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EFECTO DE LOS ALCALOIDES 3a-SENECIOLOXITROPAN 6B-OL Y 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN 6B-OL AISLADOS DE Schizanthus grahamii
SOBRE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DE AORTA DE RATA

1. RESUMEN.

En el presente trabajo se evalud el efecto de alcaloides tipo tropano aislados de
Schizanthus grahamii en aorta aislada, tanto en ausencia de sustancias vasoactivas como
frente a la contraccion por noradrenalina y la relajacion por acetilcolina.

Se utilizaron ratas machos normotensas de la cepa Sprague Dawley, con pesos entre
250 y 300 gramos. El método empleado fue el de bano organo aislado, sobre el cual se
montaron anillos de aorta conectados a transductores de tension e incubados por 90 minutos
en solucion de Krebs Henseleit a 37° C (+/- 0,5°C), en presencia de 95% de O, y 5% de CO..
Se determinaron cuatro series en estudio. Serie control: preincubada solo con etanol (0,5°).
Series experimentales 1, 2 y 3: preincubada con 0,001; 0,01 y 0,1 mg/ml, respectivamente, de
alcaloides tipo tropano aislados de Schizanthus grahamii, disueltos en etanol (0,5°).

Los resultados indican que los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii:

> No mostraron actividad contractil sobre aorta de rata, en ausencia de sustancias
vasoactivas.

> Mostraron que la contraccion con noradrenalina (3x107'M) fue significativamente
menor (p<0,05) en la serie experimental 3, respecto a la serie control.

» Mostraron que la relajacion con acetilcolina ( 1x10°; 3x10°; 1x107 ; 3x107 M)
fue significativamente menor (p<0,05) en la serie experimental 3, respecto a la
serie control. La relajacion con acetilcolina (3x107"M) fue significativamente
menor (p<0,05) en la serie experimental 2, y fue inhibida significativamente
(p<0,05) en la serie experimental 3, respecto a la serie control.

Se concluye que 3a-senecioloxitropan 6B-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 63-ol
aislados de Schizanthus grahamii:
» No poseen efecto en ausencia de sustancias vasoactivas.
» Disminuyen significativamente (p<0,05) la magnitud de la contracciéon por
noradrenalina.
» Disminuyen o inhiben significativamente (p<0,05) la relajacion por acetilcolina, en
aorta de rata.

Palabras claves: 3a-senecioloxitropan 6p3-ol y 3a.-mesaconilmetiloxitropan 6f3-ol,
Schizanthus grahamii, alcaloides tipo tropano, aorta, ratas.



EFFECT OF 30-SENECIOLOXITROPAN 63-OL AND 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN ALKALOIDS ISOLATED FROM Schizanthus
grahamii OVER THE CONTRACTIBILITY OF RAT AORTA

2. SUMMARY.

The present study analysed the effect of tropane type alkaloids isolated from
Schizanthus grahamii on rat isolated aorta in absence of a vasoactive agent and also in
presence of contraction induced by noradrenaline and relaxation by acetylcholine.

Sprague Dawley male normotensive rats were used, with body weight between 250
and 300 grams. The method of election was isolated organ bath, over which the aortic rings
were mounted to a tension transducer and incubated for 90 minutes in a Krebs Henseleit
solution at 37°C (+/- 0,5°C), with 95% of O, and 5% of CO,. Four series of study were
established. One control serie: preincubated with ethanol (0,5°); and experimental series 1, 2
and 3 preincubated with 0,001; 0,01 and 0,1 mg/ml of tropane type alkaloids from
Schizanthus grahamii dissolved in ethanol (0,5°).

The results suggest that alkaloids isolated from Schizanthus grahamii:

» Did not show any contractile activity on rat aorta in absence of any vasoactive
agent.

> The contraction with noradrenaline (3x107M), was significantly reduced
(p<0,05) in the experimental serie 3 compared to the control serie.

» The relaxation with acetylcholine ( 1x10° 5 3x10°® 5 1x107 5 3x10° M) was
significantly less (p<0,05) in experimental serie 3 compared to the control
serie. The relaxation with acetylcholine (3x107M) was significantly reduced
(p<0,05) ) in the experimental serie 2 and was significantly inhibited (p<0,05)
in the experimental serie 3 compared to control serie.

It can be concluded that 3a-senecioloxitropan 6p3-ol y 3a.-mesaconilmetiloxitropan 6f3-
ol isolated from Schizanthus grahamii :
» Do not have an effect in absence of any vasoactive agent.
» They reduce significantly (p<0,05) the magnitude of the contraction induced by
noradrenaline.
» They reduce or inhibit significantly (p<0,05) the relaxation induced by
Acetylcholine on rat aorta.

Key words: 3a-senecioloxitropan 63-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 63-ol, Schizanthus
grahamii, tropane alkaloids type, aorta, rats.



3. INTRODUCCION.

Existen tres tipos de células musculares que presentan una localizacion, estructura y
funcioén diferente en el organismo animal, las que se agrupan en los llamados musculo
esquelético, liso y cardiaco (Vander y col., 2001).

El musculo liso se distingue, en el aspecto anatomico, de los musculos esqueléticos y
cardiacos porque no tiene estrias transversales visibles. Tiene actina y miosina II, que se
deslizan la una sobre la otra para producir la contraccion (Ganong, 1998).

El masculo liso de unidades simples se encuentra en la mayoria de las visceras huecas
formando dos capas, una interior o circular y otra exterior o longitudinal (Vander y col.,
2001). El musculo liso visceral forma parte de las paredes de casi todas las visceras,
principalmente intestino, conductos biliares, uréteres, tero y vasos sanguineos (Guyton y
Hall, 1997).

Los vasos sanguineos no son simples conductos que transportan sangre, ya que la
pared vascular es considerada actualmente como un “érgano” que ejerce funciones que
participan de forma decisiva en el mantenimiento de la homeostasis vascular. Las células
endoteliales, células musculares lisas y fibroblastos participan en la regulacion del flujo
sanguineo, la formacion de trombos y la adhesion de leucocitos, mantienen la estructura
parietal, traducen fuerzas biomecanicas y estimulos humorales (Tresguerres y col., 2000).

Anatémicamente las arterias se pueden dividir en tres capas concéntricas; a) una capa
interna, la tinica intima, constituida por células endoteliales; b) la tinica media compuesta
por células musculares lisas; c¢) la tinica adventicia, constituida por fibroblastos y fibras de
colageno. Dentro de esta estructura el endotelio vascular actia como receptor y transmisor de
sefales. Las células endoteliales son capaces de registrar cambios hemodinamicos de la
sangre, y son consideradas como el principal o6rgano de regulacion vascular con acciones
exocrina, paracrina y autocrina. Entre los factores bioldgicamente activos sintetizados y
liberados por las células endoteliales cabe destacar: la prostaciclina (PGI2), el 6xido nitrico
(NO), la endotelina (ET), entre muchos otros (Tresguerres y col., 2000).

La contraccion de las células del musculo liso vascular depende de tres mecanismos
que modifican la homeostasis del calcio intracelular:

» Canales de calcio activados por depolarizacion de membrana, los cuales se abren
frente a un cambio de voltaje permitiendo que el calcio extracelular se mueva hacia
el interior de la célula siguiendo su gradiente electroquimico, produciendo la
contraccion (Hardman y col., 2001).



» Contracciones inducidas por agonistas que no depolarizan la membrana, pero
activan receptores acoplados a proteina G, modulando respuestas intracelulares
que finalmente producen un aumento en la concentracion de calcio en el
citoplasma produciendo la contraccion (Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

» Canales de calcio operados por receptores los que son activados por
neurotransmisores y hormonas (Hardman y col., 2001).

En términos generales, el control de la musculatura lisa vascular estd dado por un
control local (intrinseco) determinado por mecanismos como son los de autorregulacion,
metabolicos, hiperemia activa e hiperemia reactiva, y un control central (extrinseco) que
incluye mecanismos humorales y neuronales (Cunningham, 1999).

Dentro del mecanismo humoral destacan hormonas con accidén vasoactiva como
angiotensina II, vasopresina, prostaciclina, bradicinina, serotonina, histamina, prostaglandinas
y catecolaminas circulantes, éstas ultimas liberadas por estimulacion simpatica (Tresguerres y
col., 2000).

El control neuronal es llevado a cabo por el sistema nervioso auténomo (S.N.A). Este
sistema es involuntario y controla las funciones viscerales del organismo, activindose
principalmente por centros situados en médula espinal, tallo cerebral, hipotdlamo y porciones
de la corteza cerebral (corteza limbica) que pueden influir en el control autonomo (Ramos y
col., 2001). Por lo tanto regula la contraccion y relajacion de la musculatura lisa vascular
(Tresguerres y col., 2000).

