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de la Scaphyglottis livida en el ileo de la rata
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Resumen

La Scaphyglottis livida es una orquidea mexicana popularmente utilizada para el tratamiento de célicos y para preve-
nir abortos, usos que sugieren la presencia de compuestos relajantes del musculo liso. El extracto crudo y los com-
puestos aislados de la S. livida inhiben la contraccién espontanea del ileo de la rata e inducen la relajaciéon de anillos
de aorta previamente contraidos con noradrenalina. El sistema 6xido nitrico/GMPc media la relajacién vascular y par-
ticipa en la relajacion no adrenérgica-no colinérgica del tracto gastrointestinal. Para evaluar la posible mediacién del
ON/GMPc en la relajacién inducida por los compuestos aislados de S. livida, 3,4-dihidroxi-5,5 -dimetoxibibenzil (C-1)
y 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (C-2), determinamos su efecto sobre la producciéon de GMPc y sobre la activi-
dad de la sintasa del ON (SON) en anillos del ileo de la rata. Ratas Sprague-Dawley, machos, fueron sacrificadas y el
ileo disecado bajo control estereomicroscépico. El GMPc formado fue determinado mediante radioinmunoensayo, y
la actividad de la SON mediante la cuantificaciéon de la conversion de L-arginina radiomarcada a citrulina. Ambos
compuestos incrementan la produccién de GMPc (Basal= 1.620,85 + 86 vs C-1= 2.260 + 88; C-2= 1.322+ 66 fmol/10
min/ mg proteina). El incremento en la producciéon de GMPc inducida por el C-1 fue abolido por el L-NAME, un inhibi-
dor de la SON; el ODQ, un bloqueante selectivo de la guanililciclasa soluble y cuando el tejido fue incubado en un
medio libre de calcio. El C-1 incrementé de manera significativa la actividad de la SON (Basal= 43,2 +4 vs C1= 68,3
+14 pmol/hr/mg proteina). Nuestros resultados demuestran la participaciéon de la via de senalizacion mediada por
el ON/GMPc en la relajacion inducida por estos compuestos en el ileo de la rata.

Palabras clave: Oxido nitrico, GMPc, accién espasmolitica, Scaphyglottis livida.

Abstract

The Scaphyaglottis livida is a Mexican orchid that is popularly used for the treatment of stomach ache and to avoid
abortion, uses that suggested the presence of smooth muscle relaxant agents. The crude extract and pure com-
pounds isolated from S. livida produces a significant inhibition of the spontaneous rat ileum contraction and induce
relaxation of the rat aorta rings previously contracted with noradrenaline. The nitric oxide/cGMP system mediates
vascular smooth muscle relaxation and has been postulate a most likely candidate for mediating the nonadrenergic-
noncholinergic smooth muscle relaxation through the gastrointestinal tract. To evaluated the possible role of the
NO/cGMP system in the relaxation induced by those compounds, we assessed the effect of two compounds isolated
from S livida, 3,4-dihydroxy-5-5 -dimethoxybibenzyl (C-1) and 3,7-dihydroxy-2,4-dimethoxyphenanthrene (C-2) on
cGMP production in rat ileum rings. Additionally we determined the effect of C-1 on nitric oxide synthase (NOS) acti-
vity. Male Sprague-Dawley rats were Killed by decapitation and the tissues dissected under a stereomicroscope. The
cGMP formed was determined by radioimmunoassay. NOS activity was assayed by monitoring the conversion of ra-
diolabeled L-arginine to citruline. Our results shown that C-1 and C-2 significantly increased cGMP production in rat
ileum rings (Basal= 1.620,85 + 86 vs C-1= 2.260 + 88; C-2= 1.322+ 66 fmol/10 min/ mg protein). C-1-induced cGMP
production was abolished in presence of L-NAME, a NOS inhibitor, ODQ a selective soluble guanylyl cyclase blocker
and when the tissues were incubated in calcium free medium. Additionally C-1 significantly increased NOS activity
(in pmol/hr/mg protein; basal = 43.2 + 4 and C-1 = 68.3 + 14). Our results indicate that two of the major active princi-
ples isolated from S. livida provoke relaxation in ileal tissue through NO/cGMP signaling pathway.
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Introduccion

