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RESUMEN

El conocimiento sobre las propiedades bioldgicas que encierran més de 4000
especies vegetales, identificadas por los mexicanos como el recurso herbolario
medicinal del pais, ha sido uno de los temas de interés recurrente para un
sector del medio cientifico nacional y, el enfoque metodolégico que se ha
aplicado en cada periodo al estudio de las plantas medicinales de México
obedece fundamentalmente al desarrollo tecnoldgico alcanzado en su

momento.

La flora medicinal de México es una de las mas variadas del mundo; aunada
a esta caracteristica, la herbolaria medicinal mexicana se sustenta en un
valioso conocimiento empirico sobre las propiedades curativas que encierra
este recurso natural, saber que ha sido heredado por generaciones.
Actualmente, las plantas medicinales son una alternativa terapéutica para la
resolucion de los problemas de salud de un alto porcentaje de mexicanos, la
corroboracion experimental de sus propiedades medicinales atribuidas solo
puede aportar beneficios para el medio clinico y contribuir al mejor
entendimiento de una expresion cultural médica profundamente arraigada
entre sus pobladores. Las plantas constitdyen también una reserva natural que
aun no ha sido suficientemente explorada como fuente de obtencion de
nuevas estructuras moleculares con actividad biol6gica. Las potencialidades

terapéuticas, sus alcances en la clinica y el interés que podrian generar en la



industria farmacéutica son aspectos que se podran abordar cuando la planta o
sus productos derivados hayan sido evaluados en el humano. Los estudios
experimentales que se realizan en las diferentes instituciones del pais, hablan
de un avance sustancial en el conocimiento sobre los aspectos quimicos y
farmacolégicos de algunas especies; sin embargo, la corroboracion de los
efectos en estudios clinicos y la demostracién de la eficacia y seguridad del
producto vegetal, son pardmetros fundamentales para establecer las
potencialidades reales del recurso y constituye la meta y proyeccion de los
estudios para algunos grupos dedicados a la investigacion de las plantas

medicinales del pais.

El estudio sobre el mecanismo de accion del diterpeno tipo labdano 3a-
angeloiloxi,2a-hidroxi-13,14Zdi-deshidrocativico (AAHDD) aislado de las
hojas de Brickellia paniculata, representa una etapa en la cadena de ensayos
biolégicos a los cuales se ha sometido la especie. La elucidacién del
mecanismo involucrado en su actividad relajante sobre la musculatura lisa
intestinal aporta conocimiento sobre las propiedades que se le atribuyen a la
planta como remedio para tratar los c6licos, el dolor abdominal y las diarreas
acuosas. Con estos propositos se disefiaron diferentes modelos biologicos
experimentales en los que se utilizaron preparaciones in vitro con fibra

longitudinal de ileon de cobayo.



Los estudios realizados demostraron que las propiedades relajantes que posee
AAHDD involucra un efecto de bloqueo sobre la movilizacion del calcio en
la célula. En el tejido muscular del ileon, el compuesto inhibié la contraccion
tonica inducida con 60 mM de K* (Cl5=15.52 + 1.93 pM), potencia que
resulto ser dos veces menor a la que se determiné con papaverina en el mismo
modelo (Cl5=6.70 + 1.31 pM). El componente fisico de la respuesta
contrictil también fue bloqueado y la relacion Cls, fasica/Cls, tonica tuvo un
valor de 7.11; esta relacioén fue menor (3.56) en los estudios realizados coh
papaverina y, notablemente mayor (181.25) en el caso de verapamilo que es
un antagonista especifico de calcio. En una solucion libre de Ca** y con una
concentracién alta en K* (60 mM), el AAHDD inhibi6 las contracciones

inducidas con 2 mM de Ca**; en estas preparaciones, la adiciéon de 10 uM de
acido ciclopiazénico o de 30 pM de rianodina no modifico el efecto

antagonista del AAHDD sobre la respuesta contractil inducida con el calcio.

En los tejidos incubados con *Ca y lavados luego con una solucion K* (60
mM) que contenia AAHDD, la medicion del eflujo del **Ca fue similar a la
determinada en el grupo de tejidos control sin el diterpeno. Este antecedente
y, dado que el efecto relajante del AAHDD no se modific6 con la adicion del
acido ciclopiazonico ni con rianodina, dos agentes que han sido descritos
como moduladores de la captura y liberacion del Ca*" en el reticulo
sarcopldsmico respectivamente, los resultados obtenidos en estos ensayos

permiten sugerir que el efecto inhibidor que ejerce AAHDD sobre la respuesta



permiten sugerir que el efecto inhibidor que ejerce AAHDD sobre la respuesta
contrictil no involucra la movilizacion del calcio a nivel de los depoésitos de
almacenamiento del calcio intracelular, hipétesis que se corrobora con las
observaciones realizadas en tejidos permeabilizados con B-escina, en los
cuales el AAHDD no modificé la respuesta contrictil inducida con 10 mM de
cafeina, un alcaloide que estimula la liberacién del calcio almacenado en el

reticulo sarcopldsmico.

En la siguiente serie de estudios se valoré el comportamiento del AAHDD
sobre las contracciones inducidas con Mn?* en preparaciones con tejidos
incubados en un medio alto en K* (60 mM) y libre de calcio. Los resultados
mostraron que, a las 3 hrs siguientes a la aplicacion de 5 mM de Mn?, 80 uM
de AAHDD y 0.16 uM de verapamilo suprimen totalmente la respuesta
contréctil tonica inducida con el Mn?*. Estos resultados vienen a apoyar la
conclusién derivada de este estudio respecto a que el compuesto es un
antagonista que bloquea las contracciones tonicas inducidas con Mn?,
inhibiendo el influjo del calcio a través de canales de calcio dependientes del
voltaje, efecto que se correlacion6 con un decremento en el influjo de “Cay

también con la disminucion de la concentracién del Mn** en el tejido.

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten asumir que el
diterpeno en cuestién actiia como un bloqueador de la biodisponibilidad del

calcio en la célula cuyo sitio de accién es la membrana plasmatica impidiendo



el influjo del catién al interior de la célula. El uso popular que tiene Brickellia
paniculata en la medicina tradicional mexicana puede apoyarse en los datos
experimentales encontrados en este estudio; sin embargo, para definir las
potencialidades que tiene esta planta como un antiespasmodico es necesario

demostrar estas propiedades en el humano.



ABSTRACT

It has been of great interest for the medical scientific national sector, knowing
about the biological properties that are within more than 4000 plants,
identified by Mexicans as the medicinal herbal resource of the country. The
methodological approach that has been applied in each period in the study of
Mexican plants, responds mainly to the technological development reached at

this moment.

The Mexican medicinal flora is one of the largest in the world. Together with
this feature, medicinal herbolary is backed up by a valuable empirical
knowledge which is based upon the healing properties of this natural resource,
a knowledge that has been inherited by generations. Today, medicinal plants
are, for a high percentage of Mexicans, a therapeutic alternative to resolve
health problems. The experimental corroboration of the attributed biological
properties benefits the clinical area and contributes to a better understanding
of a strongly established medical cultural expression among its inhabitants.
Plants also are part of the natural resource that has not been explored enough
to obtain new molecules with biological activities. The therapeutic potential
and the interest they can generate in the pharmaceutical industry are aspects
that could be taken in consideration once the plants or its products are

evaluated in human beings. The experimental studies carried on in different



institutions around the country show a great advance in what is known about
the chemical and pharmacological aspects, however, the corroboration of the
effects in clinical studies and the demonstration of the effectiveness and safety
of the plants are critical parameters for establishing their real potential, and
this is the main objective of the studies carried out by some of the groups

dedicated to the research of medicinal plants in the country.

The study of the mechanism of action of a diterpene isolated from Brickellia
paniculata leaves, represents a stage in the chain of biological assays to which
this species is being submitted. The elucidation of the involved mechanism in
its relaxing activity on the intestinal smooth muscle contributes to the
understanding of the attributed properties given to this plant as a remedy to
treat colics, abdominal pain and watery diarrhea. For this purpose, different
biological experimental models were designed using in vitro preparations with

longitudinal fibers of guinea pig ileum.

The studies showed that the relaxing properties of the labdane diterpene 3a-
angeloyloxy,2 a-hydroxy-13,14Z di-dehydrocativic acid (AAHDD) involves a
blocking effect on calcium mobilization in the cell. In ileal tissue, the
compound inhibited the tonic contraction induced with 60 mM K*
(Cl,=15.52 + 1.93 uM), this potence resulted two times less than that
determined with papaverine in the same model (Cl5p=6.70 + 1.31 uM). The

phasic component of the contractile response was also blocked and the



relation Cls, phasic /Cls, tonic had a 7.11 value; this relation was smaller in
the studies in which papaverine was used (3.56), and remarkably larger
(181.25) in the verapamil case, which is a specific calcium antagonist. In a
free Ca®* high K* (60 mM) solution, AAHDD inhibited induced contraction
with 2mM Ca®"; the addition of 10 pM of cyclopiazonic acid or 30 pM
ryanodine in these preparations did not modify the antagonistic effect

produced by AAHDD on the contractile response induced with calcium.

In the tissues incubated with *Ca and washed with a K* (60mM) solution that
contained AAHDD, the **Ca efflux was similar to the one determined in the
group of control tissues without the diterpene. Taken into account that the
relaxing effect of AAHDD was not modified with the addition of
cyclopiazonic acid nor with ryanodine, two agents that have been described as
modulators of refilling and releasing of Ca*" in the sarcoplasmic reticulum,
these results allow us to suggest that the inhibitory effect produced by
AAHDD upon the contractile response does not involve calcium mobilization

at the intracellular calcium storage deposits.

In the following series of studies the behavior of AAHDD on the contractions
induced with Mn** in preparations incubated in a high K* (60 mM), Ca**-free
solution was evaluated. The results showed that, as in the case of verapamil,
100 uM of this compound totally suppress the contractile tonic response

induced with 5 mM Mn?*". On the other hand, in permeabilized tissues with -



escine, AAHDD did not modified the contractile response induced with 10
mM caffeine, an alkaloid that stimulates calcium release from the
sarcoplasmic reticulum. These results support the conclusion obtained from
this study in the sense that the compound is an antagonist that blocks the
tonic contractions induced with Mn*', inhibiting the calcium influx through
voltage-dependent calcium channels, an effect which correlates with a
decrease in *Ca** uptake and also with a decrease in Mn*" concentration in

the tissue.

The obtained results in the present study allow us to assume that the
evaluated diterpene acts as a blocker of calcium bioavailability in the cell,
whose site of action is the plasma membrane avoiding the influx of the cation
to the interior of the cell. The popular use that Brickellia paniculata has in
traditional Mexican medicine finds experimental grounds on the results of the
present study. However, to find out the true potential of this plant as an
antispasmodic agent, further studies are necessary to establish its usefulness in

human beings.



INTRODUCCION

Desde épocas ancestrales, la herbolaria medicinal ha sido para los mexicanos
un recurso valioso en el tratamiento de las enfermedades. El pais cuenta con
una flora medicinal que es extensa y hasta nuestros dias se mantiene la
tradicion del uso de plantas que curan o bien, que alivian los sintomas que
acompafian a los padecimientos mds comunes que afectan a la poblacion.
Meéxico se define como una nacion pluricultural y como tal, se reconoce
ademds la existencia de un sistema médico no-oficial, la “medicina
tradicional”, fen6meno que es singular para cada una de las diferentes etnias

en el territorio (Mellado y col., 1994).

La sociedad moderna no encuentra todavia una estrategia que permita
abordar de manera satisfactoria los problemas prioritarios de salud y es aun
elevado el porcentaje de la poblacion mundial que permanece al margen de
los beneficios que ofrece la terapéutica moderna. De acuerdo con los datos
que registra la Organizacion Mundial de la Salud, el 80 % de la poblacion en
el mundo recurre a la medicina tradicional para resolver sus problemas
prioritarios de salud (Farnsworth y col., 1989). En México, se estima que
alrededor del 60% de los habitantes trata sus padecimientos por medio de
practicas médicas populares y, la herbolaria como el recurso prioritario de la

medicina tradicional, cumple un papel esencial en el dmbito cultural de la



poblacion. La medicina popular, como una manifestacion mas de la cultura,
se torna un fenémeno complejo en un pais que estd conformado por alrededor
de cuarenta diferentes etnias; de manera similar a otros paises en vias de
desarrollo, existe a pesar del avance tecnolégico y del mejoramiento en las
propuestas que ofrece la medicina oficial y en las que la industria
farmacettica no ha sido ain capaz de llegar a los estratos de la sociedad

econdmicamente mds deprimidos.

La atencién que se presta a las plantas medicinales en las ultimas décadas
obedece, fundamentalmente, a la necesidad que tiene la industria
farmacéutica de encontrar nuevas moléculas prototipo para su aplicaciéon en
la clinica y también a las potencialidades que ofrece este recurso para la
elaboracion de los denominados “fitofirmacos”, una nueva categoria de
medicamentos que se ha impuesto con fuerte demanda en Europa.
Fitofirmacos son aquellos productos procesados industrialmente para su
distribucion en el mercado como tabletas o cdpsulas con el vegetal molido, el
extracto de la planta, o bien, el complejo de los principios activos. En algunos
paises europeos diferentes productos herbolarios estdn registrados dentro de la
categoria que corresponde a los productos de libre venta (OTC “over-the-
counter®), o bién, como fitofirmacos una vez que estos han sido sometidos a
las pruebas de control de calidad, a la estandarizacién de sus principios
activos y que se haya demostrado la eficacia y la seguridad del producto

vegetal por medio de estudios clinicos (Tyler, 1994; Chatterjee, 1998). Tal es



el caso de tebonin, vasodil o ginkgogink (Ginkgo biloba), hipericon
(Hypericum perforatum), laikan (Piper methysticum), o de metamucil
(Psilium plantago) entre otros, que gozan en la actualidad de gran
distribucién a nivel mundial (Donald y Brown, 1997; Krieglstein, 2000;

Reichling , 1997).

En los paises en vias de desarrollo, los padecimientos gastrointestinales son
frecuentes; para tratar estos casos, las medicinas tradicionales de diversos
paises utilizan un nimero importante de plantas medicinales. Varias de estas
especies han sido sometidas a ensayos experimentales y en algunas, se han
demostrado propiedades relajantes sobre la musculatura lisa, con un efecto
que estd mediado por un mecanismo en el que se produce interferencia del
calcio a nivel celular (Tabla 1). Los principios activos responsables de las
propiedades relajantes corresponden a estructuras quimicas diversas,
fundamentalmente se han aislado compuestos del tipo flavonoide. Los
estudios que se han realizado para definir el sitio de accion de estos
compuestos sugieren que los flavonoides actian a nivel de la unién del
complejo Ca®*-calmodulina y, como esta proteina regula la AMPc
fosfodiesterasa, la actividad de la enzima es inhibida aumentando de esta
manera la concentracién del AMPc en el citosol, consecuentemente, aumenta
el secuestro de Ca®** en los depositos de almacenamiento intracelular

(Prestwich y Bolton, 1995a).



El interés por encontrar nuevos agentes con accidn antagonista sobre el calcio
para su aplicacion clinica en la terapia de algunos padecimientos
cardiovasculares, en especial la hipertension sanguinea, ha conducido a la
realizacion de programas de rastreo de plantas medicinales utilizadas
popularmente para el tratamiento de este tipo de enfermedades. En este caso,
la lista de los principios bloqueadores de calcio identificados es mucho mas
amplia y sobresalen los compuestos alcaloides, en especial del tipo
bisbencilisoquinolinas, cumarinas, sesquiterpenos y lignanos (Vuorela y
col.,1997). Una revision en la literatura cientifica indica que,
independientemente de las propiedades antagonistas sobre el calcio que
poseen los compuestos activos aislados, la especificidad que ejercen sobre el
tejido muscular liso pareciera correlacionarse con el uso que tienen las plantas

como relajantes del tejido intestinal y/o cardiovascular.

A la fecha no existen estudios sobre el mecanismo calcio antagonista del
efecto relajante sobre la musculatura lisa intestinal que ejercen los diterpenos
aislados de aquellas plantas que son utilizadas para tratar problemas
gastrointestinales. La presencia de constituyentes del tipo flavonoide y
diterpénico es frecuente en las numerosas especies de la familia Compositae
empleadas en estos casos. De Brickellia paniculata se aislaron como
principios activos relajantes de la musculatura lisa, un flavonoide
(xantomicrol) del cual existen ya reportes sobre sus propiedades antagonistas

de calcio (Capasso y col., 1991) y un diterpeno tipo labdano (4cido 3a-



deshidrocativico) cuyo mecanismo de accién fue el tema de estudio del
presente trabajo. Para ello, fue necesario adaptar metodologia in vitro ya
reportada por otros autores en la literatura (Urakawa y Holland, 1964; Weiss
y Goodman, 1969; Goodman y Weiss, 1971; Weiss, 1974; Karaki y Weiss,
1979; Endo y col., 1982; Iino, 1989; Kitazawa y col., 1989; Uyama y col.,
1992; 1993; Komori y col., 1995; Nasu y col., 1996), estandarizar los modelos
que permiten medir la entrada del calcio al interior de la célula, asi como
interferir la liberacion del calcio desde los depdsitos de almacenamiento
intracelular. El método del lantano y el manejo de las preparaciones con
tejidos permeabilizados son de gran utilidad en los estudios relacionados con
los mecanismos involucrados en la accién antagonista del calcio. En el
presente estudio sobre Brickellia paniculata, el montaje y la estandarizacién

de estos modelos constituyeron una parte importante del trabajo.



