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1. RESUMEN.

Actividad de alcaloides tipo tropano presentes en Schizanthus grahamii sobre la
contraccion de aorta de rata.

Se evaluo el efecto vasorrelajador de un extracto de alcaloides tipo tropano presentes en
Schizanthus grahamii, frente a la contraccion inducida por noradrenalina en aorta de rata.
A la vez, se evaluo el posible efecto anticolinérgico de éste tipo de alcaloides.

Se obtuvieron anillos de aorta tordcica proveniente de ratas macho de la cepa
Sprague Dawley. Estos fueron montados en bafios de drgano aislado de 3 ml y conectados a
transductores de tension estabilizados a una tension de reposo de 2 g. Los anillos fueron
incubados en solucion Krebs a 37° C (£ 0,5° C), en presencia de 95% de O, y 5% de COa.
Después de un periodo de estabilizacion de 90 minutos se evalu6 el efecto de 0,1 mg/ml de
S. grahamii, sobre la relajacién inducida con acetilcolina (1x10™M - 3x10°M), y la respuesta
contractil inducida por noradrenalina en aorta de rata con endotelio (1x107'M) y sin endotelio
(1x107"°M - 1x10°M). Se utilizaron como controles series con etanol y fentolamina.

El extracto de alcaloides aislados de S. grahamii, inhibi6 significativamente la respuesta
de relajacion inducida por dosis acumulativas de acetilcolina, aumentando el efecto (p<0,05)
de la ICsy (6,82 a 5,64 -Logjo). Se observd que los alcaloides de S. grahamii disminuyeron
significativamente (p<0,05) la contraccion inducida con noradrenalina, tanto en anillos de
aorta con endotelio como sin endotelio. El efecto antagonista adrenérgico de los alcaloides de
S. grahamii fue mas potente en preparaciones de aorta sin endotelio, observandose una
disminucién significativa (p<0,05) del efecto de la ECs (8,37 a 7,96 -Logo), siendo similar a
lo obtenido con fentolamina.

En conclusion los alcaloides tipo tropano presentes en S. grahamii, producen
vasorrelajacion en anillos de aorta de rata. Este efecto podria ser atribuible a un antagonismo
adrenérgico de tipo competitivo, sin embargo no se descarta un posible efecto antagonista
sobre receptores muscarinicos a nivel endotelial.

Palabras claves: Schizanthus grahamii, alcaloides tipo tropano, aorta, etanol, ratas.



2. SUMMARY.

Activity of tropane type alkaloids of Schizanthus grahamii on the contractability of rat
aorta.

The vasorelaxant effect of tropane type alkaloids extracted from Schizanthus
grahamii, on the contraction induced by noradrenaline on rat aorta was evaluated. At the same
time, the possible anticholinergic effect of these alkaloids was also evaluated.

Thoracic aortic rings from Sprague Dawley male rats were used. These were mounted
in an isolated organ bath of 3 ml and connected to a transducers of tension stabilized to a
tension at rest of 2 g. The rings were incubated in Krebs solution at 37° C (+ 0,5° C), in
presence of O, (95%) and CO; (5%). After a period of stabilization of 90 minutes the effect
of 0,1 mg/ml of S. grahamii was evaluated, on the relaxation induced by acetycholine
(1x10™M - 3x10°M), and the contractile response induced by noradrenaline in endothelium-
intact thoracic aortic rings (1x10”M) and without endothelium (1x10"°M - 1x10°M). Controls
series incubated with ethanol and phentolamine were used.

The extract of S. grahamii, containing the isolated alkaloids inhibited the relaxation
response induced by cumulative doses of acetylcholine, increasing its ICs
(6,82 at 5,64 - Logio). S. grahamii alkaloids diminished significantly (p<0,05) the contraction
induced by noradrenaline in aorta rings with and without endothelium. The antagonistic
adrenergic effect of alkaloids in S. grahamii was more potent in aorta preparations without
endothelium, with a significant increase (p<0,05) of the ECsy (8,37 at 7,96 -Logjo), similar
effect was observed with phentolamine incubation.

In conclusion, tropane type alkaloids present in S. Grahamii caused vasorelaxation in
rings of rat aorta. This effect could be attributable to an adrenergic antagonism of competitive
type. However, a possible muscarinic antagonistic effect cannot be discarded at the
endothelium level.

Key words: Schizanthus grahamii, tropane alkaloids type, aorta, ethanol, rats.



3. INTRODUCCION.

3.1. ESTRUCTURA DE LA PARED VASCULAR.

La organizacion basica de todas las arterias es similar. Anatdbmicamente se pueden
distinguir tres capas concéntricas. La capa interna o tinica intima constituida de células
endoteliales con su eje mayor orientado longitudinalmente; una capa media o tinica media
compuesta fundamentalmente por células musculares lisas dispuestas circularmente, y una
capa externa o tunica adventicia constituida por fibroblastos y fibras de coldageno. La capa
intima y la capa media estdn separadas por la lamina elastica interna, y la capa media y la
adventicia estan separadas por la ldmina eldstica externa. La estructura de la pared vascular,
asi como sus propiedades biomecanicas, dependen en gran medida de la matriz extracelular,
que esta compuesta de fibras elasticas y de coldgeno incluidas en un gel compuesto por
proteoglucanos, acido hialuronico, glucoproteinas y agua (Tresguerres y col., 1999;
Barra, 2002).

3.2. FISIOLOGIA DE LA PARED VASCULAR.

3.2.1. Endotelio vascular:

Est4 ubicado en una posicion anatdmica estratégica entre la sangre y la pared vascular,
que le permite actuar como receptor y transmisor de sefiales. Puede registrar y responder a
cambios mediante la liberacion de factores vasoactivos. En la actualidad, el endotelio vascular
es considerado como el principal érgano de regulacion vascular con accién exocrina, paracrina
y autocrina (Tresguerres y col., 1999).

Entre los factores vasoactivos derivados del endotelio que participan en la relajacion
estan: la prostaciclina (PGI2), el 6xido nitrico (NO) y factores hiperpolarizantes del endotelio
(EDHF). Por otra parte, los factores derivados de endotelio que participan como constrictores
de la pared vascular estdn: la endotelina (ET), los factores constrictores derivados del
endotelio (EDCF) y el tromboxano A2 (TXA2) (Guyton y Hall, 1997; Ferrer y col., 1998;
Pérez y col., 1998; Tresguerres y col., 1999).

3.2.2. Musculo liso vascular:

El acoplamiento de excitacion-contraccion en todos los tipos de musculo depende de
los cambios de la concentracién intracelular de calcio y la energia es aportada por la
degradacion de ATP a ADP (Cunningham, 1999).

El calcio participa en el inicio de la contraccion del musculo liso (Ganong, 1998),
donde se conjuga con una proteina fijadora de calcio denominada calmodulina. El complejo
calcio-calmodulina, originado por el aumento de calcio intracelular, activa una enzima
proteincinasa-miosinocinasa que cataliza la hidrélisis del ATP y lo acopla con la fosforilacion



de las cadenas polipeptidicas presentes en las cabezas de las moléculas de miosina. Dicha
fosforilacion incrementa la afinidad de las cabezas de miosina por los filamentos de actina, y
la fuerza de la miosina se transfiere a los filamentos delgados para causar el deslizamiento
filamentoso, la contraccion y la fuerza (Cunningham, 1999).

La homeostasis del calcio intracelular en la contraccion de las células de musculo liso,
se modifica por canales i6nicos, estos son:

e Canales de calcio activados por depolarizacion de membrana ( VDCCs), 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; Iturriaga, 2001).