La Scaphyglottis livida (Linddley) Schltr., es una
especie de orquidea ampliamente distribuida en los
bosques tropicales de los estados de Veracruz, Chia-
pas, Oaxaca y GQuerrero en México (Ames y Correl,
1952). Los habitantes de la region de los Tuxtlas, Ve-
racruz designan a la especie con el nombre vulgar de
«parasita» y la emplean medicinalmente para el tra-
tamiento de heridas, prevenir el aborto y como repe-
lente de insectos. La hierba es aplicada tépicamente
para eliminar ectoparasitos, y emplean el cocimiento
para el tratamiento de c6licos abdominales (Hietz y
Hietz-Seifert, 1994), uso popular que sugiere la pre-
sencia de un agente relajante de la musculatura lisa
en esta especie.

En la bisqueda de nuevos agentes espasmoliti-
cos provenientes de plantas medicinales de México,
se demostro que tanto el extracto de Scaphyglottis
livida, como varios compuestos aislados de la mis-
ma, producen inhibicién de la contraccion esponta-
nea del ileo de la rata con una potencia comparable
0 mayor que la papaverina. Adicionalmente, estos
compuestos inducen la relajacioén de la aorta previa-
mente contraida con noradrenalina (Estrada y col.,
1999; Estrada-Soto y col., 2006).

La caracterizacion farmacolégica de los com-
puestos activos, utilizando preparaciones in vitroy
estimulados por diferentes espasmoégenos (acetilco-
lina, histamina y BaCl,) permitioé establecer que el
mecanismo de accién de estos compuestos no invo-
lucra un efecto anticolinérgico o un bloqueo en la en-
trada de calcio al interior de la célula muscular lisa
(Estrada y col., 1999; Estrada-Soto y col., 2006). Es-
tos hallazgos sugieren la posible participacién de un
mecanismo no-adrenérgico no-colinérgico en la ac-
cion antiespasmodica de estos compuestos.

Ahora bien, el 6xido nitrico (ON) es una molécula
de senalizacion multifuncional, implicada en numero-
sos procesos fisioldégicos que abarcan desde la ac-
tivacion de mecanismos de defensa mediados por el
sistema inmune hasta la regulacién del tono vascular
y mediacién de la comunicacién neuronal (Moncada,
1992; Hanafy y col., 2001). La mayoria de sus efec-
tos fisiologicos estan mediados por la activacion de
la enzima guanililciclasa y la produccion de GMPc
(Moncada, 1992; Hanafy y col., 2001; Moncada y
Higgs, 1995). Se sabe que el ON generado en las neu-
ronas del plexo mientérico del intestino constituye
uno de los neurotransmisores mas importantes que
participan en el proceso de relajacién no adrenérgica-
no colinérgica (NANC) del musculo liso del tracto gas-
trointestinal (Moncada, 1992; Kanada y col., 1992;
Okishio y col., 2000). Sin embargo, su participacion
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en el mecanismo espasmolitico de los compuestos
aislados de la Scaphyglottis livida no ha sido evalua-
da hasta ahora.

En el presente trabajo quisimos determinar si la
actividad espasmolitica de los compuestos 3,4-dihi-
droxi-5,5 -dimetoxibibenzil (C-1) y 3,7-dihidroxi-2,4-
dimetoxifenantreno (C-2) extraidos de la Scaphyglottis
livida se encuentran mediados por el ON/GMPc, me-
diante el uso de anillos enteros provenientes del ileo
de la rata.

