6 y porcentajes
maximos de contraccion. Los valores promedios de concentracion efectiva fueron expresados
como logaritmo en base 10 y fueron analizados mediante test de ANOVA o test de students
cuando correspondi6. Los datos fueron expresados como medias aritméticas + su error tipico.
Aquellos datos que no presentaron normalidad u homogeneidad de varianza, fueron
analizados con estadistica no paramétrica (Kruskal-Wallis, Test de Dunn y Test de Man -
Whitney) utilizando un nivel de significancia del 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Efecto inhibitorio de 14-DAP en utero de rata depolarizado con KC1 y contraido con

0.3 0 3 mM de CaCl,

Se observo que 14-DAP redujo la respuesta contractil inducida por 0.3 o 3 mM de CaCl, en
una solucién Jalon sin calcio alto K (45.77 mM). Las ICsy (Log M) de 14-DAP en utero
contraido con 0.3 o 3 mM de CaCk fueron: -4.905 + 0.09 y -4.225 £0.11 respectivamente, las que
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.01), (figura 3,).
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Figura 3: Efecto de 14-DAP en la respuesta contractil de cuernos uterinos de rata, incubados en
una solucion Jalén con exceso de K (45.77 mM) en presencia de 0.3 o 3 mM de CaCl,. Cada
punto representa el promedio + error tipico de un n de al menos 4 animales. *P<0.05 entre
tratamientos.
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5.2. Curvas dosis respuesta acumulativas de CaCl, en ttero de rata depolarizado con KCI, en
ausencia o presencia de 14-DAP.

Concentraciones de 5x10° y 5x10° M de 14-DAP, produjeron un aumento de la ECs (Log M)
de CaCly: -3.367+0.04 y -3.215+0.07 respectivamente, presentindose diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) solo con la segunda concentracion respecto al control
(figura 4.). Las respuestas contractiles maximas (%) fueron: 103.4+2.9 y 73.142.2 respectivamente.
5x10° M de 14-DAP produjo una disminucion de la respuesta contractil maxima, que fue
estadisticamente significativa con respecto al control (p<0.01), (figura 5.).

ECs
-3.Dn" *
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Figura 4: Grafico de las ECs de utero de rata, contraido con CaCl, solo o en presencia de 5x10° o
5x10°M de 14-DAP. Cada barra vertical representa el promedio + error tipico de un n de al menos 4
animales. *P<(0.05 comparado con el control.



15

1254
o
£ 100-
t
5 :
2 75
8
E sp.-
Q
= 25 | e CONTROL
O 14-DAP 5X10° M
O 14-DAP 5X10° M
u’— i -
-5 -4 -3 -2 -1
Log M CacCl,

Figura 5: Curvas dosis respuesta acumulativas de CaCl, en utero de rata, depolarizado con KC1 e
incubado solo o en presencia de dos concentraciones de 14-DAP. Cada punto representa el promedio +
error tipico de un n de al menos 4 animales. *P<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el control.
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5.3. Efecto inhibitorio de 14-DAP en tutero de rata contraido con Ortovanadato de sodio y
Oxitocina en medio libre de calcio externo.

Oxitocina (10mU/ml) y ortovanadato de sodio (3x10™ M) produjeron contracciones
sostenidas en utero de rata incubado en solucion libre de calcio conteniendo 1 mM de EDTA. El
promedio de la amplitud de las contracciones fue respectivamente para oxitocina y
ortovanadato de 102.5+ 11.03 y 397 + 51.02 mg.

Se observo que 14-DAP no redujo la respuesta contractil inducida por oxitocina. Por el
contrario isoproterenol redujo la respuesta contractil en forma notoria siendo su ICsy (Log M) : -5.709
+ (0.284. Ademas isoproterenol presentd diferencias estadisticamente significativas con 14-DAP en
los casos que sefiala la figura 6.
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Figura 6: Curvas dosis respuesta de isoproterenol y 14-DAP en tutero de rata contraido con
oxitocina. Cada punto representa el promedio + error tipico de un n de al menos 4 animales.
**P<0.01 comparados entre tratamientos.