El sistema nervioso autonomo se divide en sistema nervioso simpatico Yy
parasimpatico, con bases anatdmicas y funcionales distintas. EI S.N.A. inerva la mayor parte
de los organos, y la respuesta es usualmente opuesta, mientras los nervios simpaticos
aumentan la contractibilidad vascular, los nervios parasimpaticos la relajan, esta actividad
nerviosa es captada por medio de receptores (Ramos y col., 2001).

Un receptor es cualquier macromolécula celular, generalmente una proteina celular,
con la cual se liga un fairmaco o un neurotransmisor para iniciar la consecuente propagacion
de su senal reguladora en la célula “blanco” (Hardman y col., 2001).

Los neurotransmisores son agentes quimicos especificos mediante los cuales los
nervios transmiten informacioén a través de la mayor parte de las sinapsis y las uniones
neuroefectoras (Hardman y col., 2001).

Todas la fibras preganglionares simpaticas y parasimpdaticas poseen como
neurotransmisor especifico la acetilcolina, que ejecuta la transmision por interaccion con
receptores colinérgicos nicotinicos. Las fibras postganglionares parasimpaticas y algunas
simpaticas son también de caracter colinérgico, actuando sobre receptores muscarinicos. La
mayoria de las fibras postganglionares simpaticas liberan noradrenalina, por lo que se les
denomina adrenérgicas (Florez, 1997).



La acetilcolina de las fibras simpaticas preganglionares estimulan la médula
suprarrenal para la secrecion de catecolaminas naturales (noradrenalina, adrenalina y
dopamina), que se sintetizan a partir del aminoacido tirosina. Las catecolaminas estimulan dos
clases de receptores adrenérgicos conocidos como alfa y beta. La noradrenalina estimula
principalmente a los receptores alfa y en pequeiia medida a los beta. La adrenalina actia sobre
ambos tipos de receptores por igual (Ramos y col., 2001).

Los estudios de fijacion de radioligandos agonistas o antagonistas muestran que en un
mismo érgano coexisten varios subtipos de a y B receptores, en proporciones distintas, como
ocurre en la pared vascular. Los a-receptores son estimulados, en orden de mayor a menor
potencia, por adrenalina, noradrenalina e isoproterenol y se les asocia a una actividad
contractil de la musculatura lisa vascular. Bajo consideraciones funcionales y anatdmicas se
clasifican en dos grandes grupos: los receptores presinapticos clasificados como o2-
adrenérgicos, que al activarse inhiben la liberacion de noradrenalina, teniendo un efecto de
retroalimentacion negativa, y los receptores postsinapticos “excitatorios” clasificados como
al (Florez, 1997). En 1996 segin Hoffman y Lefkowitz (citados por Iturriaga, 2001) los
receptores B-adrenérgicos, son estimulados por agonistas adrenérgicos en orden de mayor a
menor potencia por isoproterenol, adrenalina y noradrenalina, y se les asocia una actividad
relajadora de la musculatura vascular. Se dividen en 1, que predominan en el miocardio, 32
ubicado especialmente en musculo liso y B3 presente en el tejido adiposo (Florez, 1997;
Hardman y col., 2001).

El neurotransmisor de las fibras parasimpaticas postganglionares es la acetilcolina, que
se sintetiza en la terminal axonal y se deposita en vesiculas sinapticas. Esta sintesis se realiza
por unién del grupo acetilo de la acetil coenzima A con la colina. La acetilcolina activa dos
tipos diferentes de receptores llamados receptores muscarinicos y nicotinicos. Los receptores
nicotinicos se encuentran en la sinapsis entre las neuronas pre y postganglionares de los
sistemas simpatico y parasimpatico y también en las membranas de las fibras musculares
esqueléticas en la union neuromuscular. Los receptores muscarinicos se encuentran en todas
las células efectoras estimuladas por las neuronas postganglionares del sistema nervioso
parasimpatico (Ramos y col., 2001).

Los receptores muscarinicos pertenecen a la superfamilia de las proteinas receptoras
cuyas funciones son mediadas por la interaccion con proteinas G. No se sospechaba de la
diversidad de los receptores muscarinicos hasta que a fines del decenio de 1970, se examind
la farmacologia de la pirenzepina. Estas observaciones, y el estudio subsecuente de otros
agonistas y antagonistas, a los que le siguieron adelantos rapidos en la clonacion de diversos
DNA que codifican los receptores muscarinicos, han hecho que se identifiquen cinco subtipos
de estos receptores. Se han designado M; a Ms con base a su especificidad farmacoldgica
(Hardman y col., 2001).

Los receptores M; se presentan en ganglios autondémicos y corteza cerebral; los
receptores My, predominan en el miocardio y en mucho menor grado en la musculatura lisa;
los receptores M3 y Ms, se encuentran en células secretoras, en células de musculatura lisa y



células endoteliales; los receptores Ms se ubican en células endoteliales y neuronas
ganglionares (Florez, 1997; Tresguerres, 2000; Hardman y col.; 2001 ).

Las interacciones con los miembros de la familia de proteinas G y, por tanto, los
cambios inducidos por estas proteinas en las funciones de las distintas moléculas efectoras
ligadas a la membrana, median las funciones basicas de los receptores muscarinicos. Los
subtipos M, M3 y Ms activan a la proteina G denominada Gg11, que es la encargada de la
estimulacién de la actividad de fosfolipasa C; el resultado inmediato es la hidrdlisis de
polifosfatos de fosfatidilinositol (que son componentes de la membrana plasmatica) para que
se formen los polifosfatos de inositol. Algunos de los isomeros de fosfato de inositol
(principalmente inositol-1,4,5-trifosfato) producen descarga de Ca® intracelular desde sus
sitios de almacenamiento en el reticulo endoplasmico. Por tanto, estos receptores median los
fenomenos dependientes del Ca”" mencionados, como contraccién del misculo liso y
secrecion. El segundo producto de la reaccion de fosfolipasa C, el diacilglicerol, activa a la
proteincinasa C (en conjunto con el Ca’") (Hardman y col., 2001).

Una segunda via para las reacciones de los agonistas muscarinicos es la evocada por la
activacion de los receptores M, y My. Estos receptores interactian con un grupo definido de
proteinas G (en particular denominadas G; y Gg) con inhibicion resultante de la adenilciclasa,
activacion de los canales del K+ operados por receptores (por ejemplo en el corazon) y
supresion de la actividad de los canales del Ca®" con compuerta de voltaje en ciertos tipos de
células. Las consecuencias funcionales de estos efectos son més claras en el miocardio
(Hardman y col., 2001).

Los receptores muscarinicos encargados de la relajacion vascular, se encuentran en las
c¢lulas endoteliales de los vasos sanguineos, los que al ser estimulados descargan factores de
relajacion que difunden hacia las células del misculo liso adyacentes (Evora y col., 1996).

En términos generales los receptores muscarinicos colinérgicos del tipo Ms se
encuentran en las células del endotelio y en las células del musculo liso de la mayoria de
arterias y arteriolas. La activacion de estos receptores en las células del musculo liso provoca
contraccion. Sin embargo, este efecto vasoconstrictor es normalmente anulado por el efecto
vasodilatador de activar los receptores Mj en las células del endotelio vascular. En esta
extrafa organizacion, la activacion de los receptores M3 de las células endoteliales provoca la
sintesis de 6xido nitrico, que después se difunde fuera de las células endoteliales y dentro de
las células del musculo liso cercano en donde actuia como vasodilatador. El efecto
vasodilatador de estimulacion de los receptores M; de la célula endotelial es mas fuerte que el
efecto vasoconstrictor de estimulacion y de los receptores M3 del musculo liso. Por esto el
papel de los receptores M3 del musculo liso permanece en misterio (Cunningham, 1999).

En 1980 Furchgott y Zawadzki (citados por Evora y col., 1996) descubrieron que era
necesario la presencia de endotelio para que acetilcolina genere la relajacion in vitro de un
anillo de aorta de conejo. Dado que dicha relajacion no era atribuible a prostaciclina, ya que el
experimento se realizd en presencia de inhibidores de ciclooxigenasa. La conclusion a la que
se llego fue que la relajacion endotelio dependiente producida por acetilcolina resultaba de la



liberacion de una sustancia liberada por el endotelio que se llamo Factor relajante derivado de
endotelio (EDRF). En 1987 Palmer y col. (citados por Evora y col., 1996) identificaron el
EDRF como o6xido nitrico, el cual se sintetiza a partir de L-arginina. El 6xido nitrico actia
como mediador local de los llamados vasodilatadores endotelio dependientes, como la
acetilcolina y la bradiquinina, o como mediador de la accion vasodilatadora producida en
procesos inflamatorios en respuesta a la histamina o la bradiquinina.

