421

:TOS DE LA GLAUCINA SOBRE LAS CONTR, CCIONES Y EL
':'i'i’}:%sgl% 74;:33‘ INDUCIDO POR NORADRENALINA ¥ RFEN LA

Oralio F.; i.ozaTM.: Gl J.; Verde I.; Cadavid L.; Calieja J.M.

' | Departamento de Farmacologia, ?armaua y Tecnologia Fannacéﬂﬁca. Laboratorio
~de Farmacognosia y Farmacodinamia. Santiago de Compostela. Spain. .

'INTRODUCCION. | |
| Laglaucina es un alcaloide aislado de! Glaucium flavum Crantz (1). Se conocen sus efectos sobre varios
\nelirotransmisores centrales (2), su accién neuroendocrina (3), y sus propicdades relajantes musculares, atribuidas
'al ¢fecto inhibidor de la fosfodiesterasa del 3'-5' AMPe, aunque algunos autores (4) sugieren que este mecanismo
ino s Suficieate para justificar su efecto relajante a nivel del musculo liso. p

icon abjeto de aportar nuevos datos que contribuyan a esclarecer este mecanismo, en el presente trabajo se
realiza un estudio del los cfectos de la glaucina sobre las contracciones inducidas por noradrenalina (NA) y K* en
aaillas deiaorta de rata, y sobre el influjo de 45Ca basal y evocado por los dos agentes vasoconstrictores.

MATERIALY METODOS.
Experimentos de contractilidad.

Se realizaron con ratas Sprague-Dawley ide 250-350 g sacrificadas por traumatismo retrocervical y
aneriojomia carotfdea. Por toracolaparatomia media 's¢ obtuvo un segmento de aorta descendente que, tras
separacion del tejido conectivo, fué cortada en anillos de 4 mm de longitud cuya cara intima se frot6 con una varilla
de tnadera para destruir el eadotelio. Estos anillos se montaron, sometidos a 1,3 g de tensidn, en una copa de
organo. aikla\dui con 20 ml de solucién de Krebs (composicion mM: NaCl, 118,07; KCl, 4; CaCl,.2H,0 2.5;
MgS0,.7H,0 1.2; KH,PO,, 1.2; NaHCO,, 25; Glucosa 11) a 37°C y burbujeada con carbogeno (95% O, y 5%
Cco )m contraccioncs isométricas s¢ registraron mediante un transductor CPOL 0-25 g congctado a un equipo
Cd}ﬂcr 10S-1., ‘ o

- © . Tras 60 minutos de estabilizacién, con intervalos de lavado de 15 minutos, los anillos fueron contraidos
con NA (10 uM) 6 KCI (60 mM) hasta contraccién: cstable, afadiéndose a continuacién dosis acumulativas de
glautina cada 10 minutos. . ‘ ;

‘ - Para los cnsayos realizados cn medio sin calcio (0Ca), tras una hora de estabilizacién en Krebs se
cambib a K.rgbleCa ( preparado como se indicé anteriormente, pero sustituyendo el CaCl, par EGTA 0.5 mM)
durante 10 'minutos administrando, a continuacién, una dosis 1 uM de NA. Tras obtener la respuesta fisica y ténica
s¢ incub6 durante un periodo de 20 minutos en Krebs para reileno de los depésitos, volviendp a Krebs 0Ca 10
minutas'y aplicando una nueva dosis de NA. Este protocolo se repiti6 hasta la obtencién de|dos respuestas iguales
(¢on¢¢lés),‘ cn cste momento s¢ administré glaucina 10 M en el periodo de lavado con Krebsi0Ca (10 minutos)
repitiéndose la contraccion con NA. - ‘ N

- Influjo de 45Ca. .

I ¢ Los; anillos de aorta obtenidos por el métado anterior se colocaron en una salucién fisiolégica
(composicién mM: NaCl, 139; KCl, §; MgCl,, 1; CaClLy.2H,0, 1.5; HEPES, 5; glucosa, [10) mantenida a 379C, y
con burbujeo ¢ontinuo de oxigeno. P o