Tabla 1

PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS PARA TRATAR PROBLEMAS
GASTROINTESTINALES Y CUYA ACTIVIDAD RELAJANTE SE
ASOCIA CON UN EFECTO ANTAGONISTA SOBRE EL CALCIO

| graveolens

(Meckes y col., 1998)

Especie Extracto/ Principios activos Tejido Modo de
fraccion accién
Achillea Lactona 13-O-desacetil-1§- aorta, ileon, Gtero de rata
fragantissima sesquiterpénica | hidroxi afragloucélido (Mustafa y col., 1992)
Angelica Extracto de Furano- arjangelicina células
archangelica la raiz cumarinas ‘isoimperatorina
ostol, fellopterina (Hérmala y col., 1991)
Artemisia Flavonoide 7-O- metil eriodictiol triquea de cobayo
abrotanum (BergendorfT'y Sterner, 1995)
Artemisia Flavonoide cirsimaritina ileon de cobayo
Judaica (Abdalla y Abu Zarga, 1987)
Artemisia Flavonoide 7-O-metil eriodictiol | ileon , arteria pulmonar
monosperma traquea y Gtero de rata
(Abu Niaaj y col., 1993)
Baccharis Metandlico ileon de cobayo
serraefolia de hojas (Tortoriello y Aguilar, 1996)
Brickellia Flavonoide xantomicro/, ileon de cobayo
paniculata (Capasso y col., 1991)
Diterpeno ac.3a-angeloiloxi, 2a- aorta de rata
hidroxi, 13,14Z di- ileon de cobayo inflyjo del
deshi-drocativico (Meckes y col., 2002b) Ca’*
Conyza Cloroformo- | Flavonoides | glucdsido de quercetina ileon de rata
filaginoides | metanol pinostrobina, rutina, (Mata y col., 1996)
11 Terpenoides | 6xido de B-cariofileno,
de hojas y eritrodiol, 3-p-
tallos tridecanoil oxi-28-
hidroxiolean-12-eno
Crinum Acuoso de duodeno de rata
glaucum bulbos ileony taenia colide cobayo
(Okpo y Adeyemi, 1998)
Croton Aceite estragol ileon de cobayo inflyjo del
zehntneri esencial anetol (Coelho y col., 1998) Ca®
Croton Aceite metileugenol ileon de cobayo
nepetaefolius|  esencial terpineol (Magalhdes y col, 1998)
Litsea Alcaloide laurotetanina aorta toricica inflyjo del
cubeba aporfinico de rata Ca™
(Chen y col., 1994)
Psidium Flavonoide quercetina aortaderata, ileon de cobayo | influjo del
guajava (Morales y col., 1994) Ca®
(Morales y Lozoya, 1994)
B-cariofileno ileon de cobayo
(Meckes y col., 1996)
Pogostemon alcohol de patchouli taenia coli de cobayo inflyjo del
cablin (chikawa y col.,, 1989) Ca®
Teloxys Flavonoides crisina, pinostrobina ileon de cobayo




EL PAPEL DEL Ca* EN LA CONTRACCION DEL MUSCULO
LISO

El calcio como mediador celular

En multiples funciones de las células excitables, el calcio libre juega un papel
relevante, es esencial en los procesos de acoplamiento excitacién-contraccion
y estimulo-secrecidn, en la activacién de las enzimas, la actividad neuronal,
etc. Un déficit en la regulaciéon del calcio puede llevar al dafio celular, la

pérdida de sus funciones e incluso a la muerte de la célula.

En estado de reposo y en un medio de calcio extracelular de 1.0 a 2.5 mM, la
concentracion del Ca** libre en el citosol (JCa**);) del musculo liso intacto es
de 80-200 nM. Cuando el musculo se contrae, se ha determinado que esta
concentracion es aproximadamente de 1 pM (Somlyo y Himpens, 1989). El
incremento del ion en el citosol tiene como prop6sito trasmitir informacion
desde el exterior al interior de la célula y el concepto del calcio como segundo
mensajero ha sido adoptado ampliamente en la actualidad. El calcio es la
sefial para regular la permeabilidad de la membrana, la salida de la glucosa
del higado, la activacion del crecimiento y la divisién de la célula; también
como se. menciona arriba, el proceso de la muerte celular. La accion del calcio
frecuentemente ocurre en interaccion con otros sistemas de sefiales, por

ejemplo el de los nucledtidos ciclicos (Rasmussen, 1970).



La contraccion del tejido muscular liso es una respuesta al aumento de [Ca*'];.
La célula regula estos niveles modulando el influjo del Ca** a través de los
canales de calcio que se localizan en la superficie de la membrana plasmaitica.
En el musculo liso hay canales de calcio que se abren, dependiendo este
proceso del voltaje alcanzado en la membrana plasmaética (canales de calcio
voltaje-dependientes); otros canales de calcio se activan al interactuar el
agonista con el receptor (canales de calcio que operan por receptores) (Somlyo
y Somlyo, 1968). Un segundo mecanismo participa en la regulacion,
liberando Ca*" desde los depésitos intracelulares (Bolton, 1979; Van Breemen

y Saida, 1989; Triggle y col., 1989; Weiss y col., 1981) (Figura 1).

En las células del musculo liso de algunos tejidos, el reticulo sarcopldsmico
(RS) ocupa 2.0-7.5% del volumen total, la concentracién de calcio que libera
este organelo es suficiente para producir una respuesta contrictil. Cuando los
depésitos intracelulares se encuentran vacios la respuesta contractil es muy
débil, atn cuando el Ca*" extracelular se mantiene en concentraciones
normales. Algunos de los mecanismos involucrados en la liberacién del Ca?*

almacenado en el RS se describen m4s adelante.
El Ca®™ se almacena también en la mitocondria, este organelo ocupa el 5%

del volumen en la célula del musculo liso. A diferencia del RS y de la

membrana plasmdtica que permiten el incremento de la concentracién del



Ca* libre en el citosol y la consecuente contraccion de la fibra muscular, la

mitocondria limita este incremento de [Ca®*']; llevando a cabo su

almacenamiento.
pv" membrana
ca*”
spolarizacién
Ca?* Ca?* ———®=mouilizacién del calcio
cov’ apertura de canales
estimulo para la
(T — Om liberacién de calcio
Cat* Ca tem i
bombas de calcio
Fi
1
éreceitok InP3 RS
c‘) - P
CDR proteinas contractiles

Ca®*

Fig.1 Diferentes vias de entrada de Ca** a la célula : (CDV’): canales dependientes del
voltaje que se inactivan rdpidamente, el calcio que entra al citoplasma activa al RS y libera
calcio almacenado, (CDV”): canales de calcio voltaje-dependientes del tipo L (de
inactivacion lenta) a través de los cuales pasa el C£* y activa directamente la maquinaria
contrictil, el C#** también puede acumularse en el RS. Otra ruta de entrada de Ca%* ocurre a
través de canales que operan por receptores, el cation actia directamente sobre la maquinaria
contrictil y de manera indirecta, a través de la formacion de InsP,, libera calcio del RS. En
estado de reposo, el calcio puede penetrar a través de canales abiertos en la membrana
plasmdtica y se almacena en el RS, no contribuye al incremento de [C#*]. en el citosol. El
Ca** puede activar el proceso de liberacién de Ca** a partir del RS (CLC).

Karaki H, Weiss G, 1988



Algunos trabajos recientes sugieren que la liberacion del Ca** por accion del
(d-mio-) inositol 1,4,5 trisfosfato (InsP;) produce un incremento en la
concentracion del calcio en la mitocondria, seguido de un aumento en la
produccion de energia. También se ha sugerido que la sobrecarga de Ca** en
la mitocondria podria estar relacionada con la muerte de la célula (Miller y

Carsten, 1997).

Acoplamiento electromecdnico y farmacomecdnico

El proceso contréctil en el musculo liso se interpreta fundamentalmente de
acuerdo con los dos mecanismos propuestos por Somlyo y Somlyo (1968):
electromecénico y farmacomecdnico. En condiciones fisiol6gicas normales, la
excitabilidad eléctrica de la musculatura lisa se manifiesta como funciones del
voltaje, es decir, potencial de reposo y potencial de accién que es el resultado

del movimiento de iones (cargas eléctricas).

Los cambios que experimenta el potencial de voltaje en la superficie de la
membrana plasmadtica alteran la concentracion del calcio en el citosol del
tejido muscular liso. En estado de reposo el potencial de la membrana suele
ser de -40 a -70 mV, valor negativo respecto al potencial de voltaje en el
espacio extracelular. Cuando este potencial se hace mdés positivo

(despolarizacion), se abren los canales de calcio voltaje-dependientes. Asi, la
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despolarizacién del tejido muscular liso con una solucion alta en potasio (60
mM) aumenta la permeabilidad de la membrana celular al ion Ca*, la
concentraciéon de este ultimo se incrementa y la maquinaria contractil se

activa.

Por otro lado, la uniéon de hormonas y de neurotransmisores con los
receptores aumenta la permeabilidad de la membrana a los iones de Ca** y/o
de Na®, se produce un cambio en el potencial de membrana y
consecuentemente, se abren los canales de Ca®* voltaje-dependiente
(Prestwich y Bolton, 1995a; Quast, 1993). Sin embargo, la activacion de los
canales de Ca* ligando-dependientes, via una proteina G, puede también
activar a la fosfolipasa C de la membrana plasmdtica, ésta hidroliza al
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato generando InsP; y 1,2-diacilglicerol (DAG)
(Best y Bolton, 1986; Prestwich y Bolton, 1995 a, b). El InsP; se une luego a
su receptor en el RS y libera el calcio almacenado en el deposito intracelular
(Berridge e Irvine, 1987; Berridge, 1993). La purificaciéon de los receptores de
InsP; permitiria luego demostrar la afinidad de la molécula por el InsP; y
ademds, la accion reguladora que este ultimo ejerce sobre los canales de Ca**-
dependientes de InsP; en el RS (Supattapone y col, 1988; Chadwick y col.,
1990). Desde un punto de vista estructural, el receptor de InsP; es homélogo a

los receptores de rianodina en el musculo (Mignery y col., 1989).
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Diversidad estructural de los canales de calcio en la membrana
plasmdtica

Gracias al desarrollo de técnicas modernas como el patch clamp que permite
hacer registros de la corriente de una célula o incluso de un canal, el
conocimiento sobre las corrientes de calcio que se activan con la
despolarizacion de las membranas es un fendmeno que se aborda en la
actualidad con mayor precision. Asimismo, la aplicacion de esta técnica ha
contribuido de manera importante a la caracterizacion de los canales de calcio
existentes en la célula. Los canales i6nicos son poros formados por proteinas
transmembranales, existen diferentes tipos: los que operan por voltaje, por
receptores, por segundos mensajeros, los capacitativos y probablemente, los
relacionados con proteinas G (Miller y Carsten, 1997; Nargeot y Charnet,

1994).

En funcién de la activacion de los canales de calcio se han establecido dos
categorias de ellos. Al primer grupo corresponden los canales denominados
canales activados a voltajes bajos debido a que se activan con voltajes
inferiores a —~30 mV. Estos canales se inactivan répidamente por lo que se les
conoce también como canales transitorios o canales T y presentan una
permeabilidad al Ca* similar a la del Ba**. El segundo grupo de canales se
caracteriza porque son activados con despolarizaciones superiores a -30 mV y
el proceso de inactivacion es lento, se denominan canales de calcio activados

a voltajes altosy se ha demostrado la existencia de varios tipos, entre ellos, los



canales tipo L o lentos. Los canales tipo L muestran por lo regular, mayor
permeabilidad al Ba®>" que al Ca**. La mayoria de las células excitables poseen
canales del tipo L y T, estos ultimos se abren por un tiempo muy breve en la
fase inicial del potencial de accion. Aunque la funcion fisiolégica de los
canales T es adn desconocida, se presume que estid relacionada con la
generacion de actividades repetitivas de tipo “marcapaso”. En la presinapsis
de las neuronas se han detectado canales del tipo Ny en las células de
Purkinje los canales de calcio de tipo P que juegan un papel relevante a nivel
de la unioén neuromuscular en los mamiferos y regulan la liberacion de

acetilcolina (Nargeot y Charnet, 1994).

Los canales que operan por receptores se caracterizan porque se activan sin la
despolarizacion previa de la membrana. Es dificil distinguirlos, aunque a
diferencia de los canales de calcio voltaje-dependientes, los que operan por
receptores no son inhibidos por los bloqueadores de calcio orgdnicos o
inorganicos. Varios agonistas producen aumento en la concentracién del Ca?
intracelular como respuesta a la liberacion del calcio almacenado y abren a la
vez, los canales de calcio que operan por receptores (Suzuki y col., 1990). Es
poco lo que se conoce aln sobre los canales que operan por receptores y
también se ha cuestionado la existencia de ellos en la musculatura lisa, se les
describe como una estructura modificada de los canales voltaje-dependientes.

Por otra parte, se ha reportado la presencia de canales de Ca** operados por



un receptor purinérgico los cuales no se inhiben con nifedipina (Benham y

Tsien, 1987).

Canales de calcio en los depositos de almacenamiento intracelular

En el musculo liso, el RS constituye la fuente intracelular de almacenamiento
de Ca** mds importante. Como se mencionaba anteriormente, la mitocondria
no juega realmente un papel preponderante en la regulacion de la
concentracion del calcio libre intracelular, aunque en estados de patologia,
puede acumular cantidades importantes de calcio (Somlyo e Himpens, 1989).
En la membrana del RS existen dos tipos de canales denominados canales de
Iiberacion de calcio porque cumplen con una funcién activa en la liberacidon
del ion almacenado. El primero es un canal sensible al InsP;, inductor de la
liberacion de Ca*, el segundo, se activa cuando aumenta el Ca* en el citosol
(liberacién de Ca*- inducida por Ca*") (Streb y col., 1983; Somlyo y col.,
1985; Hashimoto y col., 1986; lino, 1989; Berridge, 1993, 1997; Komori y

col., 1995; Ohta y col., 1995).

Estudios recientes sefialan que el Ca** se almacena en el RS en
compartimentos diferentes. El compartimento Sa. es sensible a los
mecanismos de liberacion de Ca*"-inducido por calcio (CLC) y por InsP;
(ILC), posee receptores de rianodina, cafeina y de InsP;. El compartimento SB
es activo so6lo a ILC (lino, 1988; Yamazawa y col., 1992; Itoh, 1992). Aunque

la funcién que cumplen los receptores de rianodina y la identidad de los
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mensajeros son aun desconocidos, se ha propuesto como mensajero a la ADP
ribosa ciclica (ADPRc) un producto del metabolismo del 8-NAD (Somlyo y
Somlyo, 1994). Ha sido reportado que en la fibra longitudinal del musculo
liso intestinal la ADPRc aumenta la liberacion de Ca**-inducida por Ca®

(Kuemmerle y Makhlouf, 1995).

Al igual que las células excitables (neuronas y musculos), las células
eléctricamente no-excitables (epiteliales, eritrocitos, etc.) utilizan el calcio
liberado de los dep6sitos intracelulares como uno de los mecanismos para
generar sefiales de calcio en el citoplasma. Las células excitables lo logran por
medio del mecanismo CLC, en tanto que las células no-excitables lo hacen

predominantemente a través del mecanismo ILC (Berridge, 1993).

Observaciones que se han realizado con células de musculatura lisa intestinal

indican que el influjo del Ca® a través de los canales de calcio voltaje-

dependientes, aumenta la concentracion del catién en el citoplasma, éste a su
vez, puede servir de estimulo para iniciar la salida del calcio del RS via el
mecanismo CLC, activando de esta manera las corrientes de K*-dependientes
de Ca* (I xca) (Kitamura y col., 1989; Ohya y col., 1987; Sakai y col., 1988).
Por otro lado, la disminucién del contenido de calcio en los depésitos de
almacenamiento, puede abrir una via para el re-almacenamiento del Ca?*

intracelular y en este caso, la célula toma el calcio del medio extracelular

(Ohta y col., 1995; Putney, 1990).
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Formacion y metabolismo del inositol trifosfato

En el musculo liso, asi como en otros tejidos musculares, la unién de los
agonistas con receptores especificos en la membrana que pertenecen en su
gran mayoria al grupo de receptores acoplados a proteinas G, produce la
activacion de la fosfolipasa C (PLC). Las proteinas G constituyen
heterotrimeros con subunidades aBy, una gran variedad de estas subunidades
ya han sido identificadas. La generacién de InsP; y de nucleétidos ciclicos son
eventos que estin mediados por proteinas G, la Gapy activa el efecto de la

PLC (Miller y Carsten, 1997).