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

Los VDCCs se encuentran en las membranas celulares y membranas intracelulares de
multiples tejidos. Se han identificado 6 subtipos (L, N, P, Q, T y R), donde los subtipos T y L
estan presentes en células musculares lisas. Al ser excitados, permiten el paso del calcio desde
el liquido extracelular. Aun cuando los canales se abren de forma intermitente y durante cortos
periodos de tiempo, el enorme gradiente eléctrico y quimico empuja el cation hacia el interior
de la célula, invadiendo el citosol (Florez, 1997).

Los ROCs pueden ser activados por noradrenalina en la membrana celular del muasculo
liso vascular aumentando la entrada de calcio desde el liquido extracelular (Li y col., 2004).

En general, el control de la musculatura lisa vascular se divide en mecanismos de
control extrinsecos y mecanismos de control intrinsecos. Dentro de los procesos locales
(intrinsecos) se destacan la autorregulacion, la hiperemia activa y la hiperemia reactiva. El
control central (extrinsecos) puede dividirse en control humoral y neural
(Guyton y Hall, 1997; Cunningham, 1999).

En el control humoral, participan hormonas sistémicas con reconocida accidén
vasoactiva como las catecolaminas, la angiotensina II, la vasopresina y prostaciclina. Otras
sustancias con marcado efecto vasoactivo son la bradicinina, la serotonina, la histamina y las
prostaglandinas (Guyton y Hall, 1997; Tresguerres y col., 1999).

El control neural depende del sistema nervioso autdbnomo, que morfoldgicamente se
divide en el sistema nervioso simpatico y el sistema nervioso parasimpatico. Las fibras
preganglionares simpdticas y parasimpdticas poseen como neurotrasmisor especifico la
acetilcolina, la cual también es liberada por las terminaciones nerviosas posganglionares del
sistema parasimpdtico, siendo estas ultimas denominadas colinérgicas. La mayoria de las
fibras posganglionares simpaticas liberan noradrenalina, denominandose a sus terminaciones
nerviosas adrenérgicas (Florez, 1997; Cunningham, 1999). La acetilcolina de las fibras
simpaticas preganglionares estimulan la médula suprarrenal para la secrecion de catecolaminas
naturales, que se sintetizan a partir de tirosina (Ramos, 2001).



3.2.2.1. Trasmision adrenérgica: Los receptores adrenérgicos son estructuras moleculares
glucoproteicas que responden a estas catecolaminas, transforméandola en una respuesta celular
especifica. Los estudios de fijacion de radioligando agonistas o antagonistas demuestran que
en un mismo Organo coexisten varios subtipos de receptores adrenérgicos, en proporciones
distintas, como ocurre en la pared vascular (Flérez, 1997).

A partir de las respuestas obtenidas en diversos érganos a las catecolaminas naturales
adrenalina y noradrenalina, y a la sintética isoprenalina, Ahlquist en 1948 clasificd los
receptores adrenérgicos en dos clases, a y . Esto fue confirmado con la aparicion de farmacos
antagonistas que bloquean de una manera selectiva las acciones a (ergotamina y
fenoxibenzamina) y B (dicloroisoprenalina y propanolol) (Florez, 1997; Guimaraes, 2001).

Los receptores a son estimulados en orden de potencia: adrenalina, noradrenalina e
isoprenalina. Se asocian a una actividad contractil de la musculatura lisa vascular
(Flérez, 1997). Se dividieron inicialmente en dos grupos, a; y a,. Esto se comprobd en
diversos organos donde la adrenalina, la noradrenalina y otros agonistas con accién o, eran
capaces de inhibir la liberacion de noradrenalina provocada por la estimulacion de receptores
en fibras noradrenérgicas, designando a los receptores presindpticos ap-adrenoceptores,
teniendo un efecto de retroalimentacién negativa. Por otro lado, los agonistas a tienen la
capacidad de contraer fibra muscular lisa, denominidndose receptores postsinapticos
a;-adrenoceptores (Florez, 1997; Iturriaga, 2001).

Se ha comparado, in vivo e in vitro, las acciones farmacoldgicas de noradrenalina y
adrenalina. Ambos son agonistas directos y sus acciones difieren sobre todo en su eficacia
para estimular a los receptores a y P,. En esencia, son equipotentes para estimular los
receptores B;. La noradrenalina es un agonista potente de los receptores a, y tiene poca accion
en los receptores 3, (Hardman y col., 2001).

En algunos mamiferos, la contraccion del musculo liso vascular es mediada por
a-adrenoceptores. En arterias aisladas de perro (aorta, femoral, mesentérica, yeyunal, renal y
esplénica) la contraccion es mediada por a;-adrenoceptores. También estos receptores
predominan en arteria carotida, mesentérica, renal y arterias coccigeas de rata, y en arterias
humanas. En la vena safena de perros y humanos, predominan a,-adrenoceptores, mediando la
contraccion. En el musculo liso de aorta de rata predominan a,-adrenoceptores, mediando la
contraccion in vivo ¢ in vitro del 6rgano aislado (Guimaraes, 2001).

Los receptores B son estimulados en orden de potencia: isoprenalina, adrenalina y
noradrenalina, y se les asocia a una actividad relajadora de la musculatura vascular
(Florez, 1997). Los receptores [ se dividen en B;, que predominan en el miocardio;
B> ubicados especialmente en musculo liso y [; presentes en el tejido adiposo
(Hardman y col., 2001; Florez, 1997).

Es bien conocido que los aj-adrenoceptores asociados a la proteina Gg, actGan
estimulando la fosfolipasa C que hidroliza el fosfoinositol, resultando en la formacion de los



segundos mensajeros inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), los que llevan a un
aumento del calcio intracelular (Benhan y Tsien, 1988; Florez, 1997; Guimaraes, 2001).

La respuesta molecular de la activacion ap-adrenoceptores se caracteriza por su
capacidad de asociarse a proteina G;, inhibir la adenilciclasa y reducir la concentracion del
segundo mensajero adenosinmonofosfato (AMPc) (Florez, 1997), produciendo actividad en
los canales de potasio y de calcio (Guimaraes, 2001).

La activacion de los B-adrenoceptores por un agonista B adrenérgicos, estimula la
enzima adenilciclasa mediante la interaccion con una proteina Gs, lo que estimula un aumento
de AMPc. En los vasos, la relajacion del musculo liso por activacion B-adrenérgica, puede
deberse a un aumento de la permeabilidad para el potasio con la consiguiente
hiperpolarizacién de la membrana (Florez, 1997).

Los efectos clinicos de la activacion de los receptores a adrenérgicos en el musculo
liso vascular, resultan en un incremento de la resistencia vascular periférica y de la presion
arterial. Aunque es limitada la utilidad clinica de estos compuestos, pueden tenerla para tratar
algunos pacientes con hipotension o choque. Fenilefrina y metoxamina son vasoconstrictores
de accion directa y son activadores selectivos de los receptores o;. Mefentermina y
metaraminol actian de manera directa como indirecta, es decir, una parte de sus efectos es
mediada por liberacion de noradrenalina endégena (Hardman y col., 2001).

Los antagonistas o adrenérgicos tienen un espectro amplio de especificidades
farmacoldgicas, inhiben la vasoconstriccion inducida por las catecolaminas endogenas;
causando vasodilatacion tanto en los vasos de resistencia arteriolar como en las venas.
Algunos de estos farmacos poseen afinidades notablemente diferentes por los receptores o y
a,. Es asi como la prazosina es mucho mas potente para bloquear a los receptores a; que a los
o, denominandose o) selectivo. En cambio la yohimbina es selectiva a; la fentolamina tiene
afinidades similares por ambos subtipos de receptores (Hardman y col., 2001).

