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Implementacién de la técnica en 6rgano aislado vascular como herramienta
para la validacion de plantas medicinales:
Estudio del efecto vasodilatador de la Salvia scutellarioides*

JorGE HERNAN R AMIREZ , M.D., M.Sc.t, Mauricio PaLacios, M.D., M.Sc .},
Oscar GutiErrez,, M.D., M.Sc.?

RESUMEN

Introduccién: LaSalvia scutellarioides es una planta con efecto antihipertensivo y diurético. En este estudio se evallia su
efecto vasodilatador con latécnica de érgano aislado vascular.

Objetivos: Estandarizar latécnicade 6rgano aislado vascular y estudiar el efecto deS. scutellarioides enlavasoconstriccion
por estimulacion de receptoresal.

Metodologia: Se colocaron anillos de aorta de rata en un equipo de bafio de 6rganos (BIOPA C®) aunatemperaturade 37°C
y burbujeo constante de gas carbdgeno. L os cambios en latensién se registraron con un transductor de tensién isométricay un
equipo deadquisiciondedatos. Enlaestandari zacion, serealizaron seiscurvasde concentraci dn-tension confenilefrinaalashoras
1, 3y 5, para determinar la tension maxima (T,,) y la concentracion efectiva 50 (EC,). Finalmente, se obtuvieron curvas de
concentracion-tension para fenilefrina con S. scutellarioides a una concentracion de 10 mg/dl y 20 mg/dl.

Resultados: Enlaestandarizaci 6n delatécnicano seencontraron diferencias estadisticamente significativasenlaT,, ylaEC,,
parafenilefrinaenlaprimera, terceray quintahoras. Laadministracion deS. scutell ariodesocasi oné unadi sminuci én concentracién
dependientedelaT,, sin cambiosen laEC,,.

Discusion: Latécnica de 6rgano aislado implementada es viable hasta por cinco horas y no ocasiona desensibilizacién de
receptores al. Ladisminucion delaT,, por laS. scutellarioides se explica por un efecto de tipo a1l antagonista no competitivo.
Se requieren estudios para aislar principios activos que permitan iniciar ensayos clinicos fase | en |os seres humanos.
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I mplementation of the isolated vascular tissue model as a device for the validation of medicinal plants: Study of the
vasodilator activity of Salvia scutellarioides

SUMMARY

I ntroduction: Salvia scutellarioidesisaplant withantihypertensiveanddiuretic properties. Inthisstudy, itsvasodil ator effect
is evaluated using the isolated organ technique.

Objectives: To standardizetheisolated vascular organ, and to study the effect of S. scutellarioidesinvasoconstrictionby al
receptors stimulation.

M ethodol ogy: Rat aorticringswereplacedinan organbath equipment (BIOPAC®), at 37°C temperatureand constant carbogen
gasbubbling. Tension changeswereregistered with anisometric tension transducer and data acqui sition equipment. During the
standardization, six curves of concentration-tension with phenylephrineat 1, 3 and 5 hourswereregistered, in order to determine
maximum tension (T,,), and the effective concentration 50 (EC,;). Finally, three concentration-tension curves were obtained for
phenylephrine with S. scutellarioides at a concentration of 10 mg/dl and 20 mg/dl.

Results: During the technique standardization, no statistically significant differences were found in T,, for phenylephrine at
1, 3and 5 hours. The administration of S. scutellarioides produced a T,, dose dependent reduction with no EC_, changes.
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Discussion: The implemented isolated organ technique is
viable up to 5 hours, and does not produce al receptors
desensibilization. The T,, diminution by S. scutellarioides is
explained by anon competitivea 1 antagonismeffect. Studiesto
isolate active principles for alowing the initiation of phase |
human clinical trials are required.

Keywords: Salvia; Hypertension; Mastranto;
Ethnophar macology; Vascular isolated organ;
Vasoconstriction.

L osestudiosen 6rgano aid ado son unaherramienta il
para evauar la actividad farmacol gica de una molécula
en los receptores, canales y enzimas de un tegido*?.
Recientemente, se haincrementado el uso detécnicasin
vitro en el area de la etnofarmacologia para evaluar €l
efecto de extractos y moléculas derivadas de plantas. El
creciente uso de esta técnica por la comunidad cientifica
internacional sedebeaqueespoco costosa, puesrequiere
menos animales en comparacion con los modelosin vivo
y permite evaluar en poco tiempo la actividad farmaco-
|6gica de una gran variedad de extractos y moléculas de
origen vegetaP.