Prostaciclina (PGI,), es otro factor relajante derivado del endotelio, siendo sus
principales acciones la inhibicion de la agregacion plaquetaria y la relajacion de las células de
la musculatura lisa vascular. Su liberaciéon estd dada por acetilcolina, bradicinina y
angiotensina Il (Tresguerres y col., 2000).

El factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), es también un factor de
relajacion dependiente de endotelio, el cual produce principalmente una relajacion del
musculo liso vascular al inducir hiperpolarizacion de su membrana celular. Es liberado por
concentraciones elevadas de acetilcolina y bradicinina, mediando asi parcialmente la
accion vasodilatadora de estos agentes (Tresguerres y col., 2000).

Entre los factores derivados de endotelio que participan como constrictores de la pared
vascular estd la endotelina (ET) y los factores constrictores derivados del endotelio,
denominados genéricamente asi dado que son de naturaleza aun no establecida. Estos serian
mediadores de la vasoconstriccion producida por la hipoxia y el aumento en la presion
transmural (Tresguerres y col., 2000).

En base a lo anteriormente expuesto el endotelio vascular es considerado como el principal
organo de regulacion vascular, actuando como receptor y transmisor de sefales al ser capaz de
registrar cambios hemodindmicos, interactuar con células sanguineas, modificar los
mensajeros quimicos circulantes y responder a dichos cambios mediante la liberacion de
numerosos factores vasoactivos (Tresguerres y col., 2000). Es por esto que préacticamente
todas las molestias cardiovasculares estan asociadas a una disfuncioén del endotelio vascular
(Evora y col., 1996).

En general los receptores muscarinicos M3 median la relajacion endotelio dependiente,
mientras que la contraccion puede ser mediada por diversos subtipos. La relajacion vascular
puede ser mediada también por mecanismos endotelio independientes, dependiendo de la
ubicacion anatomica del vaso. Se ha observado que los receptores muscarinicos M3 median la
relajacion de la arteria coronaria equina, la vasculatura renal de los roedores, la aorta de los
conejos, las mesentéricas de las ratas, la arteria uterina de los porcinos, las arterias cerebrales
felinas, las arterias coronarias de los simios y algunas arterias bronquiales aisladas. En los
vasos aislados de pulmoén de rata, receptores muscarinicos M; y M, median la directa e
indirecta vasodilatacion respectivamente. Pero a su vez se ha observado que los receptores
muscarinicos M3 median la contraccién en coronarias de rata y arterias pulmonares humanas.
Es por esto que los receptores muscarinicos que median la contraccion y relajacion difieren
segun la especie y ubicacion anatémica (Eglen y col., 1996).



Con el nombre de farmacos colinérgicos se ha denominado a todos aquellos farmacos
que imitan la accion de la acetilcolina liberada en las terminaciones post-ganglionares
parasimpaticas. Acetilcolina es una molécula flexible, y las pruebas indirectas con que se
cuenta sugieren que las conformaciones del neurotransmisor son diferentes cuando este se
encuentra fijo en los receptores nicotinicos o muscarinicos (Parsons y col., 1993). Los
receptores muscarinicos fueron definidos por Sir Henry Dale en 1914 como aquellos que eran
activados selectivamente por muscarina y bloqueados por atropina y los receptores nicotinicos
como aquellos activados por nicotina y bloqueados por curare (Hulme y col., 1990; Pollard,
1994). Actualmente se sabe por estudios en biologia molecular que existen multiples variantes
de ambos tipos de receptores, que son miembros de dos familias de genes distintos y que
coinciden en la propiedad de ser activados por el mismo ligando, la acetilcolina (Hulme y
col., 1990).

Dentro de los farmacos que tienen accion sobre los receptores muscarinicos existe un
grupo denominado agonista colinérgico de acciébn muscarinica en donde se encuentra
acetilcolina, metacolina, carbacol, betanecol, muscarina, pilocarpina y oxotremorina que es de
origen sintético (Tresguerres y col., 2000).

Los farmacos agonistas se caracterizan porque se ligan a receptores fisioldgicos o
imitan los efectos de los compuestos reguladores enddgenos, interactuando de modo
reversible con su receptor, por lo que el efecto es proporcional al numero de receptores
ocupados y se manifiesta un efecto maximo cuando todos ellos estan ocupados (Hardman y
col., 2001).

Los agonistas muscarinicos clasicos son de selectividad limitada por un cierto 6rgano
o sistema. Su accidn sobre el sistema vascular estd dado por vasodilatacion generalizada a
nivel arteriolar y contraccion a nivel venoso siempre y cuando el endotelio esté intacto, es el
caso de acetilcolina que es un agente vasorelajador endotelio-dependiente al igual que todos
los agonistas muscarinicos mencionados, pero ademas es el neurotransmisor endégeno
colinérgico del sistema nervioso central y periférico (Florez, 1997; Hardman y col., 2001).

Existen farmacos que actuan a nivel de 6rgano y bloquean la accion muscarinica de
acetilcolina, es decir inhiben la funcion del sistema parasimpatico, son llamados
anticolinérgicos, antimuscarinicos o antagonistas colinergicos (Sakmann, 1992).

Los farmacos antagonistas se caracterizan por unirse al receptor para inhibir la
actividad de un agonista, pero no desencadenan por si mismos efecto alguno. El antagonismo
competitivo se produce cuando la inhibicién puede vencerse o superarse mediante
incrementos de la concentracion del agonista, y al final se lograra el efecto maximo. En tanto
el antagonismo no competitivo ocurre cuando el farmaco antagonista actia en un sitio de
fijacion intimamente relacionado con el receptor, pero diferente del sitio de fijacion del
agonista, evitando que este en cualquier concentracion, produzca su efecto maximo (Florez,
1997; Hardman y col., 2001).



Existen dos farmacos anticolinérgicos muy conocidos que son alcaloides naturales
(extraidos de plantas), el mas importante por su uso en clinica es atropina, que se extrae de las
plantas Atropa belladona y Datura stramonium. El otro alcaloide de importancia es
escopolamina que se obtiene de Hyoscyamus niger. De estos alcaloides se derivan otros
sintéticos como son: homatropina, bromuro de metescopolamina, metilbromuro de
escopolamina, metilbromuro de homatropina, anisotropina, climidio, glicopirrolato, ipratropio
y fentonio (Marken, 1996).

Los anticolinérgicos presentan diversas aplicaciones terapéuticas como las que se
seflalan a continuacion: bloqueo de la hiperactividad parasimpatica, situaciones de
hiperactividad gastrointestinal y urinaria, ulcera gastroduodenal, enfermedad respiratoria,
medicacion preanestésica, aplicaciones oftdlmicas, depresion del sistema cardiovascular
(Marken, 1996).

Durante el desarrollo de la farmacologia han sido aislados numerosos alcaloides, que
de acuerdo a estudios en modelos biologicos, presentan multiples propiedades como son por
ejemplo; antiinflamatorios, antiarritmicos, bactericidas y relajantes musculares. Los alcaloides
provienen de familias como Berberidaceas, Menispermaceas y Solanaceas entre muchas otras.
Es asi como se han determinado alcaloides con efectos sobre la musculatura lisa vascular,
como la tetrandina, con efecto vasodilatador, y alcaloides con esqueleto de tipo tropano con
propiedades anticolinérgicas, pertenecientes a la familia Solanaceae (Iturriaga, 2001).

Las plantas que contienen alcaloides de tropano presentan compuestos del tipo
atropina y derivados, y por tanto de efectos bloqueantes colinérgicos; de ahi que las
investigaciones farmacologicas estén dirigidas al tratamiento de intoxicaciones por
organofosforados, en la farmacoterapia de afecciones oculares por su efecto midriatico, como
inhibidores de la secrecion de HCI, estados broncoconstrictivos de predominio vagal,
reductoras de la espasticidad del musculo liso intestinal, en la disminucion riesgosa de la
frecuencia cardiaca, mareos, vomitos y ultimamente para minimizar los sintomas de la
enfermedad de Parkinson. Una caracteristica de estas moléculas es que la selectividad de sus
efectos es variable, presentando a menudo reacciones adversas inconvenientes (Mufioz, 1992).
Asi ninglin anticolinérgico unico es totalmente selectivo por un subtipo de receptor presente
en un tejido u otro, sin embargo los recientes y futuros adelantos en la comprension de la
estructura molecular de los receptores muscarinicos habra de facilitar el desarrollo de futuros
agonistas mucho mas selectivos (Hardman y col., 2001).