El InsP; es un segundo mensajero que libera Ca** almacenado en el RS
(Berridge, 1993; 1997); junto con el DAG, se genera tras la hidrélisis del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, constituyente minoritario de los fosfolipidos en
la membrana plasmdtica. En presencia de concentraciones fisiologicas de
Ca®™, la PLC cataliza la hidrolisis del fosfato unido al glicerol del

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato.

La defosforilacion del InsP; lleva a la formacién de inositol y a la
reincorporacion del producto al pool de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. En el
musculo liso intestinal se ha demostrado que por medio de una cinasa
dependiente del ATP se puede fosforilar el grupo 3-hidroxilo del InsP; con la

formacion de inositol tetrakisfosfato (InsP,) (Bielkiewicz y col., 1987). Se ha
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propuesto que el InsP, abre los canales de calcio estimulando la entrada del
cation desde el exterior para llenar los depésitos de almacenamiento
intracelular (Irvine, 1992); sin embargo, es atin incierto el papel que juegaen
la homeostasis del Ca®. Con el incremento de [Ca®'];, la via metabélica se ve
favorecida hacia la produccién del InsP,, este Gltimo se inactiva formando

InsP; y finalmente inositol.

La formacién del InsP;, la liberacion del Ca** de los depositos de
almacenamiento intracelular y la consecuente contracciéon del musculo liso
son eventos que se desencadenan por la unién de un agonista con los
receptores especificos en la membrana plasmitica. Sin embargo, aunque la
liberacién del calcio intracelular, via este mecanismo, es una concepcion muy
difundida, hay controversias respecto a que la liberacién de Ca** por accion
de las prostaglandinas siga el mismo patrén (Molnar y Hertelendy, 1990). La
heparina por otra parte, compite por los sitios de unién del InsP; en el RS e

inhibe la salida del Ca*" almacenado en el organelo (Kobayashi y col., 1989).

Entrada capacitativa del calcio

Recientemente se ha dado atencién al mecanismo conocido como entrada
capacitativa del calcio. Cuando en 1983 se describi6 el papel importante que
jugaba InsP; en la movilizacion del calcio, quedaba la sospecha de que este

mensajero actuaba como la sefial de salida del calcio intracelular.



Fig.2 Entrada capacitativa de calcio .A) La activacién del receptor (R) sirve de estimulo para
activar la fosfolipasa C (PLC), generalmente el evento ocurre a través de un intermediario, las
proteinas G. La hidrolisis del fostatidilinositol 4, 5-bifosfato da por resultado la formacion de
InsP; éste activa a su vez canales que tienen receptores al InsP; y producen la salida de C2*
de los depdsitos de almacenamiento intracelular. La salida del Ca** sirve de sefial a un canal
de entrada de calcio desde el medio extracelular. B) Los agentes SERCA como la tapsigargina
(TG) inhiben la C2**,Mg"*-ATPasa, el C&* almacenado sale de los depésitos por canales
abiertos y estimula la entrada del C#* desde el medio extracelular.

Putney JW Jr, 1997
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Mis adelante se plantearia el modelo de la entrada capacitativa de calcio por
medio del cual se establece que la deplecion de los depésitos intracelulares de
calcio, activa la entrada del ion por un mecanismo que es independiente del
InsP; o de la ocupacién de los receptores (Putney, 1986: Takemura y
col.,1989; Putney y Bird, 1993). La tapsigargina y el 4cido ciclopiaz6nico que
son inhibidores especificos de la Ca**-ATPasa del RS, producen deplecién de
los dep6sitos intracelulares y activan la entrada de calcio desde el medio

exterior (Thastrup y col., 1994) (Figura 2).

Los estudios en torno a este tema se centran con interés en la naturaleza de la
sefial que establece el vinculo entre la deplecion de los depésitos de calcio y
los canales de calcio en la membrana plasmatica. Para algunos investigadores,
existe un acoplamiento estructural entre las proteinas de ambos sitios; para
otros, el RS libera un mensajero que difunde hacia la membrana y activa los
canales de calcio. En este Gltimo caso, se han propuesto una serie de
mensajeros moduladores de la entrada capacitativa del calcio, a la fecha, no se

ha demostrado claramente esta hip6tesis (Putney, 1997).

En el musculo liso la tirosina cinasa es muy activa; a esta enzima se la ha
vinculado con la contraccién muscular mediada por receptores (Di Salvo y
col., 1997). Por otra parte, se ha demostrado que la genisteina, que es un
inhibidor de la tirosina cinasa, inhibe las contracciones mediadas por la

entrada capacitativa de Ca* en tejidos cuyos depositos de almacenamiento de



Ca* se han depletado (Ohta y col., 2000), lo que sustentaria la hipotesis de
que la entrada capacitativa de Ca** es un proceso modulado por la tirosina
cinasa; sin embargo, ain quedan dudas al respecto ya que se ha sugerido
también, que la accion de genisteina ocurre a nivel de los canales de calcio

dependientes del voltaje y no sobre la tirosina cinasa (Ohta y col., 2000).

Sistemas enzimdticos que participan en la regulacion de la
concentracion del calcio intracelular

En la membrana plasmaitica del musculo liso, la bomba de Ca** forma parte
del grupo de las Ca**-ATPasas. Es una proteina que en el musculo liso se
caracteriza por tener un sitio de unién al Ca**, uno al ATP, un residuo
aspartilo que es sitio para la fosforilacién y un sitio de unién a la calmodulina.
En presencia de Ca**, la Ca,Mg-ATPasa de la membrana plasmdtica
interactia con la calmodulina. Para que se lleve a cabo la funcién de la
Ca,Mg-ATPasa se necesita un medio lipidico, se ha demostrado que el
fosfatidil inositido incrementa la afinidad de la bomba por el Ca** (Missiaen y

col., 1989).
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Agentes inductores de la salida del calcio almacenado en los
depdsitos intracelulares

La cafeina ejerce una acciébn directa y especifica sobre el reticulo
sarcopldsmico (Karaki y col., 1987; 1988; Prestwich y Bolton, 1995b; Dessy y
Godfraind, 1996). La metilxantina aumenta la sensibilidad del mecanismo
CLC y como resultado de la liberacién del calcio intracelular induce
contracciones en el musculo liso, (Iino, 1989; Komori y col., 1995). Adem4s
del efecto contrictil, la cafeina resulta un poderoso relajante de la
musculatura lisa en las preparaciones con tejidos pre-contraidos (Karaki y
col,, 1984). En preparaciones con aorta, se ha demostrado que el alcaloide
relaja las contracciones inducidas con noradrenalina y con carbacol, también
produce incremento del AMPc, inhibe los canales de calcio voltaje-
dependientes (Hughes y col, 1990), produce hiperpolarizacién de Ila
membrana (Van der Bent y Bény, 1991) e inhibe la actividad de la
fosfodiesterasa y del InsP; (Toescu y col., 1992). El efecto relajante de la
cafeina en el musculo liso se ha vinculado con la inhibicién del metabolismo

del AMPc.

Papel de la fosforilacion de la miosina en la contraccion y
relajacion del misculo liso

La calmodulina es una proteina que fija calcio en cuatro centros de unién de
alta afinidad. Cuando la [Ca™]; en el citosol es mayor a 1pM, la uni6n del

cation a la calmodulina produce cambios conformacionales en la proteina lo



que permite al complejo Ca**-calmodulina interactuar con las enzimas que
regula, entre ellas la proteina cinasa-dependiente de Ca**-calmodulina (Ca-
CaM) a la que activa (Dabrowska y col., 1977). La activacioén de la proteina
cinasa arriba mencionada da como resultado la fosforilacion de la cadena
ligera de la miosina y el incremento de la actividad de la Mg**-ATPasa de la
miosina activada por la actina (Adelstein y Eisenberg, 1980; Stull, 1980;
Kamm y Stull, 1985; Hartshorne, 1987). La miosina como la proteina
mayoritaria en los filamentos gruesos del musculo liso, estd formada por dos
cadenas pesadas, cada una con dos cadenas livianas de 20 000 y 17 000
daltones, respectivamente. Este antecedente ha conducido a una serie de
estudios sobre el papel que juega la fosforilacion de la miosina por accion de
la cinasa de la cadena ligera de miosina-dependiente de Ca**-calmodulina en
la regulacién de la contraccién del musculo liso (Frearson y col., 1976;

Sobieszek, 1977; Kamm y Stull, 1985).

La relajacion del musculo liso estd mediada por AMPc. Este tltimo, puede
inhibir la interaccton de la actina con la miosina via un efecto sobre la cinasa
de la cadena ligera de la miosina (MCLK), reduciendo la sensibilidad al Ca**
(Adelstein y Hathaway, 1979). Estudios recientes indican que la acci6n del
AMPc depende en gran medida de la formacién del complejo Ca-CaM.
Cambios muy sutiles en la actividad de la Ca-CaM pueden afectar la
capacidad del AMPc para inhibir la interacciéon de la miosina con la actina

(Meisheri y Riiegg, 1983).



En las células del musculo liso, la contraccion es el efecto resultante de la
interaccion de la Mg**-ATP de la miosina en los filamentos gruesos con la
Mg*"-ATP de la actina en los filamentos delgados. La fuerza de la contraccidn
dependerd de la concentracién del Ca** en el medio. Aunque se ha propuesto
la existencia de otras vias alternas, la ruta prioritaria para la regulacion de la
contraccion y relajacion del misculo liso por el Ca** depende de los procesos
de fosforilacion/desfosforilacion de la miosina (Figura 3). Segun este modelo,
la relajacion del musculo liso se correlaciona con un descenso en la
concentracion del Ca® en el citosol, inactivacion del MLCK y
consecuentemente, la desfosforilacion de la miosina por fosfatasas de la
cadena ligera (Haeberle y col., 1985; Hoar y col., 1985; Riiegg y col., 1984).
La actomiosina Mg*-ATPasa se desactiva y el musculo se relaja (Driska,
1987; Driska y col., 1989; Gong y col., 1992). Sin embargo, el modelo
descrito no explica la capacidad que tiene el musculo liso de sostener la
tension por periodos prolongados, en circunstancias cuando los niveles de la
cadena ligera de la miosina fosforilada son bajos (Dillon y col., 1981; Silver y
Stull, 1982; 1984). Esto ha llevado a considerar la existencia de otros
mecanismos diferentes al de la fosforilacion/desfosforilacion (Himpens y
Somlyo, 1988; Himpens y col., 1988;: Kamm y Stull, 1989) y una de las
hipotesis plantea que el componente de la respuesta contractil inicial
involucra la activacion de la MLCK por el complejo Ca-CaM, pero que la
respuesta sostenida obedece a la activacién de la proteina cinasa C en la

membrana plasmatica (Triggle y col., 1989).
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Fig.3 Contraccién del miisculo liso via Ia fosforilacién de la cadena ligera de Ia miosina. El
incremento en la concentraccion del C&* intracelular se produce como resultado de la unidn
ligando-receptor y la activacion del proceso de hidrolisis del fostatidilinositol trifosfato para
formar InsP; y consecuentemente liberar C2* almacenado y/o por influjo del C#*
extracelular a través de los canales de calcio en la membrana plasmatica. Adicionalmente, las
proteinas reguladoras asociadas con el receptor para InsP,, las proteinas G asociadas con los
receptores de ligandos y la fosfolipasa C participan también en la regulacion de la [CA].

El C&*se une a la calmodulina (C£*-CaM) y la fosforilacion de la cadena ligera de Ia
miosina (miosina -P) va a depender de la activacion que ejerce este complejo sobre la cinasa
de [a cadena ligera de la miosina (C&""-CaM-MLCK). La miosina-P interactia con 12 actina
para inducir Ia contraccion, a su vez, la miosina- fosfatasa revierte el proceso de fosforilacion.

Word y Kamm, 1997




ANTAGONISTAS DE CALCIO

Los estudios realizados por Fleckenstein y Godfraind en la década de los 70s
abrieron un espacio al estudio de firmacos que tienen la propiedad de alterar
la funcién del calcio en el proceso de la excitacion-contraccion (Fleckenstein,
1971; Godfraind y Kaba, 1972). En la actualidad, los agentes antagonistas de
calcio tienen importante aplicacion terapéutica en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares como angina pectoris, infarto del miocardio,
aterosclerosis e hipertension. Los firmacos que han sido aprobados para su
aplicacién clinica se clasifican dentro del grupo de las dihidropiridinas,
benzotiazepinas y fenilalquilaminas; son agentes que ejercen su accién por
diversos mecanismos. Nifedipina, diltiazem y verapamilo bloquean los
canales de calcio voltaje dependientes; prenilamina y fendilina son
antagonistas no-selectivos que bloquean también los canales de calcio que
operan por receptores, interfieren las actividades de la bomba Na*, Ca®™, de la
calmodulina, etc. Los antagonistas de calcio relajan la musculatura lisa
vascular, disminuyen la resistencia periférica y la presion sanguinea. En la
actualidad, la lista de antagonistas de calcio se ha incrementado e incluye
compuestos que actdan a nivel de la membrana plasmdtica y también al
interior de la célula. Los principales sitios de accion son los canales de Ca*'-
dependientes del voltaje, los canales de calcio que operan por receptores, la
Ca*- ATPasa del citoplasma, la Ca®>*- ATPasa del RS, los canales en la

membrana del RS que controlan la salida del Ca**y la bomba Na*, Ca*".



El primer antagonista de calcio descrito fue la papaverina, conocido relajante
de la musculatura lisa intestinal. La necesidad de contar con agentes mds
especificos, ha llevado al estudio de plantas medicinales buscando moléculas
prototipo. Ya se han realizado algunos programas de rastreo sobre la
actividad antagonista de calcio de extractos de plantas (Ichikawa y col., 1989;
Ko y col., 1991; 1993; Wagner, 1993; Rauwald y col., 1994; Vuorela y col.,
1997) vy se ha demostrado actividad antagonista de calcio en alcaloides,
cumarinas, furanocumarinas, furanocromonas, estilbenos, lignanos,
naftoquinonas, fenilpropanos, flavonoides, monoterpenos, sesquiterpenos

(Vuorela y col., 1997).

EL MUSCULO LISO

Musculo lisode tipo fdsico y tonico

Con base en la capacidad que tienen los musculos lisos de generar una
respuesta contréctil, estos se han clasificado en musculos de tipo fdsico o
tonico. La estimulacion con concentraciones altas de K* o cdn agonistas,
producen en los musculos del tracto gastrointestinal, de algunos esfinteres o
del musculo liso del miometrio, un aumento en la amplitud de la respuesta
contrdctil sin modificar el tono. A estos tejidos Golenhofen (1976; 1981) los

clasificod como musculos liso tipo “fisico” los que, en contraste con los del



tipo “ténico” como es el caso de la musculatura lisa vascular y de las vias
aéreas, responden lentamente al estimulo y los tiempos de contraccion y de
relajacién son més prolongados, los tejidos se caracterizan por mantener la
tensién por periodos muy largos y tienen membranas celulares que no
responden con un potencial de accion ante el estimulo electrico, pero son
altamente sensibles a la activacion via los receptores en la membrana.
Algunos musculos lisos generan un patron intermedio, contracciones fasicas
que se superponen a la contraccion tonica; el ileon, taenia caecum y venas

presentan este comportamiento mixto (Ozaki y Karaki, 1993).

El comportamiento de estos tejidos se explicé en un principio tomando en
consideracion las diferencias que existian en las propiedades eléctricas de la
membrana plasmadtica; més adelante se ha demostrado que no hay siempre
una correlacién estrecha entre la concentracién del calcio en el citosol y el
tiempo que perdura la fuerza de contraccién del musculo lo que ha llevado a
plantear que si bien, el calcio es el regulador fisiologico mds importante de la
contraccion, la sensibilidad al calcio del aparato regulatorio contrictil difiere

seguin se trate de musculo liso tipo fasico o tonico.