|+ Tras upa hora de estabilizacion, los tejidos se incubaron en un medio con 0,6 pCi/ml de 45Ca (New
England Nuclear, actividad especifica 35,12 mCi/ml) en ausencia (captacién basal) o en presencia de KCl (60 mM)
o NA (10 M) dyrante. S minutos (captacién evocada). Para estudiar la influencia de la glaucina (0,3 mM) sobre
estas q:aplacionassl los anillos se pusicron en contacto con ci alcaloide 20 minutos antes y durante el periodo de
incubacion con 43Ca. A continuaci6n los anillos se lavaron durante S minutos cn 500 ml de una solucién de La3+
(composicién mM: NaCl, 118; KCL 59; Tris hidroximetilaminometano, 5,4; MgS0,.7H,0,: 1,%; La 50)
mantepida a 37°C, y ajustada a pH 6,8. Posteriormente, los tejidos fueron secados, pesados y%xgdndos con Imi de
H,0, a 115 - 118 °C durante 90 min; tras esta digestion se asadieron S mi de coktail de centelleo Ready-Safe
Beckman 'y se determind la radiactividad de las mucstras en un contador de centelico Beckinan mod LS 3801




Expresion y anslisis estadistico de los resultados.

Cada uno de los datos representa el valor medio £ ¢l error stindard.

El efecto relajante de la glaucina se cxpresé como Clgy 0 contracci6n necesaria para provocar un 50%
de relajacion de la contracci6n correspondiente.

En medio libre de calcio, la difereacia entre las respucstas a NA en ausencia

y presencia de glaucina,
con respecto a la respuesta de NA, se expresa como porcentaje de inhibicion.

La captacion por el tejido vascular se calculé de acucrdo con la siguiente formula

45 cpm 45
Ca (nmol/kg tejido himedo) = Pm en tejido amol "“Ca/l
Kg tejido hdmedo cpm/1

El andlisis estadistico de paracibn cntre medias sc realizé medi el t test de Student para datos
aparcados o no aparcados, test bilateral, considerando que la diferencia es significativa cuando p <0,05.

Reactlvos.

La (+)glaucina fué proporci
Quimica (Universidad de Santiago), las disol
conscrvada a -20°C.

por cl Departamento de Quimica Osgénica de 1a Faculiad de
i sc obtuvicron a partir de una solucion concentrada (10 mM)

Las disoluciones de NA se obtuvicron a partis de una solucié
sodico al 1% para prevenir la oxidacion.

100 mM vada a -20°C con bisulfito

Los demés compuestos fueron de grado analitico.

RESULTADOS
Reactividad vascular en Krebs normal.

La NA 10 uM y ¢l KCI 60 mM produjeron contracciones I0nicas sostenidas cn la aorta ‘dc rata,
gcncnnd? tensioncs de 2123,832 236,81 mg y 2206,17 £ 185,53 mg respectivamente (n = S5), la glaucina (10 uM - 0.3
mM) relajé de forma casi equip las contracci inducidas por ambos agentes vasoconsirictores (Fig. 1),

sicado los valores de las Clg, de 0,068:0,015 mM y de 0,14£0,017 mM, respectivameante, ambos valores no
presentaron diferencias sipihjcgtivu.

Reactividad vascular en medio exento de calcio.

La NA (1uM) produjo una contraccidn carac da por un comp {asico inicial y répido (teasion
.134.7..75: 104,43 mg; n=6) que decayé hasta una ion t6nica ida de 307,752 18,27 mg. La glaucina 10 AM
inhibié ambos componentes de la contraccién, en un 34,14 % y 31,42% respectivamente (n =5 p <0,05) (Fig. 2).

Captacién de 95Ca.
Noradrenalina,
Los anillos de aorta mostraron una captacion basal de 8,9710,39 amol/Kg, n=10. La noradrenalina

produjq un .inaemenlo det flujo de entrada de calcio (captacién de 43Ca) con respecto a los tejidos control
(contenido tisular de 45Ca; 12,2120,50 nmol/Kg, n= 10) p<001.(Fig. 3)

) E_slo: ihcrelgsenlo e la captacion de 45Ca evocado por NA fué inhibido por glaucina hasta un valor de!
contenido tisular de 4°Ca de 9,1420,49 nmol/Kg(n=6), que no presenta diferencia significativa con la captacisn
basal mostrada por los anillos de aorta en ausencia del contracturante. La reduccién es de un 97,7%. Sin embargo,

cl alcaloide no modificd significativamente dicha captacion basal (contenido tisular de 45Ca: 9,28+0,29 nmol/Kg,
n=6)

Potasio-

Los anillos mosiraron una caplacién basal de 9,09:0.42 amol/Kg. 8= 10. El1K* produjo una captacida
evocada de 16,28 20.63, nmol/Kg, o= 10 existicado eatre ambos diferencia significativa (p <0.01).