Las plantas de la Familia Solanaceae producen una variedad de alcaloides, algunos de
innegable importancia terapéutica. Precisamente en esta familia de plantas fue donde primero
se encontraron los alcaloides de tropano y es la que ha recibido mayor atencion,
particularmente los géneros Datura, Atropa 'y Scopolia, de donde se extraen comercialmente
los principales alcaloides de tropano de interés medicinal: atropina y escopolamina,
inhibidores de los efectos muscarinicos de la acetilcolina que bloquean sobre todo los érganos
que reciben inervacion parasimpatica. Los efectos se manifiestan a nivel cardiaco, vascular,
visceral (tracto digestivo y urinario), en las secreciones (digestivas, pancreaticas, sudorales y
salivales), a nivel bronquial y ocular (Brachet y col., 1997).
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Las plantas del genero Schizanthus, pertenecientes a la familia Solanaceae, son
endémicas de Chile con excepcion de Schizanthus grahamii cuya area de distribucion
alcanza también a Argentina (Coccuci, 1989). Estas plantas concentran una variada gama de
bases de esqueleto tipo tropano. Existen mas de 27 especies diferentes dentro del género
Schizanthus, pero son mas conocidas por sus caracteristicas ornamentales que por sus
propiedades quimicas o su potencial aplicabilidad a la medicina. Suelen ser reconocidas por
una serie de sinonimias comunes: “orquidea del hombre pobre”, *“ flor de pajarito”,
“ pajarito”, etc. (Mufioz, 1992). (Foto N° 1 y N° 2)

*

Foto N° 1: Schizanthus grahamii " Foto N° 2: Schizanthus grahamii

g Disponible en Internet: http:// www.thompson-organ.com/seeds/us/product 7429 1.html
: Disponible en Internet: http://www.anniesannuals.com/signs/S/Schizantus_grahamii.htm
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Los estudios quimicos del género Schizanthus en Chile comenzaron con las
investigaciones de Castillo y colaboradores a partir de los afios 80 ( San Martin y col., 1980;
Gambaro y col., 1983). Pero ya en el ano 1979, en el Instituto de Cultivos de Plantas de Halle
en la Republica Democrética Alemana se habia informado el primer aislamiento de alcaloides
tipo tropano provenientes de este genero (Mufoz, 1992). Se pudo inferir que el género
acumula un amplio espectro de alcaloides derivados del tropano con estructuras Unicas (San
Martin y col., 1987; De la Fuente y col., 1988), conformacion de mono y diésteres derivados
principalmente de los &cidos angélico, tiglico, senecioico, itaconico y/o mesaconico; asi como
la sintesis de derivados de higrina e higrolina (Gambaro y col., 1983).

Trabajos en Schizanthus grahamii han permitido el aislamiento de una serie de bases
diméricas de tropano: Schizanthina C 35, D 37 y E 38; 3a-senecioiloxitropano 36 (San Martin
y col., 1987); Higrina; Higrolina A; Higrolina B; Tropinona; Tropina; Pseudotropina; 3a-
acetoxitropano;  3a,7p-dihidroxitropano;  5-(2-oxopropil)-higrina;  5-(2-hidroxi)-higrina;
Cuscohigrina; 3a senecioiloxi-7 B-hidroxitropano; Shizanthina F, G, H e I (Mufoz, 1992).

Los alcaloides de Schizanthus grahamii que se emplearon en este trabajo son: 3o.-
senecioloxitropan 6B-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 6p-ol, extraidos y purificados a partir
de las partes aéreas de la planta.

CH,__ CHy—
OH OH

0

NP O\C/\\/\OMB
||

&

3a-senecioloxitropan 6p3-ol 3a-mesaconilmetiloxitropan 63-ol
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Se han demostrado numerosos efectos bioldgicos para los alcaloides con esqueleto
tipo tropano (Lounasmaa y Tamminen, 1993). Se sabe que la actividad anticolinérgica sobre
los vasos sanguineos inhibe por completo la vasodilatacion periférica y la caida de la presion
sanguinea producida por agonistas colinérgicos como acetilcolina y carbacol (Hardman y col.,
2001), por lo que se hace un desafio importante la determinacién de potenciales efectos
cardiovasculares, en el caso de los alcaloides provenientes del género Schizanthus (Ahumada

y col., 1991).

Existen cuadros patologicos caracterizados por disminucion del tono de la musculatura
lisa de los vasos sanguineos y bradicardia, ademas de intoxicaciones con productos
organofosforados, en los cuales la farmacoterapia es la utilizacion de bloqueadores
colinérgicos no selectivos como atropina y derivados. El inconveniente que tiene esta terapia
es la aparicion de reacciones no deseadas, como, fotofobia; sequedad de mucosas, atonia
intestinal. (Mufioz, 1992).

En relacion a lo anteriormente mencionado es importante la investigacion de nuevos
alcaloides con accion vascular, y son de especial interés los aislados de Schizanthus
grahamii.

En base a los antecedentes descritos se planteo como hipétesis de
trabajo:

3a-senecioloxitropan 6B-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 6f3-ol aislados de Schizanthus
grahamii producen disminucion o inhibicion de la relajacion de la musculatura lisa vascular
inducida por acetilcolina en aorta aislada de rata.

Los objetivos planteados para el presente trabajo fueron:

» Evaluar el efecto de los alcaloides con esqueleto tipo tropano aislados de
Schizanthus grahamii sobre el tono de la musculatura lisa vascular en ausencia de
sustancias vasoactivas.

» Evaluar el efecto de los alcaloides con esqueleto tipo tropano aislados de
Schizanthus grahamii sobre la actividad contractil de aorta de rata frente a la
contraccion inducida por noradrenalina.

» Evaluar el efecto de los alcaloides con esqueleto tipo tropano aislados de
Schizanthus grahamii sobre la actividad contractil de aorta de rata frente a la
relajacion inducida por acetilcolina.
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4.1.1. Material biolégico: Se utilizaron 10 ratas normotensas, machos, cepa Sprague Dawley
con un peso entre 250 y 300 gramos, provenientes del bioterio del Instituto de Farmacologia
de la Universidad Austral de Chile. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones
ambientales controladas, con ciclos de luz-oscuridad alternados de 12 horas. La temperatura
se mantuvo entre 18°y 22°C y la alimentacion fue ad-libitum.

4.1.

YV VYV

Y

» Mezcla gaseosa con 95% de O, y 5% de CO,

4.1.

YVVVYVYYY

2. Material farmacolégico:

Acetilcolina .

Etanol ".

Noradrenalina .

Sales para solucion Krebs Henseleit (NaCl, KCI, CaCl, MgSO4, NaHCO:s,
KH,PO4 y glucosa) ,

Alcaloides 3a-senecioloxitropan 63-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 6f3-ol
aislados de Schizanthus grahamii o

kokokk

3. Instrumentos:

Baiios de organo aislado.

Transductor de tension Grass modelo FCO3C.

Computador con software ACQ 4.0.

Batfio de flujo recirculante.

Equipo de ultrasonido Doppler (parks medical electronics modelo 811-B).
Material quirargico y de laboratorio.

" Laboratorio Sigma.

™ Laboratorio Merck.

o Proporcionados por el Dr. Orlando Mufioz, Dpto. de Quimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

EE ]

AGA S.A.
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4.2. METODOS.

4.2.1. Obtencion de la aorta de rata: previo al sacrificio a todas las ratas se les registro la
presion sanguinea con un equipo Doppler, para determinar su condicién de normotensas.
Posteriormente fueron sacrificadas por decapitacion con guillotina y se les extrajo el
segmento de aorta comprendido entre el arco adrtico y el diafragma.

El segmento de aorta fue depositado sobre una placa de petri que contenia una
solucion de Krebs Henseleit cuya composicion era (en mM): NaCl 118,4; KCI 4,7; CaCl,
1,25; MgSO4 1,2; NaHCO; 24,9; KH,PO4 1,2 y glucosa 11,1. La soluciéon se reemplazéd cada
5 minutos, mientras el segmento de aorta se limpid cuidadosamente de tejido adiposo y
adherencias, para luego cortar anillos de 3 a 5 mm de largo.

4.2.2. Preparacion del montaje de la aorta aislada de rata: Segln lo descrito por Evora y
col. (1996), Nakamura y col. (2002) se montaron los anillos de aorta en los banos de 6rgano
aislado.