El nivel enzimético es otro factor que se contempla en la clasificacion de los
musculos fisico y tonicos. El aumento de [Ca®*]; y la contraccion del musculo
liso se han asociado con el proceso de fosforilacién de la miosina (Ozaki y

Karaki, 1993). El sistema Ca**/calmodulina/cinasa de la cadena ligera de
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miosina, es por tanto, el mecanismo primario en la regulacion de la
contraccién muscular (Hartshorne, 1987; Kamm y Stull, 1985). Sin embargo,
cuando se despolariza con K* la aorta de la rata que es un musculo del tipo
ténico, se observa que al inicio se produce una respuesta contrictil inmediata
con el consecuente incremento de [Ca*'];, posteriormente la tension muscular
sigue incrementando, sin embargo, la [Ca®]; comienza gradualment a bajar
un 70% del nivel mdximo. Este fenémeno se ha explicado con base en el
mecanismo denominado de cerrojo, por medio del cual, se mantiene la fuerza
de contraccién en ausencia de miosina fosforilada (Dillon y col., 1981).
Cuando el estimulo es resultado de la unidén de un agonista con el receptor se
ha observado que la amplitud de la contraccion para una [Ca*']; determinada
y la miosina fosforilada son mayores que cuando se estimula el tejido con K.
Estas observaciones sugieren que la sensibilidad de la miosina fosforilada al
Ca?* se incrementa con la interaccion de ciertos agonistas con sus receptores
como es el caso de la norepinefrina y las prostaglandinas en la aorta de rata
(Sato y col, 1988), de la fenilefrina y derivados del tromboxano en la arteria
pulmonar del conejo (Himpens y col., 1990), de carbacol en la trdquea del

perro y de pilocarpina en el ileon de cobayo (Takayanagi y Ohtsuki, 1990).

En el musculo liso de tipo fisico, el K* en concentraciones altas incrementa la
[Ca®*]; de manera sostenida, sin embargo, la fuerza de la contraccién cae
abruptamente cuando la concentracion del K* resulta demasiado elevada. En

este caso, se observa que la relajacion y el proceso de desfosforilacion de la



miosina (aumento de la actividad de las fosfatasas) son significativamente

mayores que la disminucion de la [Ca®"];.

Respuesta contrdctil del ileon de cobayo

El ileon de cobayo ha sido descrito por algunos autores como un musculo liso
tipo mixto (Ozaki y Karaki, 1993) y como musculo fésico por otros (Somlyoy
Himpens, 1989). En este tejido, el tiempo de fosforilacion de la cadena ligera
de 1a miosina es extremadamente rdpido y vuelve a los niveles basales en 30
segundos, en tanto que la fuerza de contraccion permanece elevada
(Himpens, 1988; Himpens y col., 1988:1989). El musculo se caracteriza
ademds, porque cuando se incuba en un medio despolarizante sin calcio, se
produce una disminuci6n en la sensibilidad al Ca** del aparato regulador de la

contraccion.

El tejido despolarizado con K* aumenta la [Ca®"]; a través del influjo de calcio
desde el medio extracelular; sin embargo, los estudios realizados con células
en cultivo permiten asumir que la despolarizacion puede liberar calcio
intracelular almacenado (Kobayashi y col.,, 1986). Por otra parte, se ha
reportado que la disminuciéon del Na' en el medio exterior activa la
fosfolipasa C con el consecuente incremento del InsP;, segundo mensajero

que induce la salida de Ca** almacenado en el RS (Smith y col., 1989).
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Modelos in vitro con ileon de cobayo

El ileon de cobayo ha sido el tejido mds frecuentemente utilizado para el
estudio de los antagonistas de calcio que actian sobre el musculo liso
intestinal. Comparado con el tejido intestinal del cobayo, en el de la rata, la
respuesta contractil inducida con acetilcolina (ACh) resulta poco sensible al
verapamilo, nifedipina y dazodipina (Bates y col.,1982). El ileon de cobayo
aislado tiene poca actividad contréctil espontdnea y por lo regular presenta
una linea basal estable, esto favorece la evaluacion de los efectos que ejercen
las sustancias sobre las contracciones inducidas. En preparaciones intactas, la
membrana representa una barrera dificil de franquear cuando se desea evaluar
los efectos de los compuestos sobre los depésitos de almacenamiento de
calcio. Las preparaciones con tejido permeabilizado o “desnudo” (skinned)
permiten evaluar la accién directa de los productos sobre la maquinaria
contractil. En el caso de tejidos permeabilizados con B-escina, una saponina
aislada de las especies Aesculus, estos quedan desprovistos de la membrana
funcional del plasma, pero mantienen intactos el RS y los filamentos
contrictiles, también se preserva el sistema de transduccion de sefiales
acoplados a los receptores (Kobayashi y col., 1989; Kitazawa y Somlyo,
1990). De esta manera, los tejidos permeabilizados con B-escina responden al
estimulo inducido con carbacol, cafeina e InsP; y son preparaciones que se
utilizan con frecuencia para realizar estudios sobre la movilizacion del calcio

intracelular.



ASPECTOS Q’UH\'IIOTAXONO'MICOS Y
FARMACOLOGICOS DEL GENERO BRICKELLIA

Clasificacion botdnica

El género Brickellia es originario del Nuevo Mundo, incluye alrededor de 100
especies que se propagan en forma silvestre desde los limites del sur de
Canad4 hasta Sudamérica. México concentra un gran numero de sus especies,
algunas poseen propiedades curativas y son reportadas para tratar problemas

gastrointestinales (Aguilar y col., 1994).

Brickellia paniculata (Mill.) B.L. Rob. pertenece a la familia Asteraceae
(Compositae), tribu Eupatorie y sub-tribu Alomiinae, seccion Bulbostydis,
sub-seccién Coleosanthus. La planta se propaga de manera extensa en los
estados de Chiapas, Oaxaca y Jalisco. La informacién en los bancos de datos
del Herbario IMSSM reporta ch’ail pox y prodigiosa como nombres que dan
a esta planta los tzetzales y tzotziles de los Altos de Chiapas (ejemplar de

herbario n° 3800).
Constituyentes quimicos

Los estudios quimicos que se han realizado sobre un niimero amplio de las
especies Brickellia permiten concluir que las partes aéreas de estas plantas

poseen un contenido importante de flavonoides, especialmente de agliconas 6-
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metoxiladas y glicosidos (Mues y col.,1979; Timmerman y col., 1979;
Ulubelen y col.,1980; Liy col., 1986); se caracterizan ademds por la presencia
de sulfatos 6-metoxiflavonoles (Mues y col.,1979; Roberts y col.,1980;
Timmerman y col.,1981). Asimismo, la serie de diterpenos (Bohlmann y
Zdero, 1976; Bohlmann y col., 1978; 1981; 1982) que se han identificado en
las hojas, junto con los derivados de nerolidol aislados de la raiz (Bohlmann y
Zdero, 1976; Bohlmann y col.,1978) son otros de los grupos importantes de

constituyentes quimicos en estas plantas.

Hispidulina, cirsimaritina, cirsiliol, pectolinarigenina, eupafolina, eupatina,
artemetina y spinacetina son flavonoles comunes en el género; entre los
glicosidos cabria mencionar la presencia de patuletina, patuletina 3-
galactosido, eupalitina galactosido y eupatolitina 3-galactésido. Eupatolitina
3-sulfato, veronicafolina-3 sulfato, patuletina 3-sulfato. De las partes aéreas de
B. paniculata se aislo 5,4’-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona o xantomicrol

(Meckes y col., 1997; 2002a).

De las partes aéreas de B, argyrolepsis se aislaron diterpenos tipo labdano:
derivados angelatos y tiglatos (Bohlmann y col.,1978), uno de ellos, el 4cido
3a-angeloiloxi, 2a-hidroxi,13,14Zdi-deshidrocativico (CzsHs0s) fue obtenido
de la especie B. eupatoriedes (Bohlmann y col.,1982) y mds recientemente de
B. paniculata (Meckes y col.,2002a). Los estudios quimicos realizados con B.

paniculata colectada en el estado de Oaxaca condujeron al aislamiento del



4cido 3a-angeloiloxi,2a-hidroxicativico (CysHaoOs) (GOomez y col.,1983;

Calder6n y Vigueras, 1990).

Propiedades farmacoldgicas

La planta es reportada para tratar dolor de estoémago, cOlicos y diarreas
(Herbario IMSSM). Los antecedentes sobre los efectos biologicos de las
especies del género Brickellia son escasos. Existen reportes sobre el efecto
antiespasmodico in vitro que presenta el extracto metanolico de B. paniculata
en ileon de cobayo estimulado eléctricamente (Tortoriello y col., 1995),
respecto a la inhibicién que produce el extracto de B. glandulosa sobre la
contracciéon espontdnea en el yeyuno de conejo (Jayme y col., 1993) y
estudios realizados sobre el comportamiento que tiene el extracto acuoso de
B. veronicaefolia en el tracto gastrointestinal del cobayo, rata y raton (Pérez y

col., 1996).

El contenido de los flavonoides lleva a establecer inmediatamente una
correlacion entre los efectos relajantes de la musculatura lisa intestinal
detectados en las pruebés biologicas in vitro y el uso medicinal que tienen
estas plantas en el tratamiento de los padecimientos gastrointestinales. Hay
reportes acerca de la accion relajante que ejercen los flavonoides sobre la
musculatura lisa, también sobre los mecanismos que explicarian dicha

actividad (Abdalla y Abu Zarga, 1987; Abdalla y col.,1988;1989;1994;



Capasso y col.,1991; Morales y col., 1994; Tortoriello y col., 1996;
Bergendorff y Sterner, 1995; Mustafa y col., 1992; Beretz y col., 1986;
Hammad y Abdalla, 1997). Una situacion diferente ocurre con los diterpenos

y en este sentido hay campo interesante por explorar.

Brickellia paniculata es una hierba que se propaga de manera silvestre en
varios estados de la Republica mexicana. En las practicas médicas populares
de los mayas del sureste del pais, las hojas y los tallos se utilizan con
propositos terapéuticos para tratar el dolor de estomago y la diarrea acuosa, la
planta se utiliza también en combinacion con otras especies. Ch’ail ox o
tuxnuk’cho son los nombre que frecuentemente se dan a la especie en la zona.
Los estudios etnobotanicos sefialan a la planta como un recurso herbolario
importante para los pobladores (Berlin y Berlin, 1996; Berlin y col., 1996). En
un rastreo farmacolégico en el que se evalué la actividad antimicrobiana de
las plantas mds frecuentemente utilizadas en los Altos de Chiapas para tratar
afecciones gastrointestinales y de las vias respiratorias, el extracto metan6lico
de las hojas y de los tallos de Brickellia paniculata presentd actividad
moderada contra las cepas estandares de Staphylococcus aureusy fué inactivo
contra Escherichia coli y Candida albicans (Meckes y col., 1995). En
preparaciones in vitro con ileon de cobayo, el extracto inhibié la contraccion

inducida por estimulacion eléctrica (Tortoriello y col., 1995).
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La investigacion de Brickellia paniculata en una primera fase, trat6 sobre el
estudio fitoquimico de las hojas de la planta. La medicién de los efectos
inhibitorios del producto vegetal sobre la excitabilidad de la musculatura lisa
intestinal in vitro, sirvi6 como prueba biologica monitora. A lo largo del
proceso de fraccionamiento quimico, el rastreo de la actividad inhibitoria de
la respuesta contrictil inducida con potasio (60 mM) condujo al aislamiento y
a la purificacion de los dos compuestos mayoritarios, responsables del efecto
relajante de la musculatura lisa intestinal del cobayo. La caracterizacion
estructural de estos principios activos por medio de procedimientos
espectroscopicos y espectrométricos (ultravioleta, infrarrojo, espectrometria
de masas y resonancia magnética nuclear) permitié la identificacion del
compuesto 5,4-dihidroxi-6,7,8 trimetoxi flavona y del 4cido 3a-angeloiloxi,
2a-hidroxi-13,14Z di-deshidrocativico, este ultimo es diterpeno de tipo
labdano (Figura 4). Ambos compuestos se encuentran en diferentes especies
del género Brickellia y sus estructuras quimicas han sido anteriormente
descritas en la literatura (Stout y Falk, 1961; Bohlman y col., 1976; 1978,
1981; 1982); sin embargo, hasta el momento no hay reportes referente a los

efectos biologicos que posee el diterpeno.



Fig. 4

COMPUESTOS AISLADOS DE BRICKELLIA PANICULATA,
RELAJANTES DE LA MUSCULATURA LISA INTESTINAL
DEL COBAYO IN VITRO

Xantomicrol (1) CisHsOr, UVELOAC); Apey i = 331, 272; IR: Uy = 3424, 1648,
1596, 1464, 1356, 1280, 1238 cm™, 'H-NMR (CDCL,): § = 3.71; 3.77, 3.88 (9H, s,
OMe-6,7.8 ), 6.83 (1H, s, H-3 ), 6.93 (2H, d, J= 9 Hz, H-2', 6’ ), 7.95 (2H, d, J=9
Hz, H.3" 5), 10.3 (1H, sa, OH-4’), 12.6 (1H, s, OH-5).

dcido 3 a-angeloiloxi, 2a-hidroxi-13,1 4Z-deshidrocativico (2): C;sH350s; [0]=+29.0 (c,
-3.6 mg/mL, CHCL); IR: U, = 3518, 2968, 1668, 1648, 1446, 1388, 1244, 1164,
1065 cnr'; '"H-NMR (CD;OD): 6= 0.84 (3H, 5, Me-20 ), 0.88 (3H, s, Me-19), 1.04
(3H, s, Me-18 ), 1.78(3H, s, Me-17), 1.93(9H, m, Me-16; Me-4’, Me-5"), 2.50 (1H, m,
H-12), 2.90( 1H, m, H-12 ), 4.13 (1H, brd, H-2 ), 5.01 ( 1H, d, J= 1.65 Hz, H-3),
542 (1H, brs, H-7 ), 5.63 (1H, 5, H-14 ), 6.16 (1H, qq, H-3’).
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La valoracion de la actividad relajante sobre la musculatura lisa intestinal del
cobayo in vitro indico, en cierto modo, un comportamiento similar para
ambos productos: 1) relajan la musculatura lisa intestinal del cobayo con una
potencia cercana; 2) inhiben con igual potencia a los componentes de la
respuesta fésica y tonica de la contraccion inducida por la despolarizacion con
K* (60 mM); 3) presentan un efecto bloqueador de la respuesta contrictil
evocada por agentes espasmogénicos como la acetilcolina y la histamina; 4)
las propiedades relajantes de la musculatura lisa intestinal se correlacionaron
con una accién antagonista sobre el calcio. Sin embargo, un comportamiento
distinto se observo en las curvas concentracidn-respuesta sobre el calcio. A
diferencia del flavonoide que actla como un antagonista de calcio no-
especifico, el diterpeno, en forma dependiente de la concentraciéon, produjo
desplazamiento paralelo hacia la derecha, lo que sugeriria una accion
antagonista de tipo competitivo. La potencia antagonista del efecto es
mediana si se compara con la reportada en la literatura para otros
antagonistas de calcio como son nifedipina, verapamilo y diltiazem (pA; =
9.5, 7.8 y 7.6, respectivamente). El valor pA, calculado para el 4cido 3a-
angeloiloxi, 2a-hidroxi-13,14 Z di-deshidrocativico fue 4.63, cifra cercana a la
determinada para la papaverina en el mismo modelo (Godfraind y col., 1986).
Los resultados obtenidos en esta fase del estudio permitieron justificar, en
cierta medida, el uso popular que tiene la planta para tratar colicos y dolor

abdominal (Meckes y col., 1997, 2002a).



JUSTIFICACION

En México, son numerosas las plantas medicinales que la poblacion reconoce
por sus propiedades curativas en el tratamiento de la diarrea, colicos y dolor
de estdbmago. Varias de estas especies han sido sometidas a estudios
experimentales de cardcter fitoquimico y farmacologico. El contenido de
flavonoides en estas plantas y los efectos relajantes que producen sobre la
musculatura lisa intestinal in vitro, han explicado en cierta forma, el uso
medicinal que tienen las especies como antiespasmodicos (Abdalla y Abu
Zarga, 1987, Capasso y col., 1991; Morales y col., 1994; Tortoriello y col.,
1996; Bergendorff y Sterner, 1995). En otros casos, ademds del contenido de
flavonoides, se han detectado compuestos terpenoides con efectos biologicos

similares (Meckes y col., 1996; Mata y col., 1996; Mezquita y Rivero, 1997).

Los reportes que existen sobre plantas medicinales de México con efectos
antiespasmodicos, por lo regular, son estudios en los cuales se presenta la
evidencia de un efecto relajante sobre la musculatura lisa intestinal in vitro.
Aunque se sugiere en ellos un posible mecanismo que rﬁedia el efecto
espasmolitico de los principios activos, la metodologia empleada en estos
estudios, no permite profundizar en los mecanismos de accion involucrados
en la respuesta biologica. El efecto antagonista de calcio de tipo competitivo

que presenta un diterpeno tipo labdano aislado de Brickellia paniculata,
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planta medicinal de los Altos de Chiapas utilizada como antiespasmadico,
llevé a plantear el estudio del mecanismo de accion involucrado en la
actividad relajante sobre la musculatura lisa intestinal. Conocer con detalle la
composicion quimica de Brickellia paniculata'y el modo de accién de los
principios activos aportaria un avance en el conocimiento de las propiedades
terapéuticas atribuidas a la planta y la posibilidad de establecer las

potencialidades que tiene como antiespasmodico para su uso en la clinica.



HIPOTESIS

1. El compuesto activo actda sobre los canales de calcio en la membrana
plasmitica bloqueando el influjo del calcio extracelular e interrumpiendo la

sefial para la liberacion del ion a partir de los depositos intracelulares.