Estei también fué inhibido por glaucina hasia un valor que no difesencia significativa
con la apﬂcio:‘ln;ml prescniada por los anillos de sorta (conteaido tisular de _‘SCa: 9.08:064 amol/Kg, n=6)
La reduccion fué del 100%. Cuando sc¢ admiaistrd en ia de K* el alcaloide 20 alicrd esta captacida basal
(contenido tisular de 45Ca: 9.4120.63 nmol/Kg. n=6).

DISCUSION

La contraccion producida por la interaccion de la wadunfli.n? con fos u!tel}oaplocgs alfa,-
postsindpticos presentes en aorta de rata sc compone de dos fases: una fase inicial I:IML atribuida a la liberacsda
de calcio de sus depositos intracclulares y una fase lenta sosienida, debids al Nujo de cotrada de cakcio por b
apertura de canales operados por receptor. (5), (6).

Sin embargo, el K* produce una contraccion tonica sostenida en ¢l m'u.mo tejido por despolarizacida de
sus células musculares lisas c influjo dc calcio a través dc lcs voltaje depend deltipo Ly T (7), (8), (9).
(10).

Los scsultados obicnidos en ¢l presente estudio demuestran que sc req jeren b s
practicamente similases de glaucina para relajar casi por wmplelp lu conlracciones inducidas tanto por K* como
por NA, aunque es preciso tencr €n cucnta que las curvas de relajacion son dlsluu.u y Iu Cleg s encucatran ca cl
limite dc la confidencia cstadistica. Estos efectos pueden debersc a una lcgu} intr g del {frmaco y,
posiblemente también, a una acciéa poco sclectiva sobre la b lul hibieado el flujo de entrada de
calcio a través de los canales lentos dependicates de potencial y operados por receplos.

La accion dec la gl sobre los les de calcio queda evidenciada ea bn.etpuineua reuh-doo
con 45Ca ca los que 3¢ d a que 00 modifica la captacié budy.lp.ovunl?.elﬁu)o‘deeurdltcd?on
través de los canales de fuga (11) pero es capaz de inhibir tbleuue captacida por 2y
polasio lo que sugicre que la glaucina bloquea no selecti el influjo de calcio a ravés de los nnl.u v9h;¢-
dependicates y opcrados por receplor, aunque €s preciso teaer en cucata que la aida dc gl cs
clevada y podrian ocurrir fend dei ificidad

Por otra parte, la accién intracelular de la glaucing queda demostrada coo los experimentos realizados
cn medio exento de calcio. Se ha descrito que la noradrenalina, e ausencia de calcio extracelular, peoduce ea la
sorta de rata una contraccidn inicial répida y pasajera, stribuida a una libesacide de uloo de sus dcp@uou
intracelulares dc almacenamicato que posteriormeate decae hasta una tensiba sostenida téaica cuyo mecanismo
todavia no estd esclarecido (6), (12).

Los resultados obtenidos en el p trabajo d an que la glaucina inhibe significativamente
ambos componentes de la contraccion por NA ea medio 0Ca, lo que sugiere que dicho urnwo actus tambita
i lularmente, inhibicndo alguno dec los sigui i b bb ‘d:ub?dell-hmd'e
alm icato, favor: d clﬂujodcwmkmhpwhmun!uomhm
contrhctil, bicn actuando dircctamentc sobre clla, o sctivando la captacita de nho por los deplaitos
intracelulares. Alguna de cstas acciones puede estar mediada por_el i-ae-euo de Im m!u dc s scguado
measajero (¢l AMP ), incremento que puede ser debido a la inhibicitn de s actividad enzimstics de la
fosfodi asa, precis descrita por otros autores (4).
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Figura 1. Representacién de las variaciones, provocadas por dosis

acumulativas de glaucina, en la tensién contrictil desarrollada por noradrenalina
(0) y KCI (@) en anillos de aorta de rata.
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Figura 2.- Representacion grafica de los valores medios de la tension
desarrollada, en medio 0Ca, por noradrenalina en susencia y presencia de
glaucina 10 pm. Contraccién fasica ( £ ), contraccién ténica (I5). Las lineas
verticales representan el ervor standard. *p<0,08.
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Figura .- Represcntacién gréfica de los valores medios de captacién de
45Ca basal (B), en presencia de noradarenalina 10 uM (NA), potasio 60 mM
(KCD), y glaucina (0,3 mM) (GLA) en las distintas condiciones experimentales