Los anillos de aorta fueron montados introduciendo su lumen cuidadosamente sobre
dos pequefios ganchos metalicos, ubicados en el interior del bafio de d6rgano aislado. Los
ganchos metdlicos estaban conectados a un transductor de tension isométrico que registréd los
cambios de la actividad contrictil de la aorta para ser graficados por el software ACQ 4.0. El
bafio de organo aislado contenia 3 ml de solucion Krebs Henseleit a 37°C (+/- 1°C), la cual
fue recambiada cada 10 minutos.

Los anillos de aorta, montados en los bafios de 6rgano aislado, fueron estabilizados a 2
gramos de tension durante 90 minutos, siendo burbujeado constantemente con una mezcla
gaseosa de 95% de O, y 5% de CO,.

Las bases utilizadas en la preparacion y montaje de la aorta aislada, fueron
establecidas en base a protocolos descritos por Enna y col. (1998).

4.2.3. Determinacion de la viabilidad del tejido: Segin Evora y col. (1996); Nakamura y
col. (2002), con el objeto de determinar la viabilidad del tejido, transcurridos 90 minutos de
estabilizacion, se contrajo la aorta de rata con noradrenalina (3x107M) y a continuacion se
relajo con acetilcolina (3x10°M). Luego se realizaron 3 lavados cada 10 minutos,
manteniendo la estabilizacion a 2 gramos.

4.2.4. Series en estudio: Una vez estabilizado y determinada la viabilidad del tejido, el
protocolo utilizado consider6 4 series:

» Serie control: Preincubada durante 10 minutos con etanol (0,5°).
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» Serie experimental 1: Preincubada durante 10 minutos con 0,001 mg/ml de alcaloides
tipo tropano aislados de Schizanthus grahamii disueltos en etanol (0,5°).

» Serie experimental 2: Preincubada durante 10 minutos con 0,01 mg/ml de alcaloides tipo
tropano aislados de Schizanthus grahamii disueltos en etanol (0,5°).

» Serie experimental 3: Preincubada durante 10 minutos con 0,1 mg/ml de alcaloides tipo
tropano aislados de Schizanthus grahamii disueltos en etanol (0,5°).

4.2.5. Evaluaciones realizadas en cada serie en estudio:

Cabe destacar que la evaluacion de cada una de las series experimentales en el bafio de
organo aislado fue mediante a un transductor de tension isométrico que registré los cambios
de la actividad contractil de la aorta para ser graficados por el software ACQ 4.0.

4.2.5.1. Evaluacion del efecto de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii
sobre aorta de rata en ausencia de sustancias vasoactivas: posterior a la determinacion de
viabilidad del tejido, se preincub6 durante 10 minutos cada una de las 4 series experimentales,
y se evalu6 el efecto contractil sobre el tono muscular de la aorta de rata en ausencia de
sustancias vasoactivas.

Después de la evaluacion de etanol y los alcaloides en cada una de las 4 series en
estudio se estabilizaba nuevamente a 2 gramos por 10 minutos reemplazando la solucion de
Krebs Henseleit cada 5 minutos. Este ultimo procedimiento se repitio también al evaluar el
efecto de los alcaloides sobre la actividad de aorta de rata frente a noradrenalina y acetilcolina

4.2.5.2. Evaluacion del efecto de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii
sobre la actividad contractil de aorta de rata frente a noradrenalina: luego de evaluada la
actividad de etanol y los alcaloides en ausencia de sustancias vasoactivas, y con la finalidad
de determinar un probable efecto sobre la magnitud de la contraccion, se valord en forma
separada el efecto en las 4 series en estudio sobre la actividad de aorta de rata contraida con
noradrenalina (3x10”"M) durante 5 minutos.

4.2.5.3. Evaluacion del efecto de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii
sobre la actividad contractil de aorta de rata frente a la relajacion inducida por
acetilcolina (Ach): posterior a la contraccion con noradrenalina (3x107M), para determinar
un posible efecto inhibitorio en la relajacion (Ponce, 2002; Gottschalk, 2003), se evalu6 en
forma separada el efecto de las 4 series en estudio sobre la actividad de aorta de rata relajada
con 6 concentraciones de acetilcolina (1x107; 3x107; 1x10; 3x10°; 1x107; 3x10”° M). Ver
cuadro N° 1.
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Cuadro N°1: Evaluaciones realizadas en las cuatro series en estudio:

EVALUACION EVALUACION EVALUACION
SERIES PREINCUBACION CONTRACCION RELAJACION
Control Etanol Noradrenalina Acetilcolina
0,5° (3x10"M) (1x107 a 3x10°M)
Experimental 1 | Schizanthus grahamii Noradrenalina Acetilcolina
0,001 mg/ml (3x107M) (1x107 a 3x10°M)
Experimental 2 | Schizanthus grahamii Noradrenalina Acetilcolina
0,01 mg/ml (3x107M) (1x107 a 3x10°M)
Experimental 3 | Schizanthus grahamii Noradrenalina Acetilcolina
0,1 mg/ml (3x107M) (1x107 a 3x10°M)

4.2.6. Procedimiento estadistico: Los resultados obtenidos se expresaron en valores
promedios y sus errores tipicos, efectudndose ademas pruebas inferenciales interserie
paramétricas y no paramétricas. Se trabajé con un nivel de significacion de 0,05; se considero
como significativo un p<0,05.

A continuacion se detalla la metodologia estadistica aplicada en el andlisis de los
resultados de este estudio:

» Prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov, la que se usé para comprobar la
normalidad de los datos (Zar, 1999).

» Prueba de homocedasticidad de Bartlett, usada para comprobar que las varianzas entre las
series sean homogéneas (Zar, 1999).

» Analisis de varianza paramétrico (Andeva) de una via, cuyo objetivo es comparar los
promedios de tres o mas grupos de datos (Spiegel, 1991).

» Prueba de comparaciones multiples de Dunnett, usada en los casos en que el Andeva
paramétrico resultd significativo (Zar, 1999).

» Analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, el que se usé en los casos en que
no se cumplen los requisitos de normalidad y homocedasticidad (Rosner, 2000).

» Prueba de comparacion multiple no paramétricas de Dunn, la que se aplicé en los casos
en que la prueba de Kruskal-Wallis resulto significativa (Rosner, 2000).

» El analisis de los resultados se realizd usando el programa computacional estadistico
Graph Pad Prism (version 4.0).
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5. RESULTADOS.

5.1. EFECTO DE 3a-SENECIOLOXITROPAN 6p-OL Y 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN 6B-OL AISLADOS DE Schizanthus grahamii
SOBRE AORTA DE RATA EN AUSENCIA DE SUSTANCIAS VASOACTIVAS:

Las evaluaciones en la serie control preincubada con etanol y las series experimentales
preincubadas con 0,001; 0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados, no mostraron actividad
contractil de la aorta de rata en ausencia de sustancias vasoactivas. De acuerdo a esto no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) (Ver Anexos N°1y N°9).

5.2. EFECTO DE 3a-SENECIOLOXITROPAN 6p-OL Y 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN 6B-OL AISLADOS DE Schizanthus grahamii
SOBRE AORTA DE RATA CONTRAIDA CON NORADRENALINA:

Al contraer con noradrenalina (3x10'M), la serie control preincubada con etanol y de
las series experimentales preincubadas con 0,001; 0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados,
se observo una disminucion significativa (p<0,05) de la contraccion de la serie experimental
3, respecto a la contraccion de la serie control (Grafico N° 1, Anexo N°2)

Noradrenalina 3x107 M

120+
3 Control (etanol 0,5°)
100- == == * —= Schiz. 0.001 mg/m
S  80- == — Schiz. 0.01 mg/ml
g g — Schiz. 0.1 mg/ml
ju X 60-
c
o E
© 40
5
20
0

Griafico N° 1: Porcentaje de contraccion maxima inducida por noradrenalina (3x107M), en la
serie control preincubada con etanol y en las series experimentales preincubadas con 0,001;
0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa
el promedio +/- error tipico (n = 10 animales). Asteriscos (*) indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al control.
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5.3. EFECTO DE 3a-SENECIOLOXITROPAN 6p-OL Y 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN 6B-OL AISLADOS DE Schizanthus grahamii
SOBRE AORTA DE RATA FRENTE A LA RELAJACION INDUCIDA POR
ACETILCOLINA.

Al relajar la aorta de rata con 6 concentraciones de acetilcolina (1x107 a 3x10™ M),
se observd una menor relajacion con un desplazamiento hacia la derecha de las curvas de las 3
series experimentales respecto a la curva control. El analisis estadistico mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre:

> La serie experimental 2 y el control para la dosis 3x10”7 M de acetilcolina (Grafico
N° 3).