17

Por otra parte se aprecio que 14-DAP no redujo la respuesta contractil inducida por
ortovanadato de sodio. En cambio fenilbutazona disminuyo6 la respuesta contractil siendo su ICsj (log
M): -4.11+ 0.03. Ademas fenilbutazona present6 diferencias estadisticamente significativas con 14-

DAP en los casos que sefiala la figura 7.
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Figura 7: Curvas dosis respuesta de fenilbutazona y 14-DAP en tutero de rata contraido con
ortovanadato de sodio. Cada punto representa el promedio + error tipico de un n de al menos 4 animales.

**P<(0.01 comparados entre tratamientos
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5.4. Efecto inhibitorio de 14-DAP en utero de rata contraido con Prostaglandina F, en medio
libre de calcio externo.

Prostaglandina F, (1X10"° M) produjo contracciones sostenidas en utero de rata incubado
en solucion libre de calcio conteniendo 0.1 mM de EDTA. El promedio de la amplitud de las
contracciones fue 118.2 + 19.34 mg.

Por otra parte 14-DAP no redujo la respuesta contractil inducida por prostaglandina F,,. En cambio
fenilbutazona redujo fuertemente la respuesta contractil siendo su ECsy (log M): -4.77 & 0.24. Ademas
fenilbutazona presentd diferencias estadisticamente significativas con 14-DAP en los casos que senala la

figura 8.
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Figura 8: Curvas dosis respuesta de fenilbutazona y 14-DAP en utero de rata contraido con
prostaglandina F,,. Cada punto representa el promedio + error tipico de un n de al menos 4 animales.
*P<0.05 comparados entre tratamientos.
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6. DISCUSION

La actividad hipotensiva de Andrographis paniculata ha sido demostrada observando su efecto
sobre la presion arterial sistdlica, de ratas espontdneamente hipertensas (Zhang y Tan, 1996). Otros
experimentos atribuyen ésta propiedad a la presencia de la lactona 14-Deoxiandrografolido ya
que se observo que ésta, es capaz de inhibir la contraccion inducida por calcio en aorta de rata
(Zhang y Tan, 1998). Ademas se demostré que su efecto vasorelajante estaria dado por la
estimulacion de la liberacion de oxido nitrico (NO) desde las células endoteliales (Zhang y Tan,
1999). El 6xido nitrico se sintetiza a partir de L-Arginina y oxigeno molecular por accion de la
sintetasa de 6xido nitrico. Se produce normalmente en muchos tipos de células, entre ellas las
endoteliales, que tienen funciones que varian desde la neurotransmision hasta la vasodilatacion
(Eckenhoff'y Longnecker, 1996).

En musculo liso existen dos tipos de métodos ampliamente utilizados para identificar los
cambios de (Ca>);, K" en concentraciones altas que induce depolarizacion de la membrana y aplicacion
de agonistas farmacoldgicos que liberen calcio desde los sitios de almacenamiento intracelular
(Karaki y col, 1997). Concentraciones elevadas de K inducen depolarizacion y una contraccion
sostenida que es totalmente abolida por la remocién de calcio externo y por agentes bloqueadores
de canales de calcio. Esta depolarizacion inducida por KC1 estaria encargada de abrir los canales de
calcio dependientes de voltaje y el posterior ingreso de calcio provocando la contraccion del
musculo. Farmacos como nifedipino o verapamil pueden bloquear éste efecto (Karaki y col,
1997).

Segun resultados de Zhang y Tan, (1998), 14-DAP relajé contracciones tonicas inducidas
por fenilefrina y KC1 en concentraciones dependientes, también antagonizé la curva dosis respuesta
de fenilefrina de manera no competitiva. Ademas, inhibié la respuesta de anillos de aorta
depolarizados con KC1 y contraidos con Ca>" en concentraciones dependientes, éstos resultados
también sugieren que 14-DAP puede bloquear el flujo de Ca* por interferencia de canales de Ca®*
operados por voltaje o receptores. Sin embargo la ECsy mostr6 que tanto 14-DAP como verapamil,
fueron mucho més potentes en relajar preparaciones contraidas con KC1 que fenilefrina, ésto también
puede sugerir que la accion del 14-DAP es el bloqueo de canales de Ca*" activados por voltaje.
También evaluaron la posible inhibicion de la liberacion de calcio intracelular por 14-DAP
utilizando norepinefrina y cafeina en medio libre de calcio produciéndose inhibicion de ambas
contracciones.