Materiales y métodos
ANIMALES

Los animales de experimentacion fueron ratas
albinas, macho, de la cepa Sprague-Dawley, de 6 a 7
semanas de edad, con peso comprendido entre 220-
250 g, provenientes del bioterio de la Facultad de
Farmacia UCV, Caracas, las cuales fueron mantenidas
con periodos alternos de luz y oscuridad, permitién-
doles libre acceso al agua y a la comida.

Todos los experimentos fueron realizados siguien-
do las buenas practicas para el manejo de animales
de laboratorio (NIH Guide for the care and use of Labo-
ratory Animals).

Los animales fueron sacrificados mediante deca-
pitaciéon entre las 9:00 y 10:00 h. Los anillos de ileo
fueron disecados de inmediato bajo control estereo-
microscopico y mantenidos en buffer Krebs-Ringer
(KBR) frio, con la siguiente composicion (en mM):
NaCl 125; KCI 3,5; KH,PO, 1,25; MgSO, 1,2; CaCl,
0.75; NaHCO; 25; glucosa 10 y teofilina 1,6; gaseada
con 95% O, y 5% de CO, La formaciéon de GMPc fue
determinada mediante la cuantificacién del GMPc
acumulado en el tejido intacto, en presencia de inhi-
bidores de la fosfodiesterasa (Mathison e Israel,
1998). Los anillos de ileo fueron transferidos indivi-
dualmente a tubos Eppendorf de 1,5 ml que conte-
nian 200 pl de KBR y fueron preincubados por 30 min
a 37 °C en presencia o ausencia de los antagonistas
correspondientes (L-NAME, O,1pM o 1H-(1,2,4) oxa-
diazol (4,3-a) quinoxalin-1-ona (ODQ) 1 pM. En experi-
mentos previos se estableci6é que la formacion de
GMPc fue lineal en el tiempo al menos hasta 15 min.
Los compuestos fueron disueltos en DMSO prepa-
rando soluciones de 100 pg/ml. Los compuestos o el
DMSO (para las muestras controles) fueron anadidos
en un volumen de 20yl al medio de incubacién, y los
tejidos nuevamente incubados a 37 °C por 10 min.
La reaccion fue detenida anadiendo 20pl de EDTA
(166 mM, pH 7,5); las muestras fueron calentadas en
bano Maria a 90 °C durante 3 min y luego mantenidas
en hielo. El tejido fue sonicado, y se utilizé una ali-
cuota de 100 pl para determinar el GMPc formado
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mediante radioinmunoensayo utilizando un Kit obteni-
do de Amersham Corp, MA (Steiner, Parker y Kipnis,
1972). La actividad de la guanililciclasa soluble se
expresa como fmol de GMPc formado/10 min/mg de
proteinas. El contenido tisular de proteinas se deter-
minoé utilizando albiimina sérica de bovino como pa-
tron (Lowry y col., 1951).

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA SINTASA
DEL OXIDO NITRICO

La actividad de la SON fue determinada mediante
la cuantificacion de la conversion de (3H)-L- arginina a
(3H)-L-citrulina (Bredt y Snyder, 1990; Mathison e Is-
rael, 2002). Los anillos de ileo de la rata fueron man-
tenidos en buffer Hepes 50mM, pH 7,1 + EDTA ImM.
Posteriormente cada muestra fue preincubada por
30 min a 37°C en buffer Hepes 50mM, pH 7,1 con-
teniendo ditiotreitol 1mM, p-NADPH 0,5 mM; CaCl,
1,25 mM y 10 mg/ml de calmodulina, (*H)-L-arginina
0,12mM y arginina 0,3 mM, seguido de un periodo
de incubacion de 10 min. Para determinar el efecto de
C-1 (100 pg/ml) sobre la actividad de la SON, el mis-
mo fue agregado al inicio de los 10 min de incu-
bacion. La reaccién fue detenida agregando buffer
Hepes 20 mM, pH 5,5; EDTA 4mM, frio, seguido de
calentamiento de