» La serie experimental 3 y el control para las dosis 3x107; 1x107%; 3x10°% ; 1x107°; 3x10
M de acetilcolina. (Grafico N° 2).

Curva dosis-respuesta

= Control (etanol 0,5°)
+ Schiz. 0.001 mg/mi
v Schiz. 0.01 mg/mi

+ Schiz. 0.1 mg/mi

o
|

N
o
|

»
o
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% relajacion maxima
N
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@
o
|
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o

o
L
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Log M de Acetilcolina

Grafico N° 2: Curvas de dosis-respuesta inducidas por Acetilcolina. Serie control
preincubada con etanol y las series experimentales preincubadas con 0,001; 0,01 y 0,1 mg/ml
de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada punto representa el promedio +/-
error tipico (n = 10 animales). Asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) respecto al control.

La inhibicion de la relajacién de las 3 series experimentales no es significativa
(p<0,05), con relacién al control con acetilcolina en concentracion de 1x107 M (Grafico N° 3,
Anexo N° 3).
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Acetilcolina 1x107M
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Grafico N° 3: Porcentaje de relajacién méaxima inducida por acetilcolina (1x107 M), en la
serie control preincubada con etanol y en las series experimentales preincubadas con 0,001;
0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa
el promedio +/- el error tipico (n = 10 animales).

En el grafico N° 4 se observa que acetilcolina en concentracion de 3x10” M produce
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de la relajacién; produciendo en la serie
experimental 2 una disminucioén, y en la serie experimental 3 una inhibicion total de la
relajacion, en relacion ambas, al control (Grafico N° 4, Anexo N° 4).

Acetilcolina 3x107 M

100+
— Control (etanol 0,5°)
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Grafico N° 4: Porcentaje de relajacion méaxima inducida por acetilcolina (3x107 M), en la
serie control preincubada con etanol y en las series experimentales preincubadas con 0,001;
0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa
el promedio +/- el error tipico (n = 10 animales). Asteriscos (*) indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al control.
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Acetilcolina en concentracién de 1x10° M (grafico N° 5), 3x10° M (grafico N° 6),
1x10° M (grafico N° 7), 3x10™° M (grafico N° 8), produce una disminucion significativa
(p<0,05) de la relajacion en la serie experimental 3 con concentracién de 0,1 mg/ml de los
alcaloides aislados de Schizanthus grahamii, respecto al control (Anexos N° 5 al N° 8)

Acetilcolina 1x10° M

100+
1 Control (etanol 0,5°)
g 804 — Schiz. 0.001 mg/ml
:g — Schiz. 0.01 mg/ml
E 60 —= Schiz. 0.1 mg/ml
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g
2 20+ *
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Grafico N° 5: Porcentaje de relajacién méaxima inducida por Acetilcolina (1x10°M), en la
serie control preincubada con etanol y en las series experimentales preincubadas con 0,001;
0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa
el promedio +/- el error tipico (n = 10 animales). Asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al control.

Acetilcolina 3x10% M
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Griafico N° 6: Porcentaje de relajacion maxima inducida por Acetilcolina (3x10°M), en la
serie control preincubada con etanol y en las series experimentales preincubadas con 0,001;
0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa
el promedio +/- el error tipico (n = 10 animales). Asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al control.
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Acetilcolina 1x10° M

100+
3 Control (etanol 0,5°)
o _ — Schiz. 0.001 mg/mi
g 80 — chiz mg/m
:5 —4 p— — —3 Schiz. 0.01 mg/ml
€ 60- — Schiz. 0.1 mg/ml
c *
0
Q
. B
_% 40
E
2 204
0

Grafico N° 7: Porcentaje de relajacion maxima inducida por Acetilcolina (1x10™ M), en la
serie control preincubada con etanol y en las series experimentales preincubadas con 0,001;
0,01 y 0,1 mg/ml de alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa el
promedio +/- el error tipico (n = 10 animales). Asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al control.

Acetilcolina 3x10° M

100+
1 Control (etanol 0,5°)
g 804 —— — : — Schiz. 0.001 mg/ml
:g * —=3 Schiz. 0.01 mg/ml
E 601 —— — Schiz. 0.1 mg/ml
c p——
©
8 404
1]
[
2 204
0

Grafico N° 8: Porcentaje de relajacion maxima inducida por Acetilcolina (3x10™ M), en la
serie control preincubada con etanol y en las series experimentales preincubadas con 0,001;
0,01 y 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa
el promedio +/- el error tipico (n = 10 animales). Asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al control.
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Los valores de ECs), que corresponden a la concentracion del farmaco en la que se
obtiene la mitad del efecto maximo, fueron para las series control y experimentales de: 6,126;
6,061; 5,953 y 5,153 -Logjy respectivamente, existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre la serie control y la serie experimental 3 con concentracion de
0.1 mg/ml de los alcaloides en estudio (Grafico N° 9)

7.54
— Control (etanol 0,5°)
—— * == Schiz 0.001 mg/ml
5.0- —3 Schiz. 0.01 mg/ml
Q — Schiz. 0.1 mg/ml
O
w
2.5+
0.0

Grafico N° 9: ECs) en aorta de rata relajada con Acetilcolina, en la serie control preincubada
con etanol y en las 3 series experimentales preincubadas con 0,001; 0,01 y 0,1 mg/ml
respectivamente, de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii. Cada barra representa el
promedio +/- el error tipico (n = 10 animales). Asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al control.
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6. DISCUSION.

Durante los tltimos afios el estudio y evaluacion de la actividad de nuevos alcaloides
que posean actividad sobre el sistema circulatorio se ha hecho incesante para los
investigadores de todo el mundo. Estas investigaciones se realizan en varias especies
animales, ya sea in vivo o in vitro, y en diferentes porciones anatdmicas (Eglen y col., 1996;
Iturriaga, 2001; Maciel y col., 2002; Kwan y col., 2003; Lahlou y col., 2004).

Los alcaloides con esqueleto tipo tropano presentes en especies de la familia
Solanaceae constituyen un importante material de investigacion por su gran potencial
terapéutico, tanto para la medicina humana como veterinaria, debido a sus caracteristicas
quimicas y farmacologicas, las que han sido estudiadas desde el siglo XIX (Gadzikowska y
Grynkiewicz, 2002).

En el presente estudio se ocupo6 el método del bafio de o6rgano aislado (BOA), para la
evaluacion de la actividad contractil de la aorta de rata. Este método es uno de los mas
versatiles usados en farmacologia actualmente (Enna y col, 1998; Gonzales y col., 2000).

El BOA en aorta de rata ha sido utilizado entre otros por Pupo y col. (1999) y
Nakamura y col. (2002), tanto para evaluar la contraccion de la musculatura lisa, relajacion o
ambas condiciones. En este trabajo se usaron anillos extraidos del segmento comprendido
entre el arco adrtico y el diafragma (Orallo y Alzueta, 2001).

Los segmentos de aorta se trabajaron con endotelio intacto, pues se usé acetilcolina
como agonista colinérgico de los receptores M3 del endotelio vascular, con lo cual se produjo
relajacion de la musculatura lisa. Si se hubiese lesionado el endotelio, acetilcolina estimularia
los receptores M, que se localizan en las células del musculo liso y produciria
vasoconstriccion (Jaiswal y col., 1991).

Se utilizo etanol (0,5°) como solvente de los alcaloides aislados de Schizanthus
grahamii, esto se basa en trabajos de Maciel y col. (2002) que utilizaron extractos de plantas
disueltos en etanol, para evaluar su actividad contractil en aorta de rata.

Para determinar si las diferencias obtenidas en la actividad contréctil de aorta aislada
de rata, son atribuidas a los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii y no al solvente
(etanol), se us6 como control el efecto de etanol frente a la dinamica de la aorta en
concentracion de 0,5° (0,26 M), esto concuerda con trabajos de Malinowska y col. (1990)
quienes sefialan que el etanol en concentraciones menores a 0,3 M no produce cambios en el
potencial de contraccion de vasos sanguineos de rata.
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6.1. EFECTO DE 3a-SENECIOLOXITROPAN 6p-OL Y 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN 6B-OL AISLADOS DE Schizanthus grahamii
SOBRE AORTA EN AUSENCIA DE SUSTANCIAS VASOACTIVAS.

Antes de desarrollar el protocolo de estudio en BOA de aorta de rata, se valoro el
efecto de los alcaloides sobre el tejido, previo enfrentamiento de éste a una sustancia
vasoactiva como noradrenalina (Li y col., 1998).