2. La inhibicién que produce el principio activo sobre la respuesta contréctil
fasica inducida por despolarizacion con K*, responde a una accion directa del
compuesto sobre los sitios en los depdsitos intracelulares, sensibles al Ca*", a

la rianodina y a la cafeina.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la actividad calcio antagonista que presenta el dcido 3o-
angeloiloxi, 2a-hidroxi-13,14 Z di-deshidrocativico estd mediada por una
accién a nivel de los canales de calcio en la membrana plasmatica bloqueando
la entrada del Ca** y/o por una acciéon a nivel intracelular inhibiendo la

liberacidn del catién a partir de los depositos intracelulares.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.Montar preparaciones con fibra longitudinal de ileon de cobayo para la
realizaci6n de los estudios.

2. Determinar los efectos que tiene el compuesto diterpénico sobre la
contraccién inducida por despolarizacién con una solucion alta en K* (60
mM), con Ca** (2 mM) y en presencia de agentes que alteran la homeostasis
del calcio a nivel del RS.

3 Estandarizar el modelo “del lantano”, para determinar probables efectos del
compuesto activo sobre la entrada del calcio extracelular.

4 Estandarizar el modelo para estudiar en preparaciones con tejidos
“desnudos”, la accién del compuesto activo sobre la movilizacion del calcio a

nivel de los dep6sitos de almacenamiento intracelular.
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MATERIAL Y METODO

Acido 3a-an geloiloxi, 2a-hidroxi, 13,142 di-deshidrocativico
(AAHDD)

Para el estudio se dispuso de una cantidad de 6.5 g del 4cido 3a-angeloiloxi,
2o-hidroxi, 13,14 Zdi-deshidrocativico, producto aislado en un estudio anterior
a partir del extracto metanolico de las hojas de Brickellia paniculata (Meckes
y col., 2002a). La estabilidad del compuesto se corroboré por medio de un

nuevo espectro RMN-"H obtenido al inicio del presente trabajo.
Preparaciones con tiras de fibra longitudinal

En el estudio se utilizaron cobayos Hartley machos con un peso corporal
variable entre 400 y 600 g. Los animales se mantuvieron en ayuno de 16
horas, con libre acceso al agua y se sacrificaron por golpe en la nuca y
posterior desangrado. Para el montaje de las preparaciones con tejidos
aislados se utilizé ileon en su porcion cercana al dngulo ileo-cecal descartando
los primeros 10 cm, el resto de intestino se mantuvo en soluciéon Tyrode
normal (T, a 37 °C y con burbujeo constante de 95% O,-5% CO.. La
membrana mesentérica se desprendid y. para extraer totalmente el contenido
de las heces fecales remanentes en el intestino se perfundi6 la solucién a

través del lumen. A continuacion se cortaron segmentos de 1.5-2.0 cm de
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longitud abriendo el tejido con un siguiente corte longitudinal (Figura 5A). En
los estudios se utilizé la fibra longitudinal del musculo liso y para la diseccion
se tomé como base la técnica reportada por Rang (1964). El segmento de
{leon abierto se bafid en el medio y con ayuda de una pinza curva se ejercio
presion tangencialmente para eliminar la serosa y capas del musculo circular,
se desprendio6 luego el paquete transparente de fibras longitudinales (1.0-1.5
mm de ancho por 20 mm de largo aproximadamente) (Figura 5B). Las tiras se
suspendieron verticalmente en los bafos para 6rganos aislados y se incubaron
las preparaciones en 10 mi de T, a 37 °C, manteniendo el burbujeo continuo
de 95% O,-5 %CO,. El contenido de la solucién T, expresado en mM fue el
siguiente: NaCl, 136; KCI, 2.68; CaCl,, 1.84; MgCl,, 0.49; NaH,PO,, 0.36;
NaHCO:;, 11.10; glucosa, 11.10 y se ajusté la solucién a pH 7.4. Uno de los
extremos de la tira se fijo a la cimara y el otro extremo se enlaz6 con un
transductor de desplazamiento FTO3 acoplado al poligrafo Grass-7D,
previamente calibrado a una sensibilidad de 2mV/cmy 1 g de tension. Los
tejidos se estabilizaron en la solucién durante 50-60 min, cambiando el medio

cada 20 min.

Efectos del compuesto AAHDD sobre las contracciones inducidas
con K" (60mM)

Una vez estabilizadas las preparaciones en el medio T,, se indujo la
contraccién de los tejidos con una solucién Tyrode alta en potasio (T;) en la

que se hizo una sustitucion equimolar de Na* por K*, (en mM): NaCl, 78.68,



KCl, 60.00; CaCl,, 1.84; MgCl,, 0.49; NaH.POs,, 0.36; NaHCO;, 11.10 y

glucosa 11.10. Luego de lavar con T, se repiti6 el procedimiento para la

B. Misculo liso longitudinal

Figura 5. Preparacion de la fibra longitudinal del miisculo liso intestinal de cobayo. La
capa del misculo longitudinal se desprende del tejido ejerciendo presion tangencial sobre uno

de los extremos del segmento abierto (B-B'-C). El proceso se lleva a cabo manteniendo el
tefido sumergido en la solucion a 37 °C .
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despolarizacion de la fibra hasta obtener una respuesta contractil similar a la
anterior. El efecto contractil producido se registré durante 45-50 min, lapso en
el que se obtuvo un valor constante de la contraccion tonica (Emax=100%). A
continuacién se aplicaron cada 3 min concentraciones acumulativas del
compuesto AAHDD (5-45 uM) hasta inhibir por completo la contraccion
inducida. La tension registrada con la adicién de AAHDD se expres6 como
valor porcentual respecto al Epa. Asimismo, se determiné la recuperacion del
musculo después de lavar los tejidos con Ti. En el estudio se incluyeron
observaciones con los agentes antagonistas de calcio verapamilo y papaverina,
utilizados como patrones de referencia. Para la determinacion de los efectos
de AAHDD sobre la respuesta contréctil fasica, el compuesto se adicion6 en
concentraciones variables (10-80 uM), 15 min antes de cambiar el medio

normal por la solucion despolarizante alta en K*(60 mM).

Efectos del dcido ciclopiazonico 'y de la rianodina en el
comportamiento del AAHDD

Una vez que se estabilizaron las preparaciones en T se sustituy6 el medio por
una solucién Tyrode similar a T; pero sin calcio (Ts) y se prolongo6 la
incubaci6on durante 40-60 min cambiando la solucion cada 20 min. Los tejidos
se despolarizaron con una solucién similar al medio T, pero sin calcio (Ty).
En aquellos casos en los que aun se registraba una sefial contrdctil, las

preparaciones se lavaron y se prolongo el periodo de incubacion de los tejidos
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en el medio libre de calcio T; o bien, se adicionaron al bafio 10 mM de
cafeina para que se liberara completamente el calcio almacenadoenel RS.La
respuesta contréctil se indujo con 2 mM de Ca* y se repiti6 la observacion
hasta reproducir la amplitud mdxima de la respuesta contrdctil (Emax). A
continuacién, los tejidos depletados del calcio intracelular se incubaron por 10
min en el medio T, adicionando luego 10 uM de dcido ciclopiazonico
(ACPZ). Después de incubar las preparaciones con el inhibidor de la Ca*-
ATPasa durante 10 min, se indujo la contraccion con 2 mM Ca*
(E'max=100%). La observacion se repitio tras aplicar a cada tejido AAHDD (5-
80 uM), 15 min antes de proceder a la despolarizacion de los mismos con Ts.
La respuesta contractil del Ca® para cada concentracion del AAHDD se
expres® como porciento respecto al E'me €n €l caso de los tejidos tratados con
ACPZ y respecto a Ema para los valores de la curva control sin ACPZ. Se
incluy6 en el ensayo la valoracién de la actividad del verapamilo en
concentraciones 1x10%-1x10" uM como agente antagonista de los canales de

calcio dependientes del voltaje.

En otra serie de estudios, las preparaciones se incubaron en condiciones
similares a las descritas en el inciso anterior sustituyendo en este caso el
ACPZ por 30 pM de rianodina, un agente que libera Ca® del RS y deja
abiertos los canales sensibles al mecanismo de liberacion de Ca**-inducido por

calcio (CLC) (Figura 1).



Preparaciones con fibra longitudinal permeabilizada con f-escina

Para la serie de estudios en los cuales se utilizé fibra longitudinal
permeabilizada, se tom6 como base el procedimiento reportado por Seitz y
colaboradores (1997), con modificaciones a la técnica tales como la
concentracion de la saponina aplicada para la permeabilizacion de los tejidos
y el pCa= -log [Ca®" libre] utilizado en la fase contréctil del tejido. Las
preparaciones, dispuestas verticalmente en el bafio de tejidos aislados y
tensadas al g se estabilizaron en 10 mL del medio a 32 °C y con burbujeo
continuo de 95% 0,-5%CQ,. La composicion del medio fue la siguiente:
(mM) NaCl, 120; KCI, 4; CaCl,, 2.5; MgCl,, 1.1; NaH,PO,, 0.4; NaHCO;,
25; glucosa, 10 y 4cido piravico, 10; pH=7.4. Posteriormente, los tejidos se
incubaron 5 min en una solucion relajante libre de Ca*, alta en K* (en mM):
KCl, 120; MgCl,, 1.1; NaHCO;, 25; NaH,PO,, 0.4; glucosa, 10, 4cido
piravico, 10 y EGTA, 2 (pH=7.4) y se permeabilizaron con 40 uM de B-
escina incubando con la saponina durante 30 min. Con el propoésito de cargar
el RS con calcio, los tejidos permeabilizados se bafiaron luego en una solucion
contréctil de composicién similar a la solucion relajante, pero adicionando
una cantidad apropiada de CaCl, calculada la concentracion del Ca** libre a
pH 7.4 y 32 °C (Harafuji y Ogawa, 1980; Fabiato y Fabiato, 1975). Después
de 10 min de incubacién en el medio contractil, las preparaciones se lavaron

con una solucion relajante que contenia 0.2 mM de EGTA. La respuesta
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contrictil inducida con cafeina se obtuvo en un medio relajante que contenia

20 mM de cafeina y 0.05 mM de EGTA.

Medicion de la incorporacion de “Ca*? en las preparaciones
contraidas con K*

Para establecer un probable efecto del AAHDD sobre el influjo del Ca** a
través de los canales de calcio en la superficie de la membrana celular, se
midi6 la capacidad del tejido tratado con AAHDD para incorporar *Ca** en
el interior de la célula. El modelo se basé en el disefio reportado
anteriormente en la literatura (Karaki y Weiss, 1979; Goodman y Weiss,
1971). Las tiras de fibra longitudinal (3 x 10 mm) se mantuvieron durante 2
horas a 30 °C en condiciones de burbujeo continuo con 100% O, en una
solucién Tyrode-Tris (T-Tr): NaCl, 123.7; KCl, 2.7; CaCl,, 2.5; MgClL,, 1; tris
(hidroximetil) aminometano, 25; glucosa, 5.5 (mM) a pH=7.4. Los tejidos se
transfirieron luego a una solucién hipertonica T-Tr (60 mM K*) + 2 uCi/mL
“Ca (act.esp.=18 mCi/mg; Perkin-Elmer), después de incubar por 30 min, se
lavaron las preparaciones con una solucion que contenia LaCls, 68.7; glucosa,
5.5 y Tris -HCI 25 (mM) a 1 °C y burbujeo de 100% O,. El lantano tiene la '
propiedad de desplazar al Ca® unido a la membrana inhibiendo de esta
manera el influjo transmembranal del calcio (Weiss, 1974; Uyama y col,,
1993). Después de 30 min, el tejido se seco haciendo presion entre dos hojas

de papel filtro, se digiri6 con 300 pL de perdxido de hidrégeno a 150 °Cy la
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radioactividad de la muestra solubilizada en Eco Lume (ICN) se cont6 en un
detector de centelleo liquido. Para determinar los efectos del AAHDD en la
incorporacién del “Ca*, una serie de tejidos se trato6 durante 15 min con
concentraciones variables del compuesto (25, 50 y 100 pM) antes de

incubarlos en la solucion despolarizante con “Ca™.

Efectos del AAHDD sobre el eflujo del “Ca ** en un medio alto en
concentracion de K

Las preparaciones incubadas en 3 ml del medio T-Tr +*Ca (6.5 pCi/mL) se
despolarizaron con K* (60 mM) agregando la cantidad apropiada de una
solucién 2 mM KCl al bafio. Después de 30 min, los tejidos se lavaron de
manera sucesiva y a intervalos de 5 min con la solucién hipertonica, no-
radioactiva, con o sin AAHDD (100 uM). Las muestras eluidas, asi como las
tiras de fibra tratadas, se solubilizaron en Eco Lume (ICN) y la radioactividad

de las muestras se contd en un espectrofotometro de centelleo liquido.

Los resultados obtenidos en la serie de estudios con calcio radioactivo se
expresaron como el contenido aparente de *Ca en el tejido de acuerdo con la
formula habitualmente reportada en la literatura y en la que se expresa la

radioactividad de las muestras en cpm (cuentas por minutos) (Orallo y col.,

1991).

OORDINACION DE SERVICIOS
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5Ca*™ (nmol/kg de peso) = cpm en tejido nmol Ca/L medio

peso (kg) cpm/L medio

Efecto del AAHDD sobre la contraccion tonica inducida por el Mn*
en un medio libre de Ca**, alto en K*

Las tiras de fibra longitudinal se estabilizaron en el medio T, a 37 °C y con
burbujeo continuo de 95% 0:-5%CO.. La respuesta contrictil se indujo con
una solucion hiperténica de K* (60 mM) y se determind el efecto mdximo de
la contraccion tonica (Enx=100%). Después de lavar los tejidos, las
preparaciones se incubaron 60 min en el medio T; libre de calcio, cambiando
la solucién cada 10-15 min. Después de aplicar AAHDD (10-80 pM) e
incubar los tejidos con el compuesto durante 10 min, se adiciond al bafio la
solucion hiperténica de K*, prolongando la incubacién de los tejidos en este
medio 10 min m4s. Finalmente, se adicion6 el Mn** (5 mM) y se registré el
aumento gradual del efecto contréctil producido a las 3 y 4 horas de aplicado
el manganeso. En el estudio se contemplé una serie de tejidos control sin
AAHDD vy otra de tejidos tratados con verapamilo como el antagonista de los

canales de calcio tipo L, utilizados como patrén de referencia.

Para determinar la concentracion del Mn** en el tejido, las preparaciones se
lavaron varias veces durante 30 min con un medio Tyrode normal sin Mg?* y

sin Ca*" que contenia 5 mM de EDTA para eliminar el manganeso unido a la
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membrana celular. Las tiras se secaron a temperatura ambiente, se pesarony
se calcinaron en una mufla a 200 °C por 3 horas. Las muestras se disolvieron
en 0.IM HCI y la concentracion del Mn* se determind por medio de

espectrofotometria de absorcion atomica.

Expresién de los resultados y andlisis estadistico

En los estudios se utilizaron 6-10 preparaciones (tejidos tratados s6lo una vez)
por cada punto. Los valores se expresaron como promedio *+ desviacion
estandar y por la prueba de t Student pareada se determiné la significancia de
la diferencia entre los valores (p<0.05). La potencia del efecto se expreso
como el valor Cls (la concentracion de AAHDD que inhibi6 la respuesta
contréctil maxima en un 50%) calculada mediante ajuste no lineal con el
programa Sigma Plot. Los valores pCa (-log [Ca**-libre]) se determinaron por
medio de un programa especialmente disefiado para el célculo de la
concentracién total de los sustratos en las soluciones que tienen una
concentracién especifica de iones libres y en el que se incluy6 la constante de
asociacion del complejo Ca-EGTA propuesto por Schwartzenbach (Fabiato y

Fabiato, 1975; 1978).



RESULTADOS Y DISCUSION

El diterpeno labdano 3a-angeloiloxi,2a-hidroxi-13,14Zdi-deshidrocativico
(AAHDD) aislado de las hojas de Brickellia paniculata constituye uno de los
principios activos, relajantes de la musculatura lisa intestinal in vitro (Meckes
y col., 2002 a). El contenido del compuesto en las hojas es elevado (1.5%) y
en condiciones ambientales de temperatura, luz y de humedad, la molécula es

estable.

En el musculo liso intestinal del cobayo in vitro, concentraciones altas de K*
i)roducen una contraccion inmediata y transitoria (respuesta fasica) seguida de
una respuesta contrdctil sostenida (tonica). El bloqueo de la respuesta
contrictil con un antagonista de Ca** cuyo sitio de accidn son los canales de
calcio dependientes del voltaje, producird inhibicién de la componente tonica

de manera significativamente mds marcada que la respuesta fasica.