3.2.2.2. Transmision colinérgica: La acetilcolina es un neurotransmisor endogeno que
estimula dos diferentes tipos receptores, muscarinicos y nicotinicos (Cunningham, 1999;
Hardman y col., 2001). Sir Henry Dale en 1914, define como receptores muscarinicos 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). Los receptores nicotinicos se encuentran en la sinapsis entre las
neuronas pre y postgaglionares de los sistemas simpdatico 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, 2001).

La diferente selectividad de algunos receptores muscarinicos en territorios especificos,
inicid un proceso de diferenciacion de subtipos de receptores. Se han determinado al menos
5 subtipos designados de M; a Ms, los cuales se identificaron por clonacién. Los receptores



M, se presentan en ganglios autonémicos y corteza cerebral; los receptores M,, predominan
en el miocardio y en mucho menor grado en la musculatura lisa; los receptores Mz y Ms, se
encuentran en células secretoras y en células de la musculatura lisa; los receptores My, se
ubican en células endoteliales y neuronas ganglionares. Los receptores muscarinicos ubicados
en las células endoteliales de los vasos sanguineos, reciben poca o ninguna inervacion
colinérgica (Florez, 1997; Hardman y col., 2001).

Todos los subtipos de receptores muscarinicos ejercen sus efectos mediante
proteinas G. Dependiendo de la naturaleza de la proteina G, esta interaccion activa el sistema
de segundos mensajeros a través de tres vias: inhibicion de la enzima adenilciclasa,
estimulacion de la hidrélisis de fosfoinositol y regulacion de la abertura de un canal idnico
(Florez, 1997).

La acetilcolina puede activar los receptores Mj en el endotelio y musculo liso vascular.
Estimula principalmente proteinas Gq/11 que desencadena la activacion de la fosfolipasa C, con
la siguiente produccion de polifosfatos de inositol (IP; e IPs) y de DAG que activa a la
proteincinasa C. IP; produce descargas de calcio intracelular desde su sitio de almacenamiento
en el reticulo endosplasmico. Este estimulo provoca la sintesis de NO o factores de relajacion
derivados del endotelio (Hardman y col.,, 2001), que se difunde fuera de las células
endoteliales y dentro de las células de musculo liso cercano, provocando vasodilatacion
(Flérez, 1997; Cunningham, 1999).

Los efectos de la activacion de los diferentes subtipos de receptores muscarinicos,
varian segln la especie animal; localizacion anatomica del vaso sanguineo; subtipo de receptor
muscarinico predominante y la interaccidén con agentes muscarinicos (Eglen y col., 1996).

Los agonistas colinérgicos de accion muscarinica imitan los efectos de la acetilcolina;
estos de manera caracteristica son congéneres o alcaloides naturales de accion mas prolongada
(Hardman y col., 2001). Se clasifican en aquellos de accion directa e indirecta. Se encuentran
en el grupo de accidén directa la acetilcolina, metacolina, carbacol, betanecol, muscarina,
pilocarpina, arecolina, aceclidina, entre otros. La accion de la acetilcolina en el sistema
cardiovascular es la vasodilatacion que se extiende practicamente a todos los lechos
vasculares, siendo mas sensible la dilatacion arteriolar, esto si el endotelio esta intacto
(Florez, 1997).

Los antagonistas muscarinicos o antimuscarinicos son sustancias que inhiben de forma
preferente y competitiva los receptores colinérgicos muscarinicos. La atropina y la
escopolamina son los fAirmacos antimuscarinicos mds conocidos, siendo Atropa belladona y
Datura stramorium las plantas donde se encuentra la atropina, y Hyoscyamus niger donde
proviene la escopolamina. Ambas tienen afinidad con todos los subtipos de receptores
muscarinicos (Florez, 1997).

En los ultimos afios, el tratamiento de las enfermedades por las plantas ha tenido un
resurgimiento especialmente en los paises desarrollados. Las explicaciones de este fendmeno
son bdasicamente: las plantas medicinales contienen sustancias que no han podido ser



sintetizadas, los efectos secundarios de las drogas de sintesis y las numerosas investigaciones
cientificas que se han realizado en relacion a la composicion de las plantas medicinales
(Laboratorios Hochstetter, 1996).

3.3. ALCALOIDES.

El término alcaloide fue propuesto por el farmacéutico W. Meissner en 1819 y se
aplica comtinmente a los compuestos de origen vegetal que tienen propiedades alcalinas.
Generalmente son insolubles en agua, pero solubles en alcohol, éter, cloroformo, entre otros
(Novelly, 1959).

Los alcaloides de tipo tropano son un grupo determinado de alcaloides que se
encuentran distribuidos en el reino vegetal en varias familias de plantas entre las que se
encuentran:  Orchidaceae, Dioscoreaceae, Proteaceae, Rhizophoraceae, Cruciferae,
Eritroxilaceae, Euphorbiaceae, Convolvulaceae, Brassicaceae, Olacaceae y Solanaceae
(Muiioz, 1992).

La principal familia en donde se encuentran los alcaloides de tipo tropano corresponde
a la Solanaceae (Brachet y col., 1997).

Las plantas del género Schizanthus, pertenecientes a la familia Solanaceae, son
endémicas de Chile, con excepcion de Schizanthus grahamii cuya éarea de distribucion
alcanza también a Argentina (Coccuci, 1989). Existen hasta el momento mas de 27 especies
diferentes dentro del género Schizanthus, siendo conocidas mas bien por sus caracteristicas
ornamentales que por sus propiedades quimicas o su potencial aplicabilidad medicinal. Suelen
ser conocidas por una serie de sinonimias comunes: “orquidea del hombre pobre”, “flor de
pajarito”, “pajarito”, “mariposa”, etc. (Gambaro y col., 1983; Mufioz, 1992). Los alcaloides
tipo tropano son conocidos también como alcaloides de esqueleto tipo tropano o de base de
tropano, ya que comparten una estructura molecular comtn dada por un anillo tropénico. Las
diferencias estructurales entre cada uno de los alcaloides estin dadas por la diversidad de

radicales que se unen al anillo tropanico (Mufioz, 1992).

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).

Los alcaloides tipo tropano han sido aislados de diferentes especies del género
Schizanthus, entre las que se encuentran Schizanthus hookerii (San Martin y col., 1980;
Gambaro y col., 1983), Schizanthus grahamii (San Martin y col., 1987), Schizanthus litoralis
(Mufioz y col., 1996) y Schizanthus pinnatus (Griffin y Lin, 1999). Esto incentiva a
investigar la quimica y farmacologia de los alcaloides tipo tropano presentes en el género
Schizanthus como una eventual fuente de novedosas estructuras con potencial accion
selectiva (Hartmann y col., 1996).



En el Instituto de Farmacologia, perteneciente a la Facultad Ciencias Veterinarias de la
Universidad Austral de Chile, se han realizado diferentes trabajos apuntando al probable
efecto anticolinérgico de los alcaloides tipo tropano presentes en el género Schizanthus.
Siguiendo esta linea de investigacion, Castillo (2002) concluy6 que los alcaloides tipo tropano
presentes en Schizanthus hookeri inhibieron la respuesta contractil maxima de ileon de rata,
debido a un antagonismo colinérgico frente a acetilcolina y carbacol. Gottschalk (2003) evalu6
los alcaloides tipo tropano 3a-senecioloxitropan 6B-ol y 3a-mesaconilmetiloxitropan 6f3-ol,
presentes en Schizanthus grahamii, donde concluyé que inhiben significativamente la
relajacion producida por carbacol en aorta de rata. Ademas de esta actividad anticolinérgica
descrita por Gottschalk (2003), observo que esos alcaloides disminuyeron la magnitud de la
contraccion producida por noradrenalina, indicando mas de un efecto sobre la aorta.