En el presente trabajo las cuatro series experimentales no mostraron variaciones
significativas en el tono de la musculatura lisa de la aorta de rata frente a los alcaloides
aislados de Schizanthus grahamii en ausencia de sustancias vasoactivas. Esto concuerda con
el trabajo de Gottschalk (2003), quien usando los mismos alcaloides aislados de Schizanthus
grahamii en otras concentraciones, tampoco obtuvo variacion en el tono muscular de aorta de
rata.

De estos resultados se puede concluir que los alcaloides valorados en el presente
estudio no poseen actividad agonista, ya que no se registraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al tejido estabilizado con Krebs Henseleit. Esto coincide con
trabajos de Anselmi y col. (1994) e Iturriaga (2001), en los que se valoraron alcaloides
naturales los cuales solo causaron efecto frente a otras sustancias vasoactivas.

6.2. EFECTO DE 3a-SENECIOLOXITROPAN 6p-OL Y 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN 6B-OL AISLADOS DE Schizanthus grahamii
SOBRE AORTA CONTRAIDA CON NORADRENALINA.

Adrenalina, dopamina y noradrenalina componen el conjunto de las catecolaminas
naturales, las cuales juegan un importante rol en la regulacién del sistema cardiovascular
(Florez, 1997)

Noradrenalina es el principal mediador quimico liberado por los nervios adrenérgicos
posganglionares del sistema nervioso simpatico periférico en los mamiferos (Hardman y col.,
2001). La noradrenalina es el agonista mas potente para los receptores adrenérgicos o
(Iturriaga, 2001), los cuales estan ubicados tanto en el endotelio como en la musculatura lisa
vascular, generando vasoconstriccion de la aorta (Oriowo, 1994).

Anselmi y col. (1994) y Pires y col. (2000), han descrito alcaloides naturales tales
como Albizia inopinata, Tetrandrina ¢ Isotetrandrina los cuales poseen la propiedad de
modificar la actividad de noradrenalina, sobre la musculatura lisa de aorta de rata. Esto
motivo a evaluar la actividad de los alcaloides en estudio, sobre la contraccion producida por
noradrenalina (3x107"M).
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Los resultados obtenidos al contraer con noradrenalina (3x107M), mostraron una
disminucioén significativa (p<0,05) de la contraccion con la serie experimental 3 preincubada
con 0,1 mg/ml de los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii, con respecto a la
contraccion de la serie control. Esto concuerda con estudios en los que se ha probado la
capacidad de diferentes alcaloides para disminuir o inhibir la respuesta contractil de
noradrenalina, en aorta aislada de rata (Chen y col., 1994; Kuramochi y col., 1994; Rhyu y
col., 2000).

Satake y col. (1992); Kwan y col. (2003) sefialan que atropina y escopolamina, ademas
de sus conocidas propiedades anticolinérgicas, poseen la capacidad de relajar la musculatura
lisa vascular, inhibiendo o disminuyendo las contracciones inducidas por noradrenalina. Estas
propiedades han sido observadas para atropina en aorta aislada de conejo y rata, en
concentraciones toxicas de 10 hasta 100 veces mas altas que las utilizadas para generar
bloqueo de los receptores muscarinicos o efecto anticolinérgico. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo, concordarian con los antecedentes antes citados considerando que los
alcaloides 3a-senecioloxitropan 6f3-ol y 3oa-mesaconilmetiloxitropan 6B-ol de Schizanthus
grahamii al igual que atropina y escopolamina, son de esqueleto tipo tropano al compartir una
base molecular dada por un anillo tropéanico. Estas similitudes hacen que posiblemente posean
propiedades farmacoldgicas similares (Mufioz, 1992).

Los alcaloides usados en este trabajo, disminuyeron la magnitud de la contraccion
inducida por noradrenalina. Este resultado coincide con el obtenido por Iturriaga (2001), en
otros alcaloides, sugiriendo que esta capacidad podria estar dada por: a) un efecto directo
sobre la musculatura lisa vascular, o b) un efecto directo por una intervencion en la actividad
de los sistemas que producen contraccion de esta musculatura.

a) Los mecanismos de accion mas probables para explicar un efecto directo sobre la
musculatura de aorta de los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii, serian:

> Interfiriendo con la movilizacion de Ca" intracelular o directamente sobre los
receptores que operan los canales de calcio, como es el caso descrito por Satake y
col. (1992), en el cual atropina disminuye la contraccion inducida por
noradrenalina en musculo liso de aorta de conejo.

> Intervenciéon de los canales de K descrito por Kwan y col. (2003), en la cual
atropina disminuye la contraccion inducida por noradrenalina en musculo liso de
aorta de rata.

b) La intervencion sobre los mecanismos involucrados en la contraccion de la aorta tales
como:

» Antagonismo o bloqueo de receptores a adrenérgicos descrito por Iturriaga ( 2001)
para alcaloides bisbencilisoquinolinicos.
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» Inhibicidon del metabolismo de fosfato de inositol para la formacion final del
inositol trifosfato, un segundo mensajero que participa en la cascada de eventos
para finalmente producir liberacion de calcio intracelular en el musculo liso
vascular, descrito por Satake y col. (1992) para atropina.

» Estimulacion directa de receptores B2 adrenérgicos (Oriowo, 1994).

» Estimulacion directa de factores relajantes derivados de endotelio como
prostaciclina (PGI,) y 6xido nitrico, descritos por Pires y col. (2000), y Rhyu y col.
( 2000) para alcaloides naturales que disminuyeron la contraccion con
noradrenalina en aorta toracica de rata con endotelio intacto.

Para dilucidar cual es el o los mecanismos que estan involucrados en esta disminucion
de la actividad contréctil de la musculatura de la aorta, existen protocolos experimentales
tanto en modelos de 6rgano aislado como en cultivos celulares de musculo liso (Enna y col.,
1998; Campos y col., 2000; Kwan y col., 2003).

6.3. EFECTO DE 3a-SENECIOLOXITROPAN 6p-OL Y 3a-
MESACONILMETILOXITROPAN 6B-OL AISLADOS DE Schizanthus grahamii
SOBRE AORTA FRENTE A LA RELAJACION INDUCIDA POR ACETILCOLINA.

Acetilcolina es un neurotransmisor endogeno, que se ubica a nivel de las sinapsis y las
uniones neuroefectoras colinérgicas. A pesar de que carece virtualmente de aplicaciones
terapéuticas, por lo difuso de su accion y su hidrolisis rapida, tanto por acetilcolinesterasa,
como por la butirilcolinesterasa plasmatica (Hardman y col., 2001), es usada ampliamente a
nivel mundial en el estudio de la fisiologia vascular en BOA (Shan y Wang, 2000; Nakamura
y col., 2002;). Acetilcolina es capaz de activar todos los subtipos de receptores muscarinicos,
aunque se fija mas fuertemente a los receptores M, y M3 (Florez, 1997).

El efecto de acetilcolina como agonista colinérgico sobre el tono de la musculatura lisa
de anillos de aorta con endotelio intacto es producir vasodilatacién, dado por su participacion
directa sobre receptores muscarinicos especialmente el subtipo Mj; El endotelio debe
permanecer intacto para utilizar acetilcolina como estimulante de los receptores M; del
endotelio vascular (Jaiswal y col., 1991).

Cuando se estimulan los receptores M3 ubicados a nivel endotelial en la aorta de rata,
las células endoteliales descargan 6xido nitrico (factor relajante derivado de endotelio), el que
difunde hacia las células del musculo liso adyacente, produciéndose la relajacion (Neelam y
col., 1991). Esto ocurre normalmente en ratas normotensas a diferencia de lo descrito en ratas
hipertensas donde la activacion de receptores M; por parte de acetilcolina, en dosis de 3x107
a 3x10°M, producen contraccién de la aorta aislada de rata a través de la liberacion de
factores constrictores derivados de endotelio (Boulanger y col., 1994).
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Los alcaloides tipo tropano pertenecientes a la familia Solanaceae, como atropina y
escopolamina, han sido estudiados quimica y farmacologicamente, debido principalmente a su
accion anticolinérgica al bloquear receptores muscarinicos (Mufioz, 1992; Mancilla, 2002).
Todas las acciones de acetilcolina y sus congéneres en los receptores muscarinicos se pueden
bloquear con atropina, porque bloquea de manera selectiva por ocupacion competitiva, los
sitios de los receptores colinérgicos en las células efectoras autondémicas y en los receptores
muscarinicos de las células ganglionares (Hardman y col., 2001). En trabajos de Castillo
(2002), Mancilla (2002), y Ponce (2002), se determiné la capacidad de los alcaloides tipo
tropano presentes en plantas del género Schizanthus, de inhibir la accion de agentes
colinérgicos, produciendo disminucion de la contraccion en ileon de rata.