La adicién acumulativa del compuesto AAHDD inhibi6 la contraccidn tonica
maéxima inducida con K* (60 mM), el efecto antagonista observado mantuvo

una relacion dependiente de la concentracion del diterpeno (Figura 6).
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Fig.6 Registro caracteristico de la respuesta ténica que produce la contraccién
inducida con una solucién elevada en K* (60 mM). Al inicio se registra una
contraccién inmediata y rdpida (fdsica) seguida de una contraccion menor en
amplitud y sostenida, estable después de 30-40 min (respuesta ténica). La adicion
de concentraciones acumulativas de AAHDD produce inhibicion de la respuesta
contrdctil ténica.

Con el proposito de establecer un valor comparativo de la potencia que
presenta el compuesto AAHDD respecto a otros antagonistas de calcio ya
conocidos, en los estudios se incluyé la determinacion de los efectos
producidos por verapamilo y papaverina. Cabe recordar que verapamilo es un
antagonista selectivo de los canales de calcio voltaje-dependientes, papaverina

es un relajante de la musculatura lisa que presenta accion antagonista de



calcio inespecifica. Los valores Cls, determinados para AAHDD, verapamilo
y papaverina fueron 15.52 £ 1.93 uM (n=31), 0.016 + 0.005 uM (n=18) y 6.70

+1.31 uM (n=18), respectivamente (Tabla 2).

CONTRACCION INDUCIDA CON K" (60 mM)
EN TIRAS DE FIBRA LONGITUDINAL

fasica tonica Cl;, fasica/
Agente bloqueador de CI 50 (1M) Clso (pM) CI;, tonica
la respuesta contractil
AAHDD 110.39 +21.42 (6) 15.52 £1.93 31 7.11
Verapamilo 290+ 0.68 (6) 0.016 £0.005 (18) 181.25
Papaverina 23.83+8.39 (6) 6.70 £ 1.31 (18) 3.56

Tabla 2. Potencia del efecto inhibidor que poseen el compuesto AAHDD aislado de
Brickellia paniculata y los antagonistas de C#* verapamilo y papaverina, sobre las respuestas
fisica y tonica de la contraccion inducida con concentraciones elevadas de K* (60 mM) en
preparaciones con fibra longitudinal de ileon de cobayo. Los valores estdn expresados como
promedio + desviacion estindar de (n) tejidos.

Los resultados en estos estudios indican que la potencia del verapamilo como
inhibidor de la contraccion inducida con K* (60 mM) tiene un orden 1x10°
superior al que presenta AAHDD; diferente de la papaverina que es s6lo dos
veces més potente que el compuesto en cuestion. Después de lavar las

preparaciones, la actividad de los tejidos se recuperd en un 90% en el caso de

====54====



las preparaciones tratadas con verapamilo y en 70-80% cuando a los tejidos se

les aplic6 AAHDD o papaverina.

10 xM AHDD.

220 uM- AHDD

80 uM AHDD

Fig. 7 Inhibicion de Ia contraccion fisica en cuatro tejidos tratados con la concentracion
respectiva del compuesto AAHDD (10-80 uM), después de obtener el registro control de Ia
respuesta contrictil inducida con K'(60 mM). La recuperacion de los tejidos tratados con el

compuesto fue < 100%.



Ia contraccién fisica inducida con una solucién isosmoética de K* (60 mM),
también fue bloqueada por AAHDD en forma concentracion-dependiente
(Figura 7) y los valores de la potencia del efecto inhibidor sobre la contraccion
fisica Cls, determinados para AAHDD, verapamilo y papaverina fueron
110.39 + 21.42 pM, 2.90 + 0.68 uM y 23.83 + 8.39 uM respectivamente

(Tabla 2).

En las preparaciones con fibra longitudinal, el efecto inhibitorio que posee el
diterpeno AAHDD sobre la respuesta contractil tonica inducida con KCI (60
mM) tiene una potencia cercana a la que fuera determinada en un estudio
anterior utilizando el segmento completo del ileon aislado. Por el contrario, la
potencia del efecto inhibitorio sobre la respuesta contractil fisica fue menor en
la fibra longitudinal (Meckes y col., 2002a). Aunque existen reportes que
sefialan que la interferencia que producen ciertos agentes en la movilizacion
del calcio extra e intracelular puede variar de manera importante segin la
region del tejido intestinal que se registra (Okamoto y col., 1997), no hay
antecedentes respecto a diferencias entre el efecto que producen los
antagonistas sobre la respuesta contréctil fisica en la fibra longitudinal del
ileon respecto al del tejido completo. Sin embargo, entre ambos estudios, la
diferencia reside en que la contraccion fésica se indujo en las preparaciones
con tejido completo con una solucién hiperténica de K* (60 mM) y en el

presente estudio, la fibra longitudinal se contrajo con una solucién isosmotica

de K* (60 mM).



La valoracién de los efectos de verapamilo y de papaverina en la fibra
longitudinal, incluidos en este estudio como los antagonistas de calcio de
referencia, muestra que la potencia del verapamilo como inhibidor de la
respuesta contrictil producida con K* es cercana a la reportada en
preparaciones con taenia coli de cobayo (Karakiy col., 1984)y, en el caso de
la papaverina, los valores en la literatura (Reiter y Brandt, 1985) correlacionan
bien con los datos obtenidos en el presente estudio, antecedentes que
indicarian un montaje adecuado de las preparaciones con fibra longitudinal

utilizadas.

La contraccion ténica se ha vinculado con el aumento en la permeabilidad de
la membrana que produce la despolarizacion con K*, el influjo de Ca** desde
el medio extracelular a través de los canales de calcio dependientes del voltaje
y el consecuente incremento de la concentracién de Ca** en el citosol. A su
vez, la respuesta contrictil fisica se ha relacionado con el incremento de la
concentraciéon del Ca*" en el citosol, producto de la liberacion del calcio
almacenado en los depbsitos intracelulares, particularmente en el RS (Karaki
y Weiss, 1984; Kobayashi y col., 1986; Somlyo y Somlyo, 1992; Nasu y col.,

1995d; 1996).

En la fibra longitudinal del ileon de cobayo, la potencia del efecto inhibitorio

del AAHDD sobre la respuesta fésica fue 7.1 veces menor que la potencia que

presenta el compuesto sobre la respuesta tonica. La relaciéon ICs, fisica/ICs,



tonica resulté superior a la determinada en este estudio con papaverina (3.56)
y notablemente inferior a la que se obtuvo con verapamilo (181.25). Estos
resultados se podrian explicar con base en la hipdtesis que sostienen algunos
investigadores respecto a una relacion existente entre la respuesta fasica de la
contraccién y la liberacion de calcio a partir de los depdsitos de
almacenamiento intracelulares. La papaverina es un antagonista de calcio
inespecifico, aun no se ha logrado un consenso respecto al mecanismo de
accion de este alcaloide, sin embargo, se asume que es un inhibidor de la
fosfodiesterasa de los dcidos nucledtidos y por lo tanto, incrementa el AMPc,
el cual a su vez, activa el secuestro de calcio en los depésitos de
almacenamiento de calcio intracelular (Prestwich y Bolton, 1995a). Por el
contrario, verapamilo es un antagonista de calcio que interfiere de manera
especifica la entrada del calcio desde el medio exterior bloqueando los canales
dependientes del voltaje; por tanto, la inhibicion sobre la respuesta fésica no
es apreciable. Sin embargo, cabe sefialar que ambos componentes de la
respuesta contrdctil inducida con K* en preparaciones con taenia coli son
inhibidos con nifedipina siendo la relacién ICs, fasica/ I1Cs, tonica = 6.4, valor
cercano al que se determiné en este estudio con AAHDD (Usune y col.,
1996). La nifedipina también es un antagonista de calcio cuyo sitio de accién
son los canales de calcio tipo L dependientes del voltaje (Mc Donald y col.,

1994).
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Los mecanismos posibles que conllevan al descenso de la concentracion del
calcio en el citosol se relacionan con un bloqueo del influjo del calcio desde el
medio extracelular, la estimulacién del eflujo de calcio, la liberacién del calcio
almacenado en los depdsitos intracelulares o bien, la acumulacién del ion en
los depositos de almacenamiento. El efecto que presenta el compuesto
AAHDD como inhibidor de las contracciones inducidas con K, puede

vincularse con cualquiera de las vias mencionadas.

En suma, el diterpeno aislado de Brickellia paniculata podria, en principio,
actuar sobre la movilizacion del calcio intracelular. Los estudios realizados
con la fibra longitudinal intacta y con fibras tratadas con B-escina para
permeabilizar la membrana plasmadtica, tuvieron como propésito responder a
una probable accion del compuesto AAHDD sobre el RS, principal organelo

que participa en la movilizacion del Ca** almacenado.



EFECTO DEL COMPUESTO AAHDD SOBRE LA
MOVILIZACION DEL Ca* EN LOS DEPOSITOS
INTRACELULARES (RS)

Tomando en consideracion los antecedentes anteriormente sefialados, el
efecto relajante del compuesto AAHDD se valor6 en preparaciones en las
cuales se impedia la captura (dcido ciclopiazénico) del calcio o su liberacién

(rianodina) a partir de los depoésitos de almacenamiento intracelular.

Efecto del dcido ciclopiazonico y de la rianodina en la actividad
inhibitoria del AAHDD sobre la contraccion inducida con Ca**

El ileon de cobayo en un medio libre de qalcio se contrae cuando se expone a
los agentes inductores de la liberacion del Ca*" almacenado en el RS. En la
serie de estudios realizados, las preparaciones incubadas en una solucién libre
de Ca* se trataron con 10 mM de cafeina para liberar calcio de los depositos
intracelulares. Una segunda aplicacion del alcaloide no contrajo al musculo,
lo que implica en principio un vaciamiento total del deposito. En estas
condiciones, la respuesta contrictil inducida con 2 mM de Ca** (100%) fue
bloqueada en forma dependiente de la concentracién por el compuesto
AAHDD (5-80 uM). Para determinar la participacion de la ATPasa de Ca*'en
el efecto inhibitorio del compuesto AAHDD los tejidos depletados del calcio
intracelular fueron tratados con 10 pM de écido ciclopiazénico (ACPZ), antes
de inducir la contraccion con calcio. Los registros indicaron que la adicion del

ACPZ no modificaba el tono muscular, pero en un 75% de los tejidos se

====F()====



227414

observd una disminuciéon del 13.19 + 5.6% (n=36) en la amplitud de la
respuesta contractil inducida con Ca**. Después de lavar las preparaciones los

tejidos recuperaron la tension basal original.

Para el rango de concentraciones del AAHDD evaluadas, la curva de
relajacion obtenida con la adicion del compuesto AAHDD en presencia de
ACPZ, no fue significativamente diferente a la curva control sin ACPZ (Tabla
3). Por el contrario, en la serie de muestras en las que se utiliz6 verapamilo
como antagonista de los canales de calcio, la curva de relajacion en presencia
de ACPZ se desplaz6 hacia la izquierda, indicando un incremento en la
accion inhibitoria de la respuesta contractil inducida con Ca** (no se muestran

datos).

Con el propésito de detallar sobre la participaciéon que tiene el calcio
almacenado en la actividad relajante del AAHDD, se analizé6 el
comportamiento del compuesto en tejidos preincubados en un medio libre de
Ca*, expuestos a 10 mM de cafeina y 30 uM de rianodina. La rianodina
mantiene abiertos los canales de Ca** en la membrana del RS liberando de
esta manera el calcio almacenado en el compartimento que es sensible a la
accion del propio calcio y del InsP;. En la serie de experimentos en los que se
aplicé rianodina, antes de inducir la contraccién con Ca**, no se observaron
cambios en el tono muscular, pero la respuesta contrictil con Ca** se redujo

en 21.5 £ 6.3% en todas las preparaciones. Después de lavar, los tejidos



recuperaron la tensiéon original. El comportamiento del AAHDD como
bloqueador de la respuesta contractil con Ca** no se alter6 de manera

significativa con la presencia de rianodina (Tabla 3).

e == m— s
AAHDD % INHIBICION
(M) Curva control con rianodina con dcido
ciclopiazdnico
5 7.52+4.12 7.64+0.60
10 22.39+4.52 20,98 +3.41 21.66 £ 3.38
20 40.57 £6.00 32.65+7.61 44.03 £4.39
30 51.54+£9.73 54.80 £ 9.64
35 60.24 +9.02 63.91 + 10.56
40 67.63 + 6.24 72.71+742 59.93+3.22*
60 75.00+5.61 85.14+1.87* 8161+9.73
80 78.91 441 87.20£5.10*
e —————————————

Tabla 3. Efecto del AAHDD (5-80 uM) sobre Ia contraccién inducida por 2 mM de C#* en
las preparaciones con fibra longitudinal de ileon de cobayo, previamente incubadas en medio
libre de calcio y estimuladas con 10 mM de cafeina (curva control). En condiciones similares
se realizaron observaciones tratando el tgido con rianodina (30 uM) o con acido
ciclopiazénico (10 uM). Los efectos que producen la rianodina y el dcido ciclopiazénico
sobre la contraccion inducida por Ca** fieron tomados en consideracion al determinar los
valores correspondientes. Los valores estin expresados como promedio + desviacion estindar
de n=6-8 tejidos. * p<0.05.



Por otra parte, la extrusion del “®Ca** celular puede ser inducida por medio de
la despolarizacion con K* en presencia de Ca** exterior. Los tejidos incubados
durante 30 min con *Ca** en una solucién hipertonica de K* (60 mM), al ser
lavados con la solucién no-radioactiva pierden rapidamente el “*Ca en el
transcurso de los primeros 15 min de lavado y después, el proceso ocurre a
una velocidad notablemente menor. Los datos obtenidos en esta serie de
observaciones indican que el eflujo del “Ca** describe una curva que no se
modifico al agregar el compuesto AAHDD a una concentracién de 100 uM
(Figura 9), cantidad del producto que inhibe en un 100% la respuesta

contrictil tonica inducida con K* (60 mM).

La serie de observaciones realizadas para determinar la actividad inhibitoria
del AAHDD en presencia de agentes que actuan directamente sobre el RS
liberando el Ca** (rianodina) o bien, impidiendo el secuestro del cation
(ACPZ), indican que el diterpeno bloquea en forma concentracion
dependiente las contracciones inducidas con 2 mM de Ca* en las
preparaciones incubadas en un medio libre de calcio, alto en K* (60 mM).
Comparado este efecto con el de la serie de tejidos tratados previamente con
ACPZ que es un inhibidor selectivo de la Ca**-ATPasa del RS y que impide
de esta manera el secuestro del calcio en el organelo (Uyama y col., 1993), se
concluye que no hay diferencia significativa entre las dos observaciones
realizadas. A su vez, la rianodina, estimula los canales de calcio en el RS que

son sensibles al mecanismo CLC y los mantiene abiertos, de tal manera que el



RS no puede volver a almacenar calcio en este compartimento (Hwang y
Breemen, 1987). El bloqueo que produce AAHDD sobre la respuesta
contrictil inducida con 2 mM de Ca** en un medio libre de Ca**, alto en K*
(60 mM), tampoco fue significativamente diferente al de la serie de tejidos
tratados previamente con rianodina. El Ca** extracelular constituye la
principal fuente que provee de calcio al RS cuando éste se encuentra vacio,
circunstancia que puede servir como sefial para que se produzca el influjo de
calcio desde el medio extracelular. Los resultados en estos estudios permiten
asumir por tanto, que la accion de AAHDD tampoco est4 relacionada con el

mecanismo Ca-induce la salida de calcio.

Finalmente, las mediciones del eflujo de *Ca*? en las preparaciones no se
modificaron con la adicion de 100 pM AAHDD indicando que la bomba de

extrusion de Ca** es también insensible a la accion del diterpeno (Figura 8).
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Fig.8 Efecto que produce AAHDD (100 uM) sobre el eflujo de “Ca en el musculo liso
longitudinal del ileon de cobayo. Las curvas muestran la radioactividad de las muestras
después de lavar los tejidos con una solucion hiperténica de K* (60 mM) (¢ ) o con la solucion
+ 100 uM AAHDD ( ¢), después de incubar los tejidos a 37 °C y 100% O, por 30 min en un
medio alto en K*+ 6.5 uCi/mL *Ca#”*. Cada punto en la curva representa el promedio (n=5)
y se expresan en unidades [umol kg'min™],
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Efecto del AAHDD sobre la liberacion de Ca** inducida con cafeina
en preparaciones con tejido permeabilizado

Ha sido ampliamente documentado que la perforacion de la membrana
plasmadtica por medio de agentes quimicos tales como la B-escina, es un proceso
que no afecta las funciones del reticulo sarcopldsmico ni la de los filamentos
contrictiles. La p-escina actda sobre la membrana plasmdtica dejandola
permeable a los compuestos que tienen un peso molecular alrededor de 17000.
Ademds de las caracteristicas sefialadas respecto a la integridad que conservan
el RS y la maquinaria contrdctil, el saponésido no afecta al receptor de la
proteina G e InsP; y deja intacto el sistema de transduccién de sefiales
acoplados a los receptores (Kobayashi y col., 1989; Uyama y col., 1992;
Komori y col., 1995). También se ha demostrado que las tiras permeabilizadas
despolarizan con KCl y responden al estimulo con los agonistas (Kobayashi y

col., 1989).