Segtin Burgos y col (2000 y 2001), 4. paniculata redujo de manera dosis dependiente la
respuesta contractil inducida por CaCl, (0.3 y 3 mM) en utero incubado en solucion Jalon sin calcio
alto K, también A paniculata antagonizé de manera no competitiva el efecto contractil de CaCl, (1
mM) a diferentes concentraciones de KC1 (20-40 mM), verapamil tuvo un efecto similar en éstos
experimentos. El ingreso de “Ca’ al interior de la célula fue inhibido por 4. paniculata y verapamil.
A. paniculata también antagoniz6 el efecto de CaCl, en conducto deferente de rata depolarizado
con KC1, pero no afect6 la respuesta contractil de norepinefrina.
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Lo anterior permite concluir que Andrographis paniculata bloquea canales de calcio operados
por voltaje inhibiendo el ingreso de calcio desde el medio externo.

Los resultados de los experimentos de ésta tesis demostraron que concentraciones
acumulativas de 14-DAP que oscilaron entre 5x10° y 1x10* M disminuyen la respuesta
contractil inducida por 0.3 mM y 3 mM de CaCl, en cuernos uterinos incubados en una
solucion Jalén sin calcio alto K™ (45.77 mM) (figura 3.). Ademds se observd que la
concentracién de 5x10° M de 14-DAP inhibié la respuesta contractil de CaCl, en tejido
incubado en una solucion Jalén alto K' (45.77 mM) (figura 5.). Lo anterior sugiere que 14-
DAP bloquea la entrada de calcio al tejido del musculo liso uterino, éste bloqueo lo produce
posiblemente a través de canales de calcio dependientes de voltaje. Se puede sefialar que el
mecanismo de accién de 14-DAP es similar a un bloqueador de canales de calcio. Porque
ellos s6lo inhiben la contraccion en canales de calcio dependientes de voltaje y no asi en la
contraccion transitoria inducida por agonistas, que estimulan la liberacion de calcio desde el
reticulo sarcopldsmico (Karaki y col, 1997).

En tUtero de rata en ausencia de calcio externo oxitocina, prostaglandina Fy, y
ortovanadato de sodio tienen un mecanismo en comun el cual es el bloqueo de (Ca*™+Mg>")-
ATPasa (Soloff y Sweet, 1982; Popescu y col, 1984; Nechay, 1984; Deliconstantinos y
Fotiou, 1986; Garraham, 1986) y liberacion de calcio intracelular produciendo contracciones
de manera dosis dependiente (Ferndndez y col, 1992). Estos mismos autores utilizaron
oxitocina y ortovanadato en medio libre de calcio con EDTA en concentraciones unicas,
produciéndose contracciones tonicas de los cuernos uterinos de rata. Estas contracciones
fueron reducidas por inhibidores de la liberacion de calcio intracelular como dantrolene y
TMB-8. Por otra parte nifedipino no inhibi6 estas contracciones. Esto demuestra que las
contracciones inducidas por ortovanadato y oxitocina en ausencia de calcio externo no son
modificadas por bloqueadores de la entrada de calcio pero si por inhibidores de la liberacion
de calcio intracelular. Los inhibidores de calmodulina trifluoperazina, W7, calmidazolium y
bepridil relajaron de manera dosis dependiente las contracciones tonicas inducidas por
oxitocina y vanadato. Ademds sefialan que oxitocina y prostaglandina F,, podrian ser
mediadores de la liberacion de calcio intracelular porque tanto TMB-8 como dantrolene
(inhibidores de la liberacion de calcio intracelular) e indometacina (ciclooxigenasa inhibidor)
inhibieron ambas contracciones .