El resultado obtenido del efecto de los alcaloides en estudio sobre la relajacion
inducida por acetilcolina, mostré una disminucion significativa (p<0,05) de la relajacion, con
un evidente desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis-respuesta de la serie
experimental 3 (concentracion mayor de los alcaloides) en comparacion a la curva dosis-
respuesta de la serie control. Esto concuerda con resultados obtenidos en estudios en los que
se ha probado la capacidad de diferentes alcaloides del género Schizanthus para inhibir o
disminuir el efecto de agonistas colinérgicos como acetilcolina y carbacol sobre el tono de la
musculatura lisa de ileon aislado de rata (Castillo, 2002; Mancilla, 2002; Ponce, 2002)

Segun Florez (1997) existen diferentes mecanismos por los cuales ciertos farmacos
pueden provocar una disminucion de la actividad inducida por acetilcolina. Dentro de estas
posibilidades los alcaloides 3a-senecioloxitropan 6B-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 6f3-ol
de Shizanthus grahamii pudiesen estar actuando por medio de:

» Bloqueo de receptores muscarinicos (Cheng y col., 2002).

» Inhibicion directa de los factores relajantes derivados de endotelio, como 6xido
nitrico (Munch, 1994; Kwan y col., 1999).

» Antagonismo de canales de calcio a nivel de reticulo endoplasmatico que participa
en la cascada de formacion final de 6xido nitrico (Kwan y col., 1999).

» Incremento en el metabolismo de fosfato de inositol para la formacion final del
inositol trifosfato, un segundo mensajero que participa en la cascada de eventos
para finalmente producir liberacion de calcio intracelular en el musculo liso y
producir contraccion (Cheng y col., 2002)

Sin embargo, aunque las propiedades anticolinérgicas aparecen como uno de los
mecanismos mas probables para explicar el efecto de los alcaloides en estudio frente a la
relajacion inducida por acetilcolina, no es posible asegurar la existencia de dichas
propiedades. Esto dado a que es necesario comprobar efectivamente si los alcaloides aislados
de Schizanthus grahamii se unen a receptores colinérgicos o bien estan operando a través de
los mecanismos anteriormente senalados.
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Segtn Schmeller y col. (1995) los alcaloides tipo tropano tienen la capacidad de unirse
a receptores colinérgicos, tanto muscarinicos como nicotinicos, esto coincide con la accion de
los alcaloides aislados de Schizanthus grahamii como inhibidores de la relajacion de la
musculatura lisa de aorta de rata inducida por acetilcolina.

De acuerdo a lo anterior, los alcaloides 3a-senecioloxitropan 6p-ol y 3a-
mesaconilmetiloxitropan 6p3-ol pueden presentar propiedades anticolinérgicas, como las
descritas para otros alcaloides tipo tropano, como atropina y escopolamina (Florez, 1997).

Con los antecedentes entregados y el proposito de conocer mejor los efectos de los
alcaloides tipo tropano aislados de Schizanthus grahamii, se deja una puerta abierta para
nuevas investigaciones dirigidas a determinar los mecanismos de accion especificos por los
cuales acttian dichos alcaloides a nivel vascular, con el fin de contribuir a la obtencién de
nuevos farmacos.

6.4. CONCLUSIONES.

Seglin los resultados obtenidos en el presente trabajo al evaluar los alcaloides tipo
tropano 3a-senecioloxitropan 6B-ol y 3oa-mesaconilmetiloxitropan 6p-ol, presentes en
Schizanthus grahamii, sobre la actividad contractil de aorta de rata, se concluye que estos
alcaloides:

» No generan actividad contractil en ausencia de sustancias vasoactivas.
» Producen una disminucion en la magnitud de la contraccion inducida por noradrenalina.
» Producen una disminucion de la relajacion inducida por Acetilcolina.
De acuerdo a los resultados obtenidos se acepta la hipodtesis planteada: “3o-
senecioloxitropan 6B-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 6f3-ol aislados de Schizanthus

grahamii tienen propiedades inhibitorias sobre la relajacion de la musculatura lisa vascular
inducida por acetilcolina en aorta de rata”.
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8. ANEXOS.

ANEXO N°1:

Tabla N° 1: Promedio de las variaciones del tono (VT) de la musculatura lisa de aorta y su
error estandar (EE) para las preincubaciones realizadas en las series en estudio en ausencia de
sustancias vasoactivas.

SERIE VT (gramos) EE
Control (etanol 0,5°) 0,0075 0,02
Experimental 1 (S. grahamii 0,001 mg/ml) 0,0001 0,02
Experimental 2 (S. grahamii 0,01 mg/ml) 0,0116 0,01
Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml) 0,0090 0,01

ANEXO N° 2:

Tabla N° 2: Porcentaje de la contraccion maxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio, con una concentracion de noradrenalina de 3x107M.

SERIE %CM EE
Control (etanol 0,5°) 100.0 00,00
Experimental 1 (S. grahamii 0,001 mg/ml) 99 52 02.05
Experimental 2 (8. grahamii 0,01 mg/ml) 99,74 02,17
Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml) 85.47 02.38
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ANEXO N° 3:

Tabla N° 3: Porcentaje de la relajacion méaxima promedio (%RM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio, con una concentracion de Acetilcolina de 1x107 M.

SERIE %CM EE
Control (etanol 0,5°) 00,06 01,93
Experimental 1 (S. grahamii 0,001 mg/ml) 00,00 00,00
Experimental 2 (S. grahamii 0,01 mg/ml) 00,00 00,00
Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml) 00,00 00,00

ANEXO N° 4:

Tabla N° 4: Porcentaje de la relajacion méaxima promedio (%RM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio, con una concentracion de Acetilcolina de 3x107 M.

SERIE %CM EE
Control (etanol 0,5°) 20,29 05,41
Experimental 1 (S. grahamii 0,001 mg/ml) 17.03 05.08
Experimental 2 (S. grahamii 0,01 mg/ml) 05.66 03.26
Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml) 00.00 00.00

ANEXO N° S:

Tabla N° 5: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio, con una concentracién de Acetilcolina de 1x107° M.

SERIE % CM EE
Control (etanol 0,5°) 46,94 05.63
Experimental 1 (S. grahamii 0,001 mg/ml) 42.90 05.78
Experimental 2 (S. grahamii 0,01 mg/ml) 36,06 05.77

Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml)

01,04 02,70




ANEXO N° 6:

Tabla N° 6: Porcentaje de la relajacion méaxima promedio (%RM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio, con una concentracion de Acetilcolina de 3x10°M.

SERIE %CM EE
Control (etanol 0,5°) 66,46 04,40
Experimental 1 (S. grahamii 0,001 mg/ml) 63,63 05,12
Experimental 2 (S. grahamii 0,01 mg/ml) 60,55 04,61
Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml) 17.36 04,42

ANEXO N° 7:

Tabla N° 7: Porcentaje de la relajacion méaxima promedio (%RM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio, con una concentraciéon de Acetilcolina de 1x10°M.

SERIE %CM EE
Control (etanol 0,5°) 76,83 03,15
Experimental 1 (8. grahamii 0,001 mg/ml) 7471 03,86
Experimental 2 (S. grahamii 0,01 mg/ml) 73,07 03,76
Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml) 38,52 04,52

ANEXO N°8:

Tabla N° 8: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio, con una concentracion de Acetilcolina de 3x10°M.

SERIE %CM e
Control (etanol 0,5°) 81,22 02,67
Experimental 1 (8. grahamii 0,001 mg/ml) 79,91 03,50
Experimental 2 (S. grahamii 0,01 mg/ml) 76,66 03,48
Experimental 3 (S. grahamii 0,1 mg/ml) 57,29 03,67
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ANEXO N°9:
0.9+
c — Control (etanol 0,5°)
‘0
9 0.6+ —= Schiz. 0.001 mg/ml
£ 0.3- —= Schiz. 0.01 mg/ml
c . .
9 — Schiz. 0.1 mg/ml
o 0.0 ————————— ——
o
S -0.3
2 .
o
O -0.64

Grafico de la variacion de la actividad contractil de aorta de rata en ausencia de
sustancias vasoactivas, en la serie control preincubada con etanol y en las series
experimentales preincubadas con 0,001; 0,01 y 0,1 mg/ml de alcaloides aislados de
Schizanthus grahamii. Cada barra representa el promedio +/- error tipico (n = 10 animales).
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