Colombia cuenta con la mayor biodiversidad ve-
getal por km? del planetay ocupael segundo lugar en
numero de especies después de Brasil. Sin embargo,
mas de 99% de las especies vegetales no han sido
estudiadas como fuente potencial de medicamentos,
pese a que una amplia proporcién de colombianos
depende del uso de plantas medicinales. Por |o ante-
rior, es necesario aplicar métodos costo-efectivos,
gue empleen un reducido nimero de animalesy per-
mitan evaluar en el menor tiempo posiblelaactividad
farmacol 6gica de la biodiversidad de plantas nacio-
nales. La investigacion en la etnofarmacologia co-
lombiana es una necesidad prioritaria del pais para
permitir la apropiacion social del conocimiento, im-
portante para evitar la bio-pirateria en la era de la
globalizacion y el libre comercio*S.

En este estudio se presenta como se aplico latécnica
de 6rgano aidado vascular, los efectos del tiempo en la
contraccion del musculo lisoy laaccion de dosisrepetidas
defenilefrinaen lasensbilidad de los receptores a 1. Por
ultimo, se evaud la propiedad vasodilatadorade laSalvia
scutellarioides (Lamiaceae), una planta muy utilizada
por la poblacién colombiana para d tratamiento de la
hipertension arteria y que recientemente este mismo
grupo informé como antihipertensivay diurética’®.
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El proyecto fue aprobado por € Comité de Etica
Animal delaUniversdad ddl Vdle, ActaN° 16 dejulio 18
de 2002.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del tejido. Se anestesiaron cinco ratas
Sprague-Dawley machos con peso de 200 a 250 g con
pentobarbital (100 mg/kg) para extraer la aorta torécica
por toracotomia. La arteria se coloco en unacajade petri
con solucién de Krebs-Hensdleit (119 mM NaCl, 4.7 mM
KCl, 2.5 mM CeCl,, 1.2 MM KH,PO,, 1.2 mM MgSO,,
25mM NaHCO, y 5.6 mM glucosa) a4°C massuplemen-
to continuo de carbogeno (CO,.: 5%- O,: 95%). Dentrode
lasolucién se seccionod en formacuidadosalaaortaconun
bi sturi paraobtener tresanillosconcéntricosde5 mm cada
uno, aproximadamente; ademas, € endotelio se removio
con un tubo PE-100 de polietileno. Para el montaje, cada
anillo vascular se fijo en sus extremos opuestos con dos
alambres de plata 'y se coloco en un bafio de 6rganos
[Tissue Bath Station, BIOPAC™] con solucion deKrebs-
Hensdeit (20 ml) a 37°C més suplemento continuo de
carbdgeno (Fotografia 1).

Uno delosaambressefijé a bafio de érganosy € otro
auntransductor isométricode50g[TSD125, BIOPAC™]
conectado a un equipo de adquisicién de datos [MP-100,
BIOPAC™] y éste a computador. La tensién basa
aplicadaalosanillosvascularesfuede 1 g. Losresultados
delatension del musculo liso vascular y los efectos delos
medi camentos se observaron en tiempo rea con € uso de
Acknowledge softwarev. 3.07 paraWindows X P® (Gr&
fica 1). Todos los resultados se almacenaron en formato
electrénico para posteriores andlisis.

Determinacion del efecto del tiempo en la contrac-
cion del musculo liso vascular. Una vez acoplado €
anillo vascular en € bafio de 6rganos, se procedié a
estimular la respuesta tisular durante la primera hora de
experimentacion a afadir KCl (25 mM) cada 20 minutos
y cambiando continuamentelasol uciondeK rebs-Hensdl eit.
Transcurrida la primera hora y una vez acanzada la
estabilizacion dd tejido, se hizo una curva de concentra-
cidnvstension con fenilefrina(SIGMA®) afiadidaal bafio
de 6rganos de manera acumulativa (10 nM a 100 ).
L uego de obtener latension maxima (T,,) con fenilefring,
se adiciond acetilcolina (10 nM) para comprobar la no
viabilidad del endotelio. Lacurvacon fenilefrina se repitio
alatercera, quintay séptimahorasen seisanillosvasculares
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Fotografia 1. Montaje de 6rgano aislado vascular.Se muestran las estaciones de bafio de 6rganos con
el equipo de adquisicion de datos. En el recuadro se observa la aorta suspendida por dos ganchos
de plata, en solucién de Krebs-Henseleit y con suplemento continuo de gas carbégeno.
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Gréfica 1. Adquisicion de datos Acknowledge Software 3.07. La grafica muestra la adquisicion
de datos y la contraccion del musculo liso vascular inducido por fenilefrina (fen). La

acetilcolina no ocasiondé una disminuciéon

de la tensiéon méaxima (T,) comprobando la

destruccién del endotelio en los anillos vasculares.