La técnica utilizada para permeabilizar la fibra muscular debe contemplar un
medio en el bafio que impida la contraccién de la fibra muscular cuando el
sarcolema se encuentra muy permeable a los solutos, a la vez que se preserve
intacto el reticulo sarcopldsmico. Debido a que la célula muscular posee un
contenido elevado en K*, la soluci6n base debe tener una concentracion alta en
K*. El EGTA se adiciona para mantener un pCa (-log, [Ca®™]) >7 que

corresponde a la concentracion del Ca®* en la célula en estado de relajacion.



En la Figura 9 se muestran los registros originales de la tension desarrollada en
dos preparaciones tratadas con B-escina. Luego de permeabilizar los tejidos en
la soluci6n relajante libre de Ca*, el llenado de los depésitos intracelulares con
calcio y la contraccion méxima se registraron a un pCa 4.88 (13 uM). Como se
observa en la figura, el lavado subsecuente de las preparaciones con una
solucion relajante que contenia 0.2 mM de EGTA redujo bruscamente la
tension hasta alcanzar el valor inicial, antes de inducir la contraccién.
Posteriormente, la adicion de 20 mM de cafeina activ6 la liberacion del calcio
almacenado, consecuentemente se registré una respuesta contrictil transitoria,
misma que no se modificé al adicionar previamente el compuesto AAHDD en
concentraciones de 10-20 uM. En una siguiente observacion y una vez lavado
los tejidos, AAHDD se adicion6 antes de cargar con Ca** los dep0sitos, en este
caso se observo un ligero decremento de la respuesta contrdctil inicial y la

respuesta contrdctil inducida con cafeina fue notablemente menor.

La permeabilizacioén de la membrana plasmaética en los tejidos tratados con -
escina es un procedimiento que facilita el registro de los efectos que ejercen los
agentes biologicos sobre el RS. En estas preparaciones se ha demostrado que
cuando la concentracion de Ca** en el medio estd aumentada, el RS almacena
mas Ca®*; sin embargo, si la concentracién es elevada (1x10* M), se activa el
mecanismo CLC y produce eflujo del Ca** almacenado. El Mg* y la procaina

inhiben este mecanismo, la cafeina por el contrario, aumenta la sensibilidad del
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sistema CLC, por lo tanto, es menor la concentracion del Ca* que se requiere

para activarlo (Karaki y Weiss, 1984).

__VQ.Sg L 0.2g

Ca™ L Cf GCa* L Cf Ca™ Cf
AAHDD AAHDD

Fig.9.Las fibras permeabilizadas (60 uM de B-escina en un medio relajante) se estabilizaron
en un medio sin CZ* y se incubaron durante 10 min en un medio contrictil (pC#* 4.88),
luego se lavaron con una solucion relajante que contenia 0.2 mM EGTA (L) y se indujo Ia
liberacion del Ca%* intracelular almacenado, aplicando 20 mM de cafeina en una solucién con
0.05 mM EGTA. Después de lavar los tejidos y una vez estabilizadas las preparaciones, se
trataron nuevamente con la solucion contrdctil y se adicionaron 20 uM del compuesto
AAHDD, 10 min mads tarde se liberé CZ* intracelular con cafeina. La secuencia se repitio,
pero con la incubacion previa del compuesto AAHDD, 15 min antes de contraer la fibra con

Ca*' y con cafeina (n=8 tejidos).



Las observaciones realizadas con tejido longitudinal permeabilizado con B-
escina permiten afirmar que la adicion del compuesto AAHDD en
concentraciones de 20-100 uM, después de cargar con calcio al RS, no
modifica de manera significativa la respuesta contrictil inducida con cafeina.
Estos resultados confirmarian, en principio, la hipétesis arriba mencionada
respecto a que el diterpeno no interfiere con la movilizacion del calcio a nivel
de los depésitos de almacenamiento intracelular. Por el contrario, si AAHDD
se aplica antes de cargar con calcio los depositos, la liberacion del Ca*
intracelular por accion de la cafeina es significativamente menor a la respuesta

control sin el diterpeno.



EFECTO DEL COMPUESTO AAHDD SOBRE EL INFLUJO DEL
Ca? A TRAVES DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Efectos del compuesto AAHDD sobre la contraccion inducida por
Mn** en un medio libre de Ca** y alto en K* (60 mM)

Los resultados en las observaciones realizadas en el presente estudio muestran
que la adicién de Mn** en el bafio (5 mM) produjo contracciones progresivas
de la fibra longitudinal del ileon de cobayo previamente incubada en un
medio libre de Ca** y despolarizada con K* (60 mM). El efecto contrictil
comenz6 a manifestarse aproximadamente 60 min después de aplicar el Mn**
y a las 3 horas alcanz6 un valor igual a 163.89 + 17.70% (n=8) respecto a la
respuesta contractil original inducida con el K* (100%), resultados que son
similares a los reportados por Nasu y colaboradores (1994). Una hora
después, el incremento de las contracciones fue aln significativo y alcanzé
niveles 90.74% por arriba del control. Concentraciones variables entre 10-80
uM del compuesto AAHDD inhibieron la contraccién tonica inducida con el
Mn**, el efecto fue concentracién-dependiente y se inhibié totalmente a una
concentracion de 100 uM de AAHDD (Figura 10). Acorde con la técnica
descrita en la literatura (Nasu y Sasaki, 1998), la disminucﬁén de la respuesta
contrictil producida pdr AAHDD se acompaii6 de un decremento en la

concentracién de Mn** acumulada en el tejido (ver adelante).



En la serie de estudios en los que se utiliz6 verapamilo como referencia de un
antagonista de los canales de calcio tipo L, se observé un comportamiento
similar al descrito para AAHDD; el verapamilo inhibi6 la respuesta contractil
inducida con Mn?* en forma concentracién-dependiente, bloqueando
totalmente la respuesta a una concentracién de 0.16 pM; sin embargo, a
diferencia de los resultados obtenidos con el compuesto AAHDD, los
registros a las 4 horas presentaron, en este caso, un desplazamiento mayor

respecto al de las 3 horas (Figura 11).
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Fig.11. Efecto inhibidor de la respuesta contrictil que presenta verapamilo en las
preparaciones con tiras de fibra longitudinal de ileon de cobayo, incubadas en un medio libre
de C£*, alto en K (60 mM) y contraidas con 5 mM de Mn*. Curvas concentracion-
respuesta a las 3 hrs (0) y a las 4 hras (o) después de Ia aplicacion del M’ .La contraccion
estd expresada respecto al mdximo de la respuesta contrictil ténica inducida con 60 mM
Ken un medio que contiene 1.87 mM de C2%* (100%). Los puntos en las curvas corresponden
al promedio + desviacion estindar de n= 6-8 tejidos
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Después de 4 horas de registro, las preparaciones se lavaron con una solucion
Tris-Tyrode libre de Ca* y Mg" que contenia 5 mM de EDTA. La
concentracién del manganeso determinada en los tejidos controles que no
fueron tratados con el compuesto AAHDD fue de 5.673 mM kg de peso seco
(100%). La adicion de 20, 40 y 60 uM del compuesto AAHDD disminuyo la
incorporacion intracelular del Mn*" en forma concentracion-dependiente a
75.76, 57.52 y 31.76%, respectivamente. A la concentracion de 10 uM del

compuesto se observé un incremento del 26% respecto al control (Figura 12).
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Fig.12. Concentraciones de Ma®* [mM kg™ ] determinadas por absorcién atémica en el pool
de los tejidos (n= 6-8) contraidos con 5 mM de Mir** (control) y tratados previamente con 10,
20, 40 y 60 uM del compuesto AAHDD, los resultados en la figura estdn expresados como
valor porcentual respecto a la concentracion del M en los tejidos control. Las desviaciones
en las barras son 15-20% del promedio.
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Un comportamiento similar se observé con verapamilo. La F igura 13 muestra
que, a una concentracion de 0.08 uM del antagonista de calcio, el contenido
de Mn** en el tejido se reduce presentando un valor igual a 55% del control; a
una concentraciéon de verapamilo de 0.16 uM, este valor fue de 35%. El
verapamilo, utilizado como antagonista de los canales dependientes del
voltaje, mostré en el mismo modelo un patrén de comportamiento similar,
aunque el incremento de las contracciones inducidas con Mn** fue mis

pronunciado a las 4 horas de registro.
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Fig.13. Concentraciones de Mi* [mM kg’ ] determinadas por absorcion atémica en el pool
de los tejidos (n= 6-8) contraidos con 5 mM de M** (control) y tratados previamente con
verapamilo (0.02-0.16 uM) del compuesto AAHDD, los resultados se expresan como valor
porcentual respecto a la concentracion del M’ en Ios tejidos control, Las desviaciones en las
barras son 10-15% del promedio.



El lantano (La®") tiene gran afinidad por los sitios de unioén del Ca** en la
membrana plasmdtica. En el tejido, el La’* ocupa solo el espacio extracelular,
y en su estado i6nico no penetra al interior de la célula por lo que se ha
utilizado este elemento para hacer un estimado del contenido de calcio
intracelular. La incoporacién del ¥*Ca* en la serie de tejidos incubados
durante 30 min en un medio alto en K* (60 mM) + *Ca** y lavados luego con
la solucion de lantano fue de 0.836+ 0.085 nmolg” (n=12). La adicién previa

de 100 uM del compuesto AAHDD redujo la toma del “*Ca en un 57.05%

(0.359 + 0.05 nmolg"; n=16). De igual manera, la adicién de 1 uM de

verapamilo redujo en un 48.68% (0.429 + 0.109 nmolg™; n=>5) la incoporacién

del *Ca*" en los tejidos (Figura 14).
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INCORPORACION DE*Ca** (nmol g')

Fig. 14. Toma del calcio radioactivo en los tejidos incubados en un medio Tyrode-
Tris+1uCi/mL “Ca (1). La adicion de K'(60mM) a la solucién produce un
incremento en la incorporacion del “*Ca (2), mismo que disminuye cuando los
tejidos se incuban previamente con 100 uM de AAHDD (3) o con IuM de
verapamilo (4).

El andlisis de los resultados hasta aqui, parecen confirmar un efecto del
compuesto interfiriendo la entrada del calcio a nivel de la membrana
plasmadtica y la serie de estudios en los que se registra el comportamiento del
compuesto sobre la contraccién inducida con Mn* ayudan a la definicién de

una probable accién del AAHDD bloqueando este sitio.

Si bien, el Mn inhibe las contracciones que inducen los agonistas en el

musculo liso interfiriendo el influjo del Ca®*; estudios posteriores realizados



permiten asumir que en determinadas condiciones, el Mn*" actiia como un
agente contréctil (Sutter y col., 1988; Lategan y Brading, 1988; Nasu y col.,
1994). Los efectos que produce el Mn* sobre la contractilidad del tejido
muscular liso ha sido un tema abordado de manera extensa por Nasu y
colaboradores (1995a-d;1998). Estos autores reportan que en las
preparaciones con fibra longitudinal de ileon de cobayo, la aplicacién de 5
mM Mn?* inhibe totalmente la contraccion ténica inducida con soluciones
altas en K* (>35 mM) en un lapso de 1 min; posteriormente, se produce un
incremento progresivo del tono, alcanzando a las 3 horas siguientes, valores
que son superiores a los de la respuesta tonica original inducida con el K*. El
efecto no se presenta cuando los tejidos se incuban en una solucién normal.
Estos antecedentes podrian indicar que concentraciones milimolares de Mn2*
pueden producir contracciones cuando la membrana del tejido se encuentra
en un estado de despolarizacion con un potencial de membrana alrededor de

=37 mV (Nasu y col., 1994).

El incremento progresivo de la tensién se observa también cuando el Mn?* se
adiciona a las preparaciones incubadas en un medio libré de Ca?* y alto en
K*, antecedente que ha llevado a concluir que la respuesta contrictil no se
debe al influjo del Ca* desde el medio extracelular (Nasu, 1995; Nasu y col.,
1995). Asimismo, se ha confirmado que, st bien el Mn*" induce un efecto
contrctil tardio, la captura del *Ca** en estos tejidos es igual a la que

presenta el grupo control (Nasu y col., 1994).



Por otra parte, la rianodina y el 4cido ciclopiazénico no modifican Ila
respuesta contrictil del musculo en un medio libre de Ca** lo que indicaria
que el Mn* no libera Ca** desde los depositos intracelulares (Nasu y col.,
1995c). También se ha demostrado que la concentraciébn del Mn** se
encuentra incrementada en los tejidos tratados con el ion, efecto que al igual
que la tension producida, es antagonizado por algunos agentes bloqueadores
de los canales de calcio del tipo L como diltiazem, galopamilo, verapamilo,
nifedipina, lo que lleva a proponer que el Mn*" penetra al citoplasma a través
de los canales de Ca** voltaje-dependientes en la membrana de la célula en un
estado de despolarizacion (Nasu y col., 1995b). Antagonistas de los canales de
calcio del tipo T, entre ellos amiloride y el ion Ni**, no modifican la respuesta

contrictil producida por el Mn** (Nasu y col. 1995 b).

Finalmente, se ha reportado que el Mn** ejerce una accién directa sobre las
proteinas contrictiles, efecto que se inhibe con trifluoroperazina, un
antagonista de la calmodulina (Savineau y col., 1988). Cabe sefialar que Hoar
y Kerrick (1988) plantean al respecto un mecanismo diferente en el que Mn**
podria inducir contracciones sin que se lleve a cabo un proceso de
fosforilacion de la cadena ligera de la miosina; es decir, sin involucrar al

sistema Ca’*-calmodulina.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sefialan que la aplicacion de 5

mM de Mn*" a las fibras incubadas en un medio libre de Ca?*, alto en K* (60



mM), produce contracciones tonicas con una amplitud de la contraccion, a las
3 horas después de aplicar el Mn**, 70% por arriba de la respuesta original
inducida con K* (60 mM) en un medio normal con 1.87 mM de Ca*,
resultados que son similares a los reportados por Nasu y colaboradores
(1994). A su vez, el compuesto AAHDD reduce esta respuesta contractil,
efecto que se acompaifia de una disminucién de la concentracion de Mn*
determinada en el tejido de acuerdo con la técnica descrita en la literatura
(Nasu y Sasaki, 1998). De esta manera, pareciera que AAHDD actia
bloqueando la entrada del Ca** desde el medio extracelular a través de los
canales de calcio en la membrana y no por una accion directa del diterpeno
sobre las proteinas de la maquinaria contrdctil, hipétesis que podria
sustentarse ademds, ya que la incorporacion de “Ca’* disminuye en los tejidos
tratados con AAHDD. El verapamilo, utilizado como antagonista de los
canales dependientes del voltaje mostr6 en el mismo modelo un patrén de
comportamiento similar, aunque el incremento de las contracciones inducidas

con Mn** fué mds pronunciada a las 4 horas de registro.

El analisis de los resultados en este estudio permiten concluir que el diterpeno
aislado de Brickellia paniculata relaja la musculatura lisa intestinal del cobayo
en las preparaciones in vitro por un mecanismo antagonista sobre el calcio,

interfiriendo la entrada del Ca?* extracelular.



Brickellia paniculata es utilizada para tratar c6licos, dolores abdominales y la
diarrea acuosa. Los estudios quimico-farmacologicos realizados demuestran
que el flavonol xantomicrol, asi como el diterpeno aqui evaluado, son los
principios relajantes y se encuentran como los constituyentes prioritarios en
las hojas. El antagonismo de calcio que media el efecto relajante de los
compuestos, presenta mayor selectividad en el tejido muscular liso del
intestino, el diterpeno es un antagonista de calcio de tipo competitivo en ileon
de cobayo, mientras que en la aorta de la rata su efecto es menos potente y de
tipo no-competitivo (datos no incluidos en el presente estudio). La diarrea
constituye uno de los problemas de salud severos entre las comunidades del
sureste del pais (Berlin y Berlin, 1996). Los chamulas de los Altos de Chiapas
acostumbran utilizar Brickellia paniculata en combinacidon con Baccharis
serraefolia, esta Gltima es una de las especies mds importantes entre los mayas
para tratar diarreas y de la que también se han demostrado propiedades
espasmoliticas y antagonistas sobre el calcio (Tortoriello y Aguilar, 1996). El
calcio regula el equilibrio entre la absorcion y secrecion de liquido a través de
Ia mucosa intestinal; una baja concentracidn de calcio intracelular favorece la
absorcion en tanto que su incremento promueve la secrecién (Berridge, 1984).
De esta manera, la modulacién del influjo de calcio en el epitelio de la
mucosa puede jugar un papel importante en la accién de los agentes
antidiarreicos, efecto que podria explicar también el uso popular que tiene

Brickellia paniculata en el tratamiento de las diarreas acuosas.