3.4. HIPOTESIS.

Los alcaloides tipo tropano extraidos de Schizanthus grahamii disminuyen la
contracciéon maxima de la curva dosis repuesta dependiente de noradrenalina, en aorta de rata.

3.5. OBJETIVOS.

Los objetivos planteados en el siguiente trabajo fueron:
e Evaluar el efecto de los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii sobre la curva dosis
respuesta inducida por acetilcolina.
e Evaluar el efecto de los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii sobre la actividad
contractil de aorta de rata frente a la contraccion inducida por noradrenalina.
e Comparar la actividad de los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii sobre la curva
dosis respuesta inducida por noradrenalina, con fentolamina.



4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. MATERIAL.

4.1.1. Material bioldgico:

Se utilizaron 54 ratas machos, cepa Sprague Dawley entre 250 y 300 g de peso,
provenientes del bioterio del Instituto de Farmacologia de la Universidad Austral de Chile y
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad 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 ad-libitum con pellet estandarizado para ratas.

4.1.2. Material farmacolégico:

Fentolamina.'

Etanol.”

Noradrenalina.

Acetilcolina.?

Solucién Krebs (NaCl, KC1, NaH,PO4, MgCl,, NaHCO3, CaCl, y glucosa).?
Alcaloide tipo tropano extraidos de Schizanthus grahamii * (Anexo 1).
Mezcla gaseosa con 95% de O, y 5% de CO,.°

4.1.3. Instrumentos:

e Bafio de organo aislado.

Guillotina.

Transductor de tension Grass modelo FTOC3.
Poligrafo Grass modelo 7.

Material quirargico y de laboratorio.

! Laboratorio Ciba-Geigy.

? Laboratorio Merck.

3 Laboratorio Sigma.

: Proporcionados por el Dr. Orlando Muiioz, Dpto. de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
AGA S.A.
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4.2. METODOS.

4.2.1. Obtencion y preparacion de la aorta de rata:

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion con guillotina. Mediante toracotomia se
identificod y extrajo un segmento de la arteria aorta entre el arco aodrtico y el diafragma
(Anexo 2). El segmento extraido fue colocado en una placa de Petri que contenia solucion de
Krebs con la siguiente composicion (mM): NaCl 120; KCI1 5,9; NaH,PO4 1,2; MgCl, 1,2;
NaHCO; 15,4; CaCl, 2,5 y glucosa 11,5. Posteriormente fue limpiado del tejido conectivo y
sangre para cortar pequefios anillos de 3-4 mm de longitud.

Los anillos de aorta se montaron sobre dos pequefios ganchos metéalicos ubicados en el
interior del bafio de 6rgano aislado, el cual contenia 3 ml de solucién Krebs a 37°C (+/- 0,5°C)
con constante burbujeo de una mezcla gaseosa de 95% de O, y 5% de CO; (Anexo 3). Los
ganchos estaban conectados a un transductor de tension isométrico FTO3C (Grass Instruments
C.O. Quince, Mass. USA), y este a un poligrafo Grass modelo 7.

Los anillos de aorta, montados en los bafios de 6rgano aislado, fueron estabilizados a
una tension de reposo de 2 g durante 60 minutos, cambiando la solucion de Krebs cada
10 minutos.

En los experimentos donde el endotelio fue removido, este se retird deslizando un
alambre de acero sobre la pared interna de la aorta (Pérez y col; 2002).

Para determinar la ausencia del endotelio, se adiciond acetilcolina (1x10°M) previa
contraccién con noradrenalina (1x10®*M). La concentracién de noradrenalina (1x107M)
propuesta por Furchgott y Zawadzki (1980) fue diluida, debido a que no era posible lograr la
tension de reposo en anillos sin endotelio. La ausencia de relajacion en presencia acetilcolina,
indico que el endotelio fue removido exitosamente (Wang y col; 1999).

Para determinar si el endotelio estaba intacto, se contrajo los anillos con noradrenalina
(1x10"M) y 5 minutos después se adicion6 acetilcolina a una concentracion de 1x10°M. La
relajacion con acetilcolina, indico la presencia de endotelio (Furchgott y Zawadzki, 1980;
Martin y col., 2002).

El extracto del alcaloide fue disuelto en etanol. La concentracién del solvente fue
0,25% en el bafio de 6rgano aislado, estando disuelto en esa concentracion 0,1 mg/ml del
alcaloide.

Las bases utilizadas en la preparacion y valoracion de la actividad de aorta aislada,
incluyendo la utilizaciéon de bafios de organo aislado estan de acuerdo a los protocolos
descritos por Enna y col. (1998).
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4.2.2. Evaluacion de alcaloides en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina,
en anillos de aorta:
Comprobada la integridad del endotelio, se realiz6 el siguiente procedimiento:

e Se estabilizd los anillos aorticos a 2 g de tension durante 30 minutos, cambiando la
solucion de Krebs cada 10 minutos.

e Los anillos de la Serie Alcaloides fueron preincubados con 0,1 mg/ml del alcaloide por
10 minutos (Tabla 1).

e Se agregd noradrenalina 3x107”'M, para luego esperar 5 minutos (Montecinos, 2004).

e Seguidamente se agregd acetilcolina en dosis acumulativas entre 1x10*M a 3x10°M,
calculando concentraciones intermedias para obtener 8 puntos de referencia en las graficas.

Se realizaron dos curvas controles. La primera fue preincubada con solucion de Krebs
(Control Krebs) y la segunda con el solvente del extracto (Control Etanol), lo que permitid
evaluar el efecto del solvente sobre la musculatura de la aorta.

Los datos de cada relajacion provocada por acetilcolina, fueron expresados usando
como referencia el porcentaje de la contraccion méxima lograda por noradrenalina, calculando
en cada serie la ICsy (Concentracion en la que se obtiene la mitad del efecto inhibitorio).

Tabla 1: Resumen de la evaluacion de la relajacion provocada por dosis acumulativas de
acetilcolina previa contraccion con noradrenalina.

EVALUACION
SERIES EN . o .
ESTUDIO PREINCUBACION |CONTRACCION RELAJACION
./ Noradrenalina Acetilcolina
Control Krebs Solucion de Krebs (3xI 0'7M) (1x1 0*M a 3x1 O'SM)
Noradrenalina Acetilcolina
0
Control Etanol Etanol 0,25% (3xI 0'7M) (1xI 0*M a 3x1 O'SM)
Serie Schizanthus grahamii Noradrenalina Acetilcolina
Alcaloides 0,1 mg/ml (3x10"M) (1x10™M a 3x10°M)

4.2.3. Evaluacion de alcaloides sobre la actividad contractil de aorta de rata con
endotelio y sin endotelio estimulada con una concentracion de noradrenalina:
Comprobada la funcionalidad del endotelio, se realiz6 el mismo procedimiento para los

anillos con y sin endotelio:

e Anillos adrticos fueron estabilizados a 2 g durante 30 minutos, cambiando la solucién de
Krebs cada 10 minutos.

e Los anillos de las series experimentales (Serie con Endotelio y Serie sin Endotelio) fueron
preincubados con 0,1 mg/ml del alcaloide por 10 minutos (Tabla 2).

e Se agreg6 noradrenalina 1x10™M.
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Se realizaron dos controles. El primero con solucién de Krebs (Control Krebs) y el
segundo (Control Etanol) con el solvente del extracto. Los datos de cada contraccion fueron
expresados en gramos.

Tabla 2: Resumen de la evaluacion de la contraccion provocada por noradrenalina en aorta de
rata con y sin endotelio.