para determinar los cambios temporales de la tension
maxima del masculo liso vascular in vitro y la
desensibilizacion de los receptores a 1 ala fenilefrina.
Efecto de la S. scutellarioides en musculo liso
vascular. El lugar donde se obtuvo la planta, la certifica
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cién por biologia boténicay los procesos para preparar €
extracto se describen con detalle en una publicacion
previa’. El efectodel extracto acuoso deS. scutellarioides
sedeterminé con € uso detresanillosvasculares. Durante
la primera hora se realizd con cada anillo vascular una
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curva control concentracion-tension con fenilefrina. A
la tercera y quinta horas se obtuvo una nueva curva
confenilefrinamésel extracto acuoso deS. scutellarioides
a una concentracion de 10 mg/dl y 20 mg/dl, respectiva
mente.

Andlisis estadistico. Los datos de latension obtenida
con las concentraciones de fenilefrina se andizaron y
graficaron con € programa GraphPad Prism® 4.02 para
WindowsXP®. Paracal cular laconcentraciondeladroga
que ocasiond 50% de la tension maxima (EC, ) se utilizo
e andiss de Hill°. Los datos se anadlizaron mediante
ANOV A dedosvias(concentracidnvs. tension) aceptan-
dose a priori una p<0.05 como indicador de diferencias
estadisticamente significativas. Los resultados se mues-
tran como lamediadel grupo + error estandar delamedia
(SEM).

RESULTADOS

Efectodel tiempo en lacontraccién del misculoliso
vascular y EC_, para fenilefrina. Latenson maxima
para fenilefrina en la tercera y quinta horas no mostré
diferencias estadisticamente significativas en compara-
cion con la curva control de la primera hora (Gréfica 2).
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Grafica 2. Curva Log fenilefrina (mol/l) vs. tension (g).
Muestra la curva de tensién obtenida con dosis
acumulativas de fenilefrina a la primera, tercera y
guinta horas. No se observaron diferencias estadis-
ticamente significativas entrelas curvas. Los datos se
expresan como la media del grupo + SEM.
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Grafica 3. Anédlisis de Hill. La grafica muestra la concentracion necesaria de fenilefrina para

alcanzar 50% de la tension maxima (EC). La

EC,, para fenilefrina no mostro diferencias a la

primera, tercera y quinta horas de experimentacion.

31



Colombia Médica

; st
L obt
5 / it
< "__n’lr
32 i
c H
() i
= _.-,'; wk *
o 23
‘,::— A H}
| - e TR %
I T T
107 106 10°%
Fenilefrinalog [mol/l]
---a-= Fenilefrina
---#-- Fenilefrina y Salvia scutellarioides 10 mg/dl
--#-- Fenilefrina y Salvia scutellarioides 20 mg/d|

Gréfca 4. Efecto de S. scutellarioides en el 6rgano
aislado vascular. La grafica muestra el efecto de S.
scutellarioidesen ladisminuciéndelaT, delmusculo
liso vascular con fenilefrina (n=3). Los datos se expre-
san como la media del grupo £ SEM.

**p<0.01; *p<0.001

A la séptima hora de experimentacion no se obtuvo una
respuesta contréctil con fenilefrina en ninguno de los
anillos vasculares estudiados. El andisis de Hill (Gréfica
3) dio como resultado una EC,, de 5.4 x 10°mol/l de
fenilefrinaparalas curvas obtenidas alaprimera, tercera
y quinta horas de experimentacion.