Para evaluar las contracciones inducidas por mecanismos independientes de calcio
extracelular, se utilizo en éste trabajo prostaglandina Fa, (1x10° M), ortovanadato de sodio
(3x10™ M) y oxitocina (I0mU/ml) que, produjeron contracciones sostenidas en cuernos
uterinos de rata en medio libre de calcio con EDTA, ésto demuestra que en utero se producen
contracciones por un mecanismo independiente de calcio extracelular ya que el medio externo
no posee Ca>" y ademas posee EDTA. EDTA es un conocido anticoagulante debido a su
capacidad de quelar el calcio, con lo cual la tnica fuente de Ca®" disponible para la
contraccion es el calcio del reticulo sarcoplasmatico, ademds, la posible inhibicién de
(Ca®*+Mg”")-ATPasa, enzima encargada de ingresar calcio hacia al interior del reticulo,
incrementaria el calcio citoplasmatico disponible para la contraccion. Por otro lado se observo
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que 14-DAP no fue capaz de inhibir éste tipo de contracciones. Al contrario fenilbutazona
disminuy6 la respuesta contractil de prostaglandina F,, y ortovanadato de sodio de manera
dosis dependiente porque es un inhibidor de ciclooxigenasa y por lo tanto disminuye la
sintesis de prostaglandina. Inhibidores de la sintesis de eicosanoides como, fenidona,
diclofenaco sddico y acido etacrinico reducen la respuesta contractil inducida por oxitocina y
prostaglandina F», (Pérez y col, 1991). Por otro lado indometacina independientemente de
inhibir la sintesis de eicosanoides, reduce la entrada de calcio extracelular y/o la liberacion de
calcio intracelular (Cantabrana y col, 1991). Isoproterenol también inhibié la respuesta
contractil de oxitocina en forma categorica y via dosis dependiente por ser un p-adrenérgico
no selectivo los cuales producen relajacion de la musculatura lisa uterina, por un aumento de
AMP¢ (Marshall y Fain, 1984).

Fernandez y col, (1992) utilizaron isoproterenol para relajar contracciones tonicas de
utero de rata contraido con oxitocina y vanadato, produciéndose relajacion en ambos casos.
Presumiblemente por estimulacion del reingreso de calcio al reticulo sarcoplasmico. También
utilizaron indometacina (inhibidor de ciclooxigenasa) la cual produjo relajacion pero solo en
la contraccion inducida por oxitocina lo cual sugiere un mecanismo diferente para ambos
mediadores.

En base a todo lo sefialado anteriormente se puede concluir que el efecto relajante que
produce 14-DAP en la musculatura lisa uterina se debe a un bloqueo de los canales de calcio
dependientes de voltaje, porque fue capaz de inhibir selectivamente contracciones en Utero
depolarizado y contraido con calcio. Por otra parte se descarta un efecto inhibitorio sobre
utero contraido a través de mecanismos independientes de calcio extracelular, porque 14-DAP
no tuvo ningun efecto miorrelajante sobre contracciones inducidas por oxitocina, ortovanadato
de sodio y prostaglandina F,, en medio libre de calcio externo.
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7. CONCLUSIONES

14-Deoxiandrografolido produce un efecto relajante de la musculatura lisa uterina de rata.

14-Deoxiandrografolido bloquea canales de calcio tipo-L dependientes de voltaje,
inhibiendo el ingreso de calcio del medio extracelular hacia el interior de la célula.

14-Deoxiandrografolido no produce inhibicion de las contracciones inducidas por oxitocina,
ortovanadato de sodio y prostaglandina F,, ya que ellas son producidas por mecanismos
independientes de calcio extracelular.

Lo anterior indicaria que estamos en presencia de un posible nuevo bloqueador de canales de
calcio perteneciente a un grupo quimico distinto a los ya conocidos y que podria servir como
molécula base para la sintesis de nuevos farmacos.
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