SERIES EN . .
ESTUDIO PREINCUBACION |CONTRACCION

iy Noradrenalina

Control Krebs Solucion de Krebs (1x10°M)
Noradrenalina

o

Control Etanol Etanol 0,25% (1xI 0_8M)
Serie con Schizanthus grahamii Noradrenalina

Endotelio 0,1 mg/ml (1x10°*M)
Serie sin Schizanthus grahamii Noradrenalina

Endotelio 0,1 mg/ml (1x10™°M)

4.2.3. Evaluacion de alcaloides en una curvas dosis respuesta de noradrenalina en anillos
de aorta sin endotelio:

Comprobada la ausencia de endotelio, se estabilizaron los anillos a 2 g de tension
durante 30 minutos, cambiando la solucion de Krebs cada 10 minutos.

Para la construccion de la curva dosis respuesta preincubada con los alcaloides
(Serie Alcaloides), se realiz6 el siguiente procedimiento:
e Anillos fueron preincubados con 0,1 mg/ml de los alcaloides por 10 minutos.
e Se agregaron dosis acumulativas de noradrenalina entre 1x10"°M a 1x10°M, calculando
concentraciones intermedias para obtener 9 puntos de referencia en las graficas (Tabla 3).

Para la construccion de la curva dosis respuesta preincubada con fentolamina
(Serie Fentolamina), se realizo el siguiente procedimiento:
e Anillos fueron incubados con 2x10™M de fentolamina por 10 minutos.
e Se agregaron dosis acumulativas de noradrenalina entre 1x10"°M a 1x10°M, calculando

concentraciones intermedias para obtener 9 puntos de referencia en la construccion de las
graficas (Tabla 3).

Se realizaron dos curvas controles. La primera fue preincubada con solucién de Krebs
(Control Krebs) y la segunda (Control Etanol) con el solvente del extracto.



Los datos fueron expresados como porcentaje de la contraccion maxima lograda por
noradrenalina, calculando en cada serie la ECsy (Concentracion en la que se obtiene la mitad
del efecto maximo).

Tabla 3: Resumen de la evaluacion de la contraccion provocada por dosis acumulativas de
noradrenalina.

SERIES EN . .
ESTUDIO PREINCUBACION |CONTRACCION
. Noradrenalina
Control Krebs Solucion de Krebs (1xI oM a 1x1 0'6M)
Noradrenalina
o
Control Etanol Etanol 0,25% (1xI 0"M a 1x1 0'6M)
Serie Schizanthus grahamii Noradrenalina
Alcaloides 0,1 mg/ml (1x10"°M a 1x10°M)
Serie Fentolamina Noradrenalina
Fentolamina 2x10% M (1x10"°M a 1x10°M)

4.3. PROCEDIMIENTO ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron expresados como medias aritméticas y
su error tipico. Se utilizé un nivel de significancia de 0,05; siendo significativo un p<0,05 y
como no significativo un p>0,05. Ademas se realizaron pruebas inferenciales intra e interseries
paramétricas. La metodologia estadistica aplicada en el analisis de los valores obtenidos fue el
siguiente:

e Prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov, utilizada con el fin de comprobar la
normalidad de los datos (Zar, 1999).

e Prueba de homocedasticidad de Barlett, aplicada con el fin de comprobar que las varianzas
entre las serie fueran homogeneas (Zar,1999).

e Andlisis de varianza paramétrico (Andeva) de una via, cuyo objetivo fue comparar los
promedios de tres o mas grupos de datos (Spiegel, 1991).

e Prueba de comparaciones multiples de Tukey, usado en los casos en que el Andeva
paramétrico resultd significativo (Zar, 1999).

Para el andlisis de la informacion obtenida, se utilizd el programa computacional
estadistico Graph Pad Prism.



5. RESULTADOS.

5.1. EVALUACION DE LOS ALCALOIDES SOBRE LA CURVA DOSIS RESPUESTA
DEPENDIENTE DE ACETILCOLINA, EN ANILLOS DE AORTA.

Se observd una disminucion significativa (p<0,05) de la magnitud de la relajacion y un
desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis respuesta de la Serie Alcaloides, respecto a
las curvas Control (Grafico 1 y Anexos 4 al 11).

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) al comparar los anillos
preincubados con solucion de Krebs (Control Krebs) respecto a los preincubados con etanol al
0,25% (Control Etanol).

Los valores de ICs fueron para Control Krebs, Control Etanol y la Serie Alcaloides de:
6,82; 6,8 y 5,64 -Logio respectivamente (Grafico 2 y Anexo 12). Al valorar el efecto de la
relajacion sobre la ICsg, se pudo constatar un aumento significativo (p<0,05) en los anillos
preincubados con el extracto de Schizanthus grahamii (Serie Alcaloides).

0 = Control Krebs
= 0 4 Control Etanol
é v Serie Alcaloides
= 40—
=
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=
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°
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I I I I I
-8 -7 -6 5 -4
Log M de Acetilcolina

Grafico 1: Comparacion de la relajacion inducida por acetilcolina en anillos de aorta
preincubados con Krebs (Control Krebs), Etanol (Control Etanol) y Alcaloides 0,1 mg/ml
(Serie Alcaloides) extraidos de Schizanthus grahamii. Cada punto representa el promedio
+/- error tipico de un “n” de 6 animales. Asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05).
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Grafico 2: 1Cs, inducida por acetilcolina, en anillos de aorta preincubados con Krebs (Control
Krebs), Etanol (Control Etanol) y Alcaloides 0,1 mg/ml (Serie Alcaloides) extraidos de
Schizanthus grahamii. Cada barra representa el promedio +/- error tipico de un “n” de 6
animales. Asterisco (*) indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05).



5.2. EVALUACION DE ALCALOIDES SOBRE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DE
AORTA DE RATA CON ENDOTELIO Y SIN ENDOTELIO ESTIMULADA CON
UNA CONCENTRACION DE NORADRENALINA.

Se observaron diferencias significativas (p< 0,05) en los gramos de contraccion de los
anillos que fueron preincubados con 0,1 mg/ml de los alcaloildes en:
e La Serie con Endotelio y en la Serie sin Endotelio respecto a los Controles.
e La Serie con Endotelio respecto a la Serie sin Endotelio (Grafico 3 y Anexo 13).

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) al comparar los anillos
preincubados con solucion de Krebs (Control Krebs) respecto a los preincubados con etanol al
0,25% (Control Etanol).
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Grafico 3: Contraccion méaxima inducida con noradrenalina (1x10™°M) en los anillos de aorta
de rata preincubados con Krebs (Control Krebs), etanol (Control Etanol), 0,1 mg/ml de los
alcaloides presentes en Schizanthus grahamii (Serie con endotelio y Serie sin endotelio).
Cada barra representa el promedio +/- error tipico de un “n” de 6 animales. Asteriscos (*)
indican diferencias estadisticamente significativa (p< 0,05).

17



5.3. COMPARACION DEL EFECTO DE LOS ALCALOIDES SOBRE LAS CURVAS
DOSIS RESPUESTA DE NORADRENALINA EN ANILLOS DE AORTA SIN
ENDOTELIO.

Se observé una menor magnitud (p<0,05) de la contracciéon, ademas de un
desplazamiento hacia la derecha de las curvas dosis respuesta de la Serie Alcaloides y de la
Serie Fentolamina, respecto a las curvas Control (Graficos 4 y 5, Anexos 14 al 22).

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) al comparar los anillos
preincubados con solucion de Krebs (Control Krebs) respecto a los preincubados con etanol al
0,25% (Control Etanol). No se observaron diferencias significativas (p> 0,05) al comparar los
anillos preincubados con los alcaloides (Serie Alcaloides) respecto a los preincubados con
fentolamina (Serie Fentolamina) (Graficos 4 y 5).