Efecto de S. scutellarioides en la contraccion del
musculo liso vascular. La tensén maxima para la
fenilefrina en combinacion con € extracto acuoso de S.
scutellarioides a una concentracion de 10 mg/dl fue
2.44g + 0.13, equivaente a unadisminucion de latension
maximade 17% en comparacién con lacurvacontrol para
fenilefrina(p<0.01). Con el extracto acuoso deS. scutella-
rioides a una concentracion de 20 mg/dl se obtuvo una
tensién maximaparafenilefrinade 1.4g+ 0.15, igua auna
disminucion delatensi én méximade 54% en comparacion
con la curva control parafenilefrina (p<0.001) (Graficas
4y 5). El extracto acuoso de S. scutellarioides en las
concentraciones estudiadas no produjo diferencias en la
EC,, paralafenilefrina
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Grafica 5. Efecto de S. scutellarioides en la T, para
fenilefrina. La grafica muestralos efectos de laadmi-
nistracion del extracto acuoso deS. scutellarioidesen
la T, para fenilefrina.

DISCUSION

L osestudiosen 6rgano aidlado se consideran como una
técnicaltil paraevaluar los efectosdefarmacosy extrac-
tos derivados de plantas en € musculo liso. Sin embargo,
la técnica de érgano aidado vascular presenta como
desventgja la dificultad de mantener € tejido viable para
los ensayos farmacol 6gicos. Esto se debe a la excesiva
manipulacion quirdrgica dd tejido, ala hipoxiatisular por
burbujeo inconstante del gas carbdgeno y aconcentracio-
nes ingpropiadas de e ectrdlitos en la solucion de Krebs?.
Ademés, con d transcurrir de los minutos €l musculo liso
vascular puede presentar fatigay disminucion de la ten-
sionméaxima, y ocasionar unfactor deconfusién cuando se
tomacomo control laprimeracurvaparael agonista. Otro
factor que ocasiona dificultades para g ecutar latécnica,
es la desensibilizacion de los receptores ocasionada a
administar agonistas, fendmeno que ocurre por la
fosforilacién del receptor o recapturadeéstea citoplasma
en un proceso mediado por b-arrestina'y clatrina®.

En la reproduccion del modelo de organo aidado
vascular no se encontraron diferencias estadisticamente
sgnificativas en la tenson méxima por fenilefrina de la
primera, terceray quintahoras. Sin embargo, alaséptima
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horano se obtuvo respuesta contractil con fenilefrina, por
lo quelos experimentos en 6rgano aidado vascular solo se
debenrealizar por unmaximodecincohoras. LaEC, para
lafenilefrinaalaprimera, terceray quintahorasno mostro
diferencias estadisticamente significativas, lo que indica
gue la sensibilidad de los receptores a1 adrenérgicos se
mantuvo sin cambios durante las cinco horas de experi-
mentacion. La implementacion de esta técnica permitira
evaluar las plantas colombianas con efectosen € masculo
lisovascular, como un método defiltro paralablsguedade
principios activos con accién cardiovascular.

S. scutellarioides (10 mg/dl y 20 mg/dl) ocasion6 una
disminucién en la tensén maxima con fenilefrina sin
alterar su EC_,. Este tipo de efecto se debe a que por lo
menos una de las moléculas que componen € extracto
acuoso de S. scutellarioides tiene un efecto de tipo
antagonistadetipo no competitivo, de receptoresdea 1**.
Otras plantas de la familia Lamiaceae como la Satureja
obovata y laOrthosi phon aristatus presentan un efecto
vasodilatador parecido al de la S. scutellarioides™®13,
Ademés, recientemente se describié la proteccién contra
el estrésoxidativo delascélulasendotelialesy lainhibicion
delaproliferacién del masculo liso vascular por laSalvia
miltiorrhizal41.

El efecto vasodilatador de S scutellarioides puede
explicar la disminucidn de latension arterid diastdlicaen €
model o delasratashipertensaspor L-NAME’. Sinembargo,
Se debe aclarar que la accidn farmacol 6gica de una planta
puede resultar de la accion aditiva y/o sinérgica de varios
principios activos'®, por 1o que otros mecanismos como €
aumento de ladiuresisy natriuresis pueden también explicar
e efecto antihipertensivo de S. scutellarioides®. Reciente-
mente, se determino que S scutellarioides no presentaba
toxicidad subaguda cuando se administraba durante 28 dias
en ratas Wigtar'’. La continuidad de los estudios con S.
scutellarioides sejudtificadebido alardativa seguridad de
la planta en seres humanos, € amplio uso en la medicina
tradiciona colombianay losresultados positivosobtenidosen
los modelos animaes e in vitro. Especificamente, se deben
adarlosprincipaesprincipiosactivosdelaplantay definir sus
caracterigticas farmacodinamicas, con lo que se puede dar
comienzo alos ensayos clinicos fase | en seres humanos.
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