CONCLUSIONES

. El diterpeno tipo labdano aislado de las hojas de Brickellia paniculata
dcido 3a-angeloiloxi,2a-hidroxi-13,14Z di-dehidrocativico, relaja la
fibra longitudinal del ileon de cobayo in vitro por un mecanismo
antagonista de calcio.

. Elsitio de acciéon del compuesto AAHDD es la membrana plasmatica
sobre la que el diterpeno ejerce un efecto de bloqueo interfiriendo la
entrada del Ca** desde el medio extracelular.

. El efecto relajante evaluado en la fibra longitudinal del ileon de cobayo
no estd mediado por una accién del compuesto a nivel de la
movilizacion del calcio almacenado en el reticulo sarcopldsmico, de la
maquinaria contrdctil ni de la bomba de calcio en la membrana
plasmdtica.

. El antagonismo de calcio que media el efecto relajante sobre la
musculatura lisa intestinal del diterpeno sustenta el uso popular que
tiene la especie medicinal Brickellia paniculata para tratar colicos,
dolor abdominal y diarreas acuosas.

. Brickellia paniculata constituye un candidato potencial para su
evaluacion clinica como antiespasmodico.

. La potencia del efecto relajante del diterpeno es cercana a la de
papaverina, aunque el mecanismo de accion de ambos

antiespasmodicos es diferente.
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Abstract: The labdane diterpcne 3oc-angeloyloxy-za-hydroxy-l3,14Z—dehydrocalivic acid (AAHDD)
isolated from Brickellia paniculata leaves, produces relaxation of the guinea-pig ileum in vitro by Ca™
antagonistic effect. In the longitudinal ileal muscle the compound inhibited the tonic contractions induced
with 60 mM K’ (ICs=15.52+1.93 #M) with half a potency than that of papaverine (ICs=6.70+1.31 pM).
Phasic response to high K* was also blocked by AAHDD, being the ratio ICs, phasic / ICs, tonic=7.11. In
Ca®'free, high K* (60 mM) solution, AAHDD inhibited the contractions induced with 2mM Ca®' and
pretreatment of the tissues with 10 M cyclopiazonic acid or 30 uM ryanodine failed to influence the
blockade of AAHDD on Ca*" induced contractions. In muscles loaded with “Ca, after washing the
preparations with AAHDD in high K* (60 mM) solution, determined **Ca efflux was similar to that of the
control without the diterpene. As the relaxant effect of AAHDD was not influenced by cyclopiazonic acid and
by ryanodine - two agents which have been described as modulators of Ca®* uptake and Ca”™ release from
intracellular stores- the obtained results suggest that tension inhibitory effects produced by AAHDD does not

involve the mobilization of Ca®* at intracellular deposit.

Key words: Brickellia paniculata (Asteraceae), medicinal plant, relaxant effect, Ca2+-antagonist, labdane

diterpene, longitudinal guinea-pig ileum.
Introduction

Brickellia paniculata (Asteraceae) is a medicinal plant commonly used in Southeastern Mexico to treat colics,
abdominal pains and watery diarrhoea (1,2). In a previous study, from the methanolic extract were isolated a
flavonoid (xanthomicrol) and a labdane diterpene, this latter compound was structurally characterized as 3o.-

angeloyloxy-2oc-hydr0xy-l3,14Z-dehydrocativic acid [AAHDD] (3). The structures have already been



reported and, their identity was confirmed by comparison with published physical and spectroscopic data (4-
6). Both compounds relaxed the segments of isolated guinea-pig ileum stimulated with high K" and the effect
was correlated with an interference of Ca?* mobilization in the cell. Furthermore, a competitive calcium-
antagonistic activity was described for AAHDD, although the precise mechanism underlying this effect was
not demonstrated. It is well documented that in the guinea pig ileum, K* depolarization induces the opening of
the voltage-dependent calcium channels increasing the influx of Ca®* into the cell; as a response to the rise of
free-Ca*" in the cytosol, the muscle contracts. Calcium entry is the primary but not the sole mechanism of
increasing [Ca’*]i, since the release of the cation from intracellular deposit can also occur. Phasic response to
K* has been attributed to a rise in cytosolic free-Ca?* which is released from intracellular store. On the other
hand, the tonic component has been associated with the opening of the voltage-dependent calcium channels
causing Ca”" influx to increase (7-9).

As it has been observed, the compound AAHDD inhibited with the same potency the K' evoked
phasic and tonic components of the contractile response. This work was undertaken to gain further

information about a possible blocking action of AAHDD at intracellular Ca”" stores.

Materials and Mecthods

Stability of the pure compound 3 a-angeloyloxy-2a-hydroxy-13,1 4Z-dehydrocativic acid [AAHDD]

was corroborated by RMN spectra.
Tissue preparation and tension recording

Male, Hartley guinea pigs weighing 400-550g were stunned and bled. Biological experiments were carried
out according to the guidelines of the local animal ethics (National Social Security Department ); after
stunning, the animals were exsanguinated from carotid arteries. Strips (3mm in wide x 10 mm in length) from
the longitudinal layer of distal ileum were isolated (10) and suspended in 10 mL organ baths in normal
Tyrode solution of the following composition (in mM): NaCl 136.8; KCI 2.68; CaCl, 1.84; MgCl, 0.49;
NaH,PO, 0.36; NaHCO; 11.10 and glucose 11.10 (pH 7.4). Ca**-free solution was prepared by removing
CaCl, and high K* (60 mM) solutions were made either by substituting 60 mM NaCl in the normal solution
with equimolar K" (isosmotic) or by adding appropriate concentration of KCl to the normal solution
(hyperosmotic). The composition of modified Tyrode’s buffer used to determine “°Ca efflux was (mM): NaCl
123.7, KC1 2.7, CaCl, 2.5, MgCl, 1.0, tris(hydroxymemyl)anﬂnomethane 25 and glucose 5.5 (pH 7.4). The
tissues were continuously bubbled with O, (5%C0,) or 100% O, when modified Tyrodes’s buffer was used,

and incubation temperature was maintained at 37°C.




Usually, six organ baths were used in parallel. The preparations were maintained at a resting tension of g,
and changes in tension were recorded isometrically with a Grass force-displacement transducer (FTO3C)

connected to the Grass-7D polygraph.
Contractile responses

The preparation was stimulated with the isosmotic high K* (60 mM) solution. Once the contraction reached a
steady maximal response (Enax=100%), every 3min AAHDD was added cumulatively into the bath. Drugs,
solubilized in dimethyl sulphoxide (DMSO) were applied to the bathing media at a volumen < 0.1% of the
vehicle, at this concentration DMSO had no effect on the contractility of the tissues.

To check if cyclopiazonic acid (CPA) and ryanodine, two agents known for modulate functions of
sarcoplasmic reticulum (SR), modified the blocking effect of AAHDD against Ca”, the preparations were
stabilized in normal Tyrode for 45 min; afterwards, they were repeatedly washed with a Tyrode Ca?'-free
solution for 50-60 min. In order to deplete entirely the accumulated Ca®* in the storage site, the tissues were
exposed to caffeine (10 mM). In the absence or presence of SR modulators (10 #M CPZ or 30 uM
ryanodine), contractile responses were elicited in high K* (60 mM; hyperosmotic) with a single dose of 2 mM
Ca®'. AAHDD. tested for its ability to modify Ca** evoked contractions, was applied to the organ bath, 15 min

prior to the subsequently contraction induced with Ca®".
“ Ca efflux

The rate of Ca** efflux from the tissues was followed by means of the radioactive tracer. The preparations
were equilibrated for at least 90 min in 3 m] organ bath with modified Tyrode’s buffer and bubbled with
100% O,. Afterwards, the strips were incubated for 30 min in K*(60 mM) hypertonic solution containing 6.5
pCi/ml “Ca® (Amersham | specific activity 35 mCi mg™).The preparations were successively washed at
intervals of 5 min with nonradioactive, hypertonic (60 mM K*) modified Tyrode’s solution (controls) or with
nonradioactive, hypertonic (60 mM K*) +100 uM AAHDD solution. The effluents and the strips were treated
with Eco Lume solubilizer (ICN) and radioactivity of the samples was counted with a Beckman liquid

scintillation spectrophotometer.

Data analysis

The results are expressed as mean + S.D and Student’s t-test was used for statistical evaluation, a difference
with p<0.05 was considered to be significant. The tissue maximal contraction was determined as the response
elicited with 60 mM K* or 2mM Ca% and inhibition of the response was expressed as percentage of this
maximal effect. Data in concentration-response curves were adjusted by the Sigma Plot non-linear curve

fitting program to obtain ICs, values.

(8]



Results
Effects of AAHDD on high K -induced contraction

Stimulation by high K* induced a biphasic contractile response with an initial rapid, high transitory increase
in tension (phasic component) followed by 2 slow sustained contractile response (tonic component). In the
present study, tonjc contraction induced with isosmotic K*-depolarizing Tyrode reached a steady level of
tension after 40-50 min. Applied at 3 min intervals, cumulative concentrations of AAHDD (5-45 pM)
produced a concentration-dependent inhibition of this sustained tonic contractile response. The potency of the
inhibitory effect (ICso) was 15.52+1.93 M (n=30), two fold lower than the potency obtained with papaverine
(6.70£1.31 pM, n=12) the well known antispasmodic agent described as a non-specific calcium antagonist
which was included in this assay as a reference. As it is shown in Table 1, blocking effect of AAHDD on the
phasic response t0 high K" was less potent, although the ratio of ICs for phasic contraction to ICso for the
tonic contraction (7.11) was not as markedly high as with verapamil (181.25), a specific voltage-dependent

calcium channel antagonist. After washing the preparations, recovery of the tissues treated with AAHDD was

85-95%.
Effects of AAHDD on 15Cq ?* efflux in high K* media

A release of cellular *Ca® can be induced by K* depolarization in the presence of external Ca®*. Incubated
issues for 30 min in “Ca”, high K* (60 mM) hypertonic solution and then washed with non-radioactive
solution, lost *Ca rapidly during the first 15 min of washing and thereafter, at a progressively slower rate.
The data indicating the manner in which *Ca flowed out of the muscle describes a curved line which was not
modified by adding 100 pM AAHDD to the eluent. Fig. 1 shows the fractional outflow of ¥*Ca”*, desaturation
curves were plotted from a summation of the #5042" present in each sample and the amount of **Ca remaining

in the tissues at the end of the washout period.
Effects of AAHDD on the response to Ca’* application in treated tissues with CPA and ryanodine.

After the tissues had been incubated in Ca?*-free medium for 40-50 min and Ca®" was totally removed from
the intracellular stores with 10 mM caffeine, SR secems almost depleted from Ca?". Further, contraction
evoked with 2 mM Ca*" in high K* (60 mM; hyperosmotic) was inhibited with AAHDD (5-80 pM) to obtain
the control curve. Pretreating of the preparations with 10 uM CPA did not change the muscle tone but Ca’'-
evoked contractile response diminished by 13.1915.6 % in 75.26% of the strips (n=24). The maximum

contractile response obtained in this case (E’max) Was taken as 100%. After washout, the recovery of the




tissues was almost 100%. Inhibitory responses produced by AAHDD on Ca*-induced contractions in the
presence of CPA were expressed as percentage of E’,., and the relaxant curve showed to be not significantly
different from the control (Table 2).

In the SR membrane, ryanodine opens Ca**-permeable channels sensitive to Ca**, making the SR
leaky to Ca®* (lino 1988). In the assayed longitudinal tissues with 30 MM ryanodine, it was observed that the
muscle tone remained unchanged but Ca**-evoked contractile response significantly reduced by 22.9147.00 %
(n=32) in all the tissues. Inhibitory effect of AAHDD (5-80 uM) was not significantly different from the

control without ryanodine (Table 2).

Discussion

High concentrations of K* (30-140 mM) produce a sustained tonic smooth muscle contraction, a response of
the tissue which has been proposed to occur due to membrane depolarization resulting in sustained opening of
the voltage-dependent Ca** channels and Ca* influx (12). Increase of calcium concentration in the cytosol
triggers Ca”* release from the sarcoplasmic reticulum. In our study, the labdane diterpene AAHDD isolated
from Brickellia paniculata leaves, concentration-dependently inhibited the phasic and the tonic contractile
responses cvoked by 60 mM K. The obtained results could imply that AAHDD inhibited Ca®* influx by a
blockade at the voltage-dependent Ca?* channels. Tonic contraction is more markedly inhibited than the
phasic contraction by voltage-dependent Ca®* channel antagonists, nevertheless, it is well known that
nifedipine abolishes phasic response induced with K* in guinea-pig taenia coli preparations with a ratio ICs,
phasic/ ICs, tonic contraction equal to 6.4; obtained ratio in this assay was 7.11, two-fold higher than that
obtained with papaverine. In the longitudinal muscle of guinea-pig taenia coli, verapamil and papaverine have
been reported with ratios half the values obtained in the present study with ileal longitudinal preparations
(12). Smooth muscle regional variations in the sensitivity to the inhibitors has been already described and
could be an explanation for this difference (13). Moreover, obtained ratio shows a difference with previously
determined ICs, phasic/ICs, tonic=1.49 for the complete ileal segments.

Further, it was studied the effect of intracellular Ca®* stores modulators on the capacity of AAHDD
to inhibit evoked contractions. In guinea-pig ileum, a calcium-free medium eliminates Ca*? entry, may deplete
the Ca** stores and, with caffeine unloads the SR. Under these conditions, it was shown that AAHDD dose
dependently blocked the contractions induced by a single concentration of 2 mM Ca* in Ca™-free, high K*
(60 mM) solution. Comparing the effect of AAHDD whith that obtained in tissues pretreated with CPA, a
selective Ca**-ATPase inhibitor of SR that prevents Ca”* sequestration ( 14), it was shown that contraction
induced with Ca®* in the presence of CPA was not significantly different from the control without CPA. On
the other hand, ryanodine induces Ca?* release from the SR, it stimulates calcium channels at the organelle

locking the “calcium-induced calcium release channels” (CICR) in an open state (15). Thus, intracellular store



in this situation lost its capacity to hold calcium inside (16). In all the preparations pretreated with ryanodine
it was observed that the contractile reponses evoked by 2 mM Ca®" were decreased in tension if compared
with the controls without ryanodine, although AAHDD blockade was similar to the effect in the preparations
without ryanodine pretreatment. Extracellular Ca® has been described as the major source for refilling the
stores following Ca’" release by an agonist, and the state of emptiness of the intraceliular deposits may be the
signal for the Ca?* entrance at the cell membrane (17). Attenuated contractile responses by Ca®" in tissues
treated with CPA or ryanodine occurred presumably because in this situation SR is unable to refill de deposit
with CaZ" or, it loss the capacity to buffer Ca**-influx.

Since the stimulated 45(a efflux was unaffected by AAHDD, it may be assumed that Ca extrusion
pump is insensitive t0 the diterpene. The results obtained with the here designed assay permit to assume that
AAHDD blocking pathway is not related with a process of releasing or refilling Ca® from the intracellular

deposit.
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COOH

3a-angeloyloxy-2a-

hydroxy-13,1 4Z-dehydrocativic acid (AAHDD)

Papaverine

ICso (0M)

Antagonist phasic (A) tonic (B) A/B
AAHDD 110.39 +21.42 15.52 +1.93 7.11

Verapamil 2.90 + 0.68 0.016 £ 0.005 181.25

2383+ 839 6.70 + 1.31 3.56
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87.20£510*

5

1015 20 25

Time (min)

30 35 40




LEGENDS

Table 1. Inhibitory effect of AAHDD, verapamil and papaverine on induced contractions with 60 mM K. All
the values were calculated as % respect the maximum phasic and tonic responses with K" (Epax=100%) and
the concentration of the blocking agents giving half the maximal response (ICsp) was calculated from the
fitted non-linear curve (n=10).

Table 2. Effect of ryanodine and CPA acid on the blockade with AAHDD of 2 mM Ca*'-induced contraction.
AAHDD (5-80 uM) was added to the tissues depleted from calcium and depolarized with K* (60 mM), 10
min before inducing the contractile response with 2 mM Ca®". Values are expressed as percentages of the
maximum cffect without AAHDD (Eqa). By following the same procedure, a second series of longitudinal
strips were treated with 10uM cyclopiazonic acid or 30 pM ryanodine for 20 min, before stimulating with 2
mM CaZ* (E’max). Contractile responses in the presence of AAHDD (5-80 uM) were expressed as percentages
of E”,... Each point is the mean + SD of 6-8 strips; * p<0.05, with respect to the control.

Figure 1. The desaturation curves were obtained after washing the tissues with the hypertonic medium
containing K' (60 mM) (e) or the medium+100 uM AAHDD (o), following the incubation of the tissues at
37°C and 100% O, for 30 min in a high K* solution + 6.5 pCi/mL 4532, Decrease of **Ca is plotted in relative
units on a logarithmic scale as a function of time. Each point in the curves represents the mean of 35

experiments.
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