Los valores de ECsy fueron para Control Krebs, Control Etanol, Serie Alcaloides y la
Serie Fentolamina de: 8,37; 8,27; 7,96 y 7,93 -Log) respectivamente (Grafico 6 y Anexo 23).
Al valorar el efecto de la contraccion sobre la ECsy, se pudo constatar una disminucion
significativa (p<0,05) en los anillos de aorta preincubados con el extracto de Schizanthus
grahamii (Serie Alcaloides) y preincubados con fentolamina (Serie Fentolamina).
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Grafico 4: Comparacion de la contraccion inducida por noradrenalina en anillos de aorta
preincubados con Krebs (Control Krebs), etanol (Control Etanol) y alcaloides 0,1 mg/ml
(Serie Alcaloides) extraidos de Schizanthus grahamii. Cada punto representa el promedio
+/- error tipico de un “n” de 6 animales. Asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05).
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Grafico 5: Comparacion de la contraccion inducida por noradrenalina en anillos de aorta
preincubados con Krebs (Control Krebs), etanol (Control Etanol) y fentolamina 2x10*M
(Serie Fentolamina). Cada punto representa el promedio +/- error tipico de un “n” de
6 animales. Asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).
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Grafico 6: ECsy inducida por noradrenalina, en anillos de aorta preincubados con Krebs
(Control Krebs), etanol (Control Etanol) y fentolamina 2x10°M (Serie Fentolamina). Cada
barra representa el promedio +/- error tipico de un “n” de 6 animales. Asteriscos (*) indican
diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).
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6. DISCUSION.

De los estudios quimicos del género Schizanthus, se pudo inferir que el género
acumula un amplio espectro de alcaloides derivados del tropano con estructuras unicas
(De la Fuente y col., 1988).

Los alcaloides son solubles en solventes organicos como etanol, el cual fue utilizado
por Guerrero y col. (2002) en su trabajo en aorta aislada de rata. Sin embargo, existen
investigaciones acerca del efecto del etanol en la contraccion y relajacion en este 6rgano, al
respecto Knych y col. (1984) y Knych (1992) mencionan que induce contraccion dependiente
de la dosis en aorta de rata, a la vez que Hatake y col. (1993) estudi6 el efecto del etanol en la
relajacion inducida por acetilcolina en aorta de rata. Estos antecedentes bibliograficos
justifican y validan la realizacién de un control con etanol.

El posible efecto como bloqueador colinérgico de los alcaloides proveniente del género
Schizanthus ha sido investigado tanto in vivo como in vitro en: ileon y aorta aislada de rata
(Castillo, 2002; Mancilla, 2002; Montecinos, 2004), en modelos de presion arterial Goldblatt
dos rifiones una pinza (Ziehlmann, 2003; Zamora, 2004), L-NAME (Cabello, 2003).
Sin embargo, Gottschalk (2003) al evaluar alcaloides presentes en Schizanthus grahamii en
aorta de rata, determind una menor magnitud en la contraccion de aorta de rata inducida por
noradrenalina. Esta actividad vasorelajadora ha sido investigada en otros alcaloides y extractos
como:

e Gou-teng, una droga obtenida de Uncaria rhynchophylla, es usada para el tratamiento de
hipertension en la medicina china. Su mecanismo de accion en aorta de rata es por descarga
de EDRF y NO (Kuramochi y col., 1994).

e Sanguinarine, alcaloide extraido de Sanguinarine canadensis con actividad
antiinflamatoria y antibacterial. En aorta de rata provoca vasorelajacion supuestamente por
inhibicién de formacidon de IP3 y bloqueo de canales de calcio (Hu y col., 2001).

e Arbutus unedo, es usada en Marruecos para tratar la hipertension arterial. El extracto de la
raiz produjo relajacion en aorta de rata con endotelio intacto. El mecanismo de accion
sugerido es el aumento de la NOg (oxido nitrico sintasa) endotelial (Ziyyat y col., 2002).

e N-Allylsecoboldine es un derivado de la boldina que fue probado en aorta de rata. El
mecanismo de accidén es por un bloqueo de canales de calcio y por un antagonismo
aj-adrenoceptores (Yu y col., 1994).

6.1. EVALUACION DE LOS ALCALOIDES SOBRE LA CURVA DOSIS RESPUESTA
DEPENDIENTE DE ACETILCOLINA, EN ANILLOS DE AORTA.

Acetilcolina, a pesar de carecer virtualmente de aplicaciones terapéuticas
(Hardman y col., 2001), es usada en el estudio de la fisiologia vascular (Pérez y col., 2002).
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La dilataciéon de los lechos vasculares por acetilcolina se debe a la presencia de
receptores muscarinicos, primordialmente del tipo Mj; (Jaiswal y col, 1991,
Bruning y col., 1994). Cuando se estimulan los receptores M3 ubicado a nivel endotelial en la
aorta de rata, las células endoteliales descargan factor relajante derivado de endotelio u NO, el
que difunde hacia las células del musculo liso adyacente, produciéndose la relajacion en ratas
normotensas (Neelam y col., 1991; Boulanger y col., 1994).

Las plantas que contienen alcaloides de tipo tropano, presentan compuestos de tipo
atropina y derivados, por lo tanto, un posible efecto anticolinérgico. Este efecto es la actividad
farmacoldgica mas estudiada para los alcaloides de la familia Solaneaceae (Muifioz, 1992).

Los resultados observados en este estudio, mostraron una disminucidn significativa
(p<0,05) de la relajacion inducida con acetilcolina, con un desplazamiento hacia la derecha de
la curva de dosis respuesta de la Serie Alcaloides, comparada con los Controles (Grafico 1).
Esto concuerda con los resultados obtenidos en otros estudios, en los que se ha probado la
capacidad de los alcaloides del género Schizanthus para inhibir o disminuir el efecto de
diferentes agonistas colinérgicos (acetilcolina y carbacol) en el tono de la musculatura lisa de
ileon aislado (Castillo, 2002; Mancilla, 2002; Ponce, 2002) como en el tono de la musculatura
lisa en aorta de rata (Gottschalk, 2003; Montecinos 2004). Considerando los valores de ICs
(Gréfico 2) y la forma de la curva dosis respuesta (Grafico 1), se demostré que es necesario
aplicar una dosis de mayor concentracion de acetilcolina para lograr el 50% del efecto
inhibitorio méximo al preincubar con los alcaloides extraidos de Schizanthus grahami. Esto
sugiere que los alcaloides podrian actuar como antagonistas sobre receptores muscarinicos a
nivel endotelial.

Los antecedentes obtenidos de los alcaloides tipo tropano extraidos del género
Schizanthus, justifico investigar el efecto anticolinérgico de los alcaloides de este estudio, tal
como lo fue para los alcaloides estudiados por Gottschalk (2003) y Montecinos (2004), para
luego continuar con la hipotesis planteada.

6.2. EVALUACION DE ALCALOIDES SOBRE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DE
AORTA DE RATA DEPENDIENTE DE NORADRENALINA.

Noradrenalina es una catecolamina natural, que genera vasoconstriccion al activar
receptores adrenérgicos en aorta (Fauaz y col., 2000). Se ha utilizado para la contraccion de
aorta de rata aislada, donde se han investigado mecanismos de vasorelajacion de alcaloides y
extractos de plantas (Adegunloye y col., 1996; Iturriaga, 2001; Ziyyat y col., 2002). La
vasorelajacion se produciria por mecanismos dependientes del endotelio como de la
musculatura lisa vascular, por esto se realizan estudios en anillos de aorta con endotelio y sin
endotelio (Kuramochi y col., 1994; Ziyyat y col., 2002).

Inicialmente se determiné si los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii
condicionaban una disminucion en la contraccion inducida por noradrenalina. Para esto se usé
las mismas concentraciones de alcaloides y noradrenalina trabajado por Gottschalk (2003).
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En el Grafico 3, se observaron diferencias significativas (p< 0,05) en los gramos de
contraccion de los anillos que fueron preincubados con los alcaloides en Ia
Serie con Endotelio y en la Serie sin Endotelio respecto a los Controles. Este resultado indic6
que el efecto de los alcaloides de Schizanthus grahamii fue disminuir la contraccion inducida
por noradrenalina. Ademas se observaron diferencias significativas (p< 0,05) al comparar la
contraccion de la Serie con Endotelio respecto a la Serie sin Endotelio, resultado que sugiere
una mayor actividad de estos alcaloides sobre el musculo liso vascular.

La inhibicion de contraccion en anillos de aorta, inducido por los alcaloides de
diferentes plantas se pueden atribuir a un efecto sobre receptores adrenérgicos
(Chen y col., 1994; Iturriaga 2001), tales como:

e Nantenine, un alcaloide natural aislado desde Platycapnos spicata (Orallo, 2003).

e Tetrandrina, obtenido de Stephania tetrandra y Menispermum dauricum (Kwan y col.,
1996; Iturriaga, 2001).

Para determinar un bloqueo a;, se utilizan antagonistas a-adrenérgicos como prazosina.
Usada, por ejemplo, para relacionar farmacoldgicamente a ocoteina, un antagonista
a-adrenoceptores aislado de Cassytha filiformis (Chang y col., 1997).

En este estudio se utilizdo fentolamina, antagonista o adrenérgico competitivo con
afinidad semejante por los receptores a; y o, (Hardman y col., 2001). Ha sido utilizado en
aorta de rata (Villalobos y col., 1998; Kim y col., 2001) y vena umbilical aislada de ovino
(Zhang y Dyer, 1991). Ademas, Guimaraes (2001) afirma que en aorta de rata predominan los
receptores a, lo que permitid relacionar la actividad provocada por los alcaloides extraidos de
Schizanthus grahamii con un antagonismo o,.adrenoceptores.

Existen antecedentes bibliograficos relacionados con el efecto de drogas
antimuscarinicas sobre a;.adrenoceptores. Holman y McLean (1967), reportd que atropina
deprimia la repuesta de noradrenalina exdgena en vena mesentérica de oveja.
Shinoura y col. (2002) observd que la contraccion inducida por metoxamina (vasoconstrictor
de accion directa en los receptores o) en vena porta de conejo fue menor al aplicar atropina,
indicando un antagonismo competitivo a;. Posteriormente realizé estudios de fijacion de
radioligando, demostrado la actividad antagonista de atropina sobre o;adrenoceptores.

En el Gréafico 4, se observé un desplazamiento significativo (p< 0,05) hacia la derecha
de la curva dosis respuesta graficada como Serie Alcaloides y una menor magnitud de la
contraccion inducida por noradrenalina. Ademas el valor de ECsy (Grafico 6), indicd que se
necesita una mayor concentracion de noradrenalina para alcanzar el 50% del efecto maximo al
preincubar con los alcaloides extraidos de Schizanthus grahami. La comparacion de las
curvas dosis respuesta de los anillos preincubados con 0,1 mg/ml de los alcaloides (Serie
Alcaloides) con respecto a los preincubados con 2x10™M de fentolamina (Serie Fentolamina
en el Grafico 5), no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Esto
sugiere que los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii podrian actuar como antagonista
competitivo sobre a,.adrenoceptores.
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Sin embargo, existen una serie de mecanismos involucrados en la contraccion de la
musculatura lisa de aorta de rata inducida por noradrenalina, sobre los cuales podrian estar
actuando los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii, en resumen estos mecanismos
son:

Inhibicién de receptores o adrenérgicos (Hardman y col., 2001; Iturriaga, 2001).
Estimulacion de receptores 3 adrenérgicos (Satake y col., 1992; Hardman y col, 2001).
Inhibicion la entrada de calcio via ROCs (Li y col., 2004).

Inhibicion la salida de calcio inducido por IP3 (Liy col., 2004).

Inhibicion la entrada de calcio via VDCCs (Martin y col.,2002).

La estimulacién de factores derivados del endotelio que participan en la relajacion
como en la contraccion de la pared vascular, se descarta por la ausencia del endotelio en las
curvas dosis respuesta de noradrenalina (Graficos 4 y 5). Lo anterior, no excluye que los
alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii tengan actividad en un vaso sanguineo con
endotelio intacto (como se observo en la Serie con Endotelio del Grafico 3), permitiendo a
futuro evaluar los mecanismos dependientes de endotelio involucrados en el efecto de estos
alcaloides.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento de las
propiedades de los alcaloides extraidos de Schizanthus grahamii, permitiendo realizar nuevas
investigaciones para orientar su uso en posibles aplicaciones terapéuticas.

6.3. CONCLUSIONES.

Seglin los resultados obtenidos en el presente trabajo al evaluar los alcaloides presentes
en Schizanthus grahamii, sobre la actividad contractil de aorta de rata, se concluye que estos
alcaloides:

e Producen una disminucién de la relajacion inducida por acetilcolina.

e Producen una disminucién en la magnitud de la contraccién inducida por noradrenalina.

e Producen una disminucién de la contraccion inducida por dosis acumulativas de
noradrenalina, siendo esta disminucidn similar a la producida por fentolamina, en las dosis
investigadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se acepta la hipotesis planteada: “Los alcaloides
tipo tropano extraidos de Schizanthus grahamii disminuyen la contraccidon maxima de la
curva dosis repuesta dependiente de noradrenalina, en aorta de rata”.
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8. ANEXOS.

ANEXO 1:

Figura 1: Schizanthus grahamii °

igua 2: Schizanthus grahamii’

® Figura 1: Disponible en Internet: http://www.thompson-morgan.com/seeds/us/product_7429 1.html.
" Figura 2: Disponible en Internet: http://www.anniesannuals.com/signs/S/Schizantus_grahamii.htm.
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ANEXO 2:

e

A

Figura 3: Extraccion del segmento de aorta de rata.

.

Figura 4: Aorta con grasa y adherencias. Figura 5: Aorta Limpia.
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ANEXO 3:

Figura 6: Baiio de 6rgano aislado.

Figura 7: Ganchos metalicos. Figura 8: Anillo de aorta en el bafo.
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ANEXO 4:

Tabla 4: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccion con Noradrenalina (3x10"M), en anillos de aorta con endotelio con una
concentracion de Acetilcolina de 1x10°M.

SERIE %RM EE
Control Krebs (Solucion de Krebs) 0 0
Control Etanol (Etanol 0,25%) 0 0
Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml) 0 0

ANEXO §:

Tabla S: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccién con Noradrenalina (3x107M), en anillos de aorta con endotelio con una
concentracion de Acetilcolina de 3x10°M.

SERIE %RM EE
Control Krebs (Solucion de Krebs) 7,69 2,52
Control Etanol (Etanol 0,25%) 4,89 0,87
Serie Acetilcolina (S, grahamii 0,1 mg/ml) 3,42 1,28

ANEXO 6:

Tabla 6: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccion con Noradrenalina (3x10"M), en anillos de aorta con endotelio con una
concentraciéon de Acetilcolina de 1x107M.

SERIE %RM 1
Control Krebs (Solucion de Krebs) 36,52 6,35
Control Etanol (Etanol 0,25%) 26,20 3,26

Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml)

7,11 1,56
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ANEXO 7:

Tabla 7: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccion con Noradrenalina (3x10"M), en anillos de aorta con endotelio con una
concentraciéon de Acetilcolina de 3x107M.

SERIE %RM IS

Control Krebs (Solucion de Krebs) 66,60 5,06
0

Control Etanol (Etanol 0,25%) 57.89 1,37

Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml) 10,09 2,21

ANEXO 8:

Tabla 8: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccion con Noradrenalina (3x10"'M), en anillos de aorta con endotelio con una
concentracion de Acetilcolina de 1x10°M.

SERIE %RM 123
Control Krebs (Solucion de Krebs) 75,95 3,63
Control Etanol (Etanol 0,25%) 78,44 2,01
Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml) 30,74 3.19

ANEXO 9:

Tabla 9: Porcentaje de la relajacion maxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccion con Noradrenalina (3x107'M), en anillos de aorta con endotelio con una

concentracion de Acetilcolina de 3x10°°M.

SERIE %RM 3.9
Control Krebs (Solucion de Krebs) 82,81 2,15
Control Etanol (Etanol 0,25%) 85,17 1,18
Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml) 58,79 4,77
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ANEXO 10:

Tabla 10: Porcentaje de la relajacion méaxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccion con Noradrenalina (3x10"M), en anillos de aorta con endotelio con una
concentracion de Acetilcolina de 1x10°M.

SERIE %RM IS
Control Krebs (Solucion de Krebs) 85,93 1,96
Control Etanol (Etanol 0,25%) 87,98 1,43
Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml) 79.24 2.14

ANEXO 11:

Tabla 11: Porcentaje de la relajacion méxima promedio (%RM) y su error estandar (EE) para
las series en estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa
contraccion con Noradrenalina (3x10"M), en anillos de aorta con endotelio con una
concentracion de Acetilcolina de 3x10°M.

SERIE %RM 1.9,
Control Krebs (Solucion de Krebs) 89,51 1,82
Control Etanol (Etanol 0,25%) 91,14 1,65
Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml) 85,56 2,03

ANEXO 12:

Tabla 12: Valores de ECsy expresadas en -Logjo y su error estdndar (EE) para las series en
estudio en una curva dosis respuesta dependiente de acetilcolina, previa contraccion con
Noradrenalina (3x107M).

SERIE ECso EE
Control Krebs (Solucion de Krebs) 6.82 0.10
Control Etanol (Etanol 0,25%) 6.68 0.01

Serie Acetilcolina (S. grahamii 0,1 mg/ml) 5 64 0.10
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ANEXO 13:

Tabla 13: Contracciéon maxima promedio (CMP) expresado en gramos y su error estandar
(EE) para las series en estudio sobre la actividad contréctil de aorta de rata con endotelio y sin
endotelio estimulada con una concentracién de Noradrenalina (1x10™M).

SERIE CMP S
Control Krebs (Solucion de Krebs) 1,81 0,06
Control Etanol (Etanol 0,25%) 1,76 0,05
Serie con Endotelio (8. grahamii 0,1 mg/ml) 1,54 0,08
Serie sin Endotelio (S. grahamii 0,1 mg/ml) 122 0,06

ANEXO 14:

Tabla 14: Porcentaje de la contraccion méaxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)

para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
. . . ., . -1

anillos de aorta sin endotelio, con una concentracién de Noradrenalina de 1x10"°M.

SERIE %CM EE
Control Krebs (Solucion de Krebs) 0 0
Control Etanol (Etanol 0,25%) 0 0
Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 0 0
Serie Fentolamina (Fentolamina 2x10°M) 0 0

ANEXO 15:

Tabla 15: Porcentaje de la contraccion maxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
anillos de aorta sin endotelio, con una concentracion de Noradrenalina de 3x1071°M.

SERIE %CM —
Control Krebs (Solucion de Krebs) 1,89 0,56
Control Etanol (Etanol 0,25%) 3,98 0,86
Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 1,88 0,60

- . . 3
Serie Fentolamina (Fentolamina 2x10"M) 0.36 0.23
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ANEXO 16:

Tabla 16: Porcentaje de la contraccion méaxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
anillos de aorta sin endotelio, con una concentracién de Noradrenalina de 1x10”M.

SERIE % CM EE

Control Krebs (Solucion de Krebs) 13,71 4,00

Control Etanol (Etanol 0,25%) 16,44 3.26

Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 3,62 0,87
- . - 3

Serie Fentolamina (Fentolamina 2x107M) 1,65 0,12

ANEXO 17:

Tabla 17: Porcentaje de la contraccion maxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
anillos de aorta sin endotelio, con una concentracion de Noradrenalina de 3x10”M.

SERIE %CM EE

Control Krebs (Solucion de Krebs) 41,09 491

Control Etanol (Etanol 0,25%) 38.11 3.86

Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 8.56 1,87
- ; . 3

Serie Fentolamina (Fentolamina 2x10"M) 6.90 0,98

ANEXO 18:

Tabla 18: Porcentaje de la contraccion méaxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
anillos de aorta sin endotelio, con una concentracién de Noradrenalina de 1x10°M.

SERIE %CM EE
Control Krebs (Solucion de Krebs) 71,04 1,58
Control Etanol (Etanol 0,25%) 70,32 1,11
Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 4531 1,89
Serie Fentolamina (Fentolamina 2x10™°M) 42,75 1,74




ANEXO 19:

Tabla 19: Porcentaje de la contraccion méaxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
anillos de aorta sin endotelio, con una concentracién de Noradrenalina de 3x10°M.

SERIE %CM EE

Control Krebs (Solucion de Krebs) 8347 0,58

Control Etanol (Etanol 0,25%) 83.57 111

Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 62.10 311
N N N g

Serie Fentolamina (Fentolamina 2x107M) 62.17 225

ANEXO 20:

Tabla 20: Porcentaje de la contraccion maxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
anillos de aorta sin endotelio, con una concentracion de Noradrenalina de 1x107M.

SERIE %CM I3
Control Krebs (Solucion de Krebs) 92,61 0,48
0
Control Etanol (Etanol 0,25%) 92,99 0,46
Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 73.94 3.26
. - . 3
Serie Fentolamina (Fentolamina 2x107M) 75,57 3,62

ANEXO 21:

Tabla 21: Porcentaje de la contraccion maxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en
anillos de aorta sin endotelio, con una concentracion de Noradrenalina de 3x107M.

SERIE %CM 18
Control Krebs (Solucion de Krebs) 95,87 0,29
Control Etanol (Etanol 0,25%) 95,55 0,26
Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 79,01 4,11

. . 3 -8
Serie Fentolamina (Fentolamina 2x10"M) 80,24 3,94

38



ANEXO 22:

Tabla 22: Porcentaje de la contraccion méaxima promedio (%CM) y su error estandar (EE)
para las series en estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en

anillos de aorta sin endotelio, con una concentracién de Noradrenalina de 1x10°M.

SERIE %CM EE
Control Krebs (Solucion de Krebs) 100 0
Control Etanol (Etanol 0,25%) 100 0
Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 83.89 451
Serie Fentolamina (Fentolamina 2x10™°M) 83.76 447

ANEXO 23:

Tabla 23: Valores de ECs( expresadas en -Logjo y su error estindar (EE) para las series en
estudio en la comparacion de curvas dosis respuesta de noradrenalina en anillos de aorta sin

endotelio.

SERIE ECso EE
Control Krebs (Solucion de Krebs) 837 0.07
Control Etanol (Etanol 0,25%) 827 0.03
Serie Alcaloides (S. grahamii 0,1 mg/ml) 796 0.01
Serie Fentolamina (Fentolamina 2x10°M) 793 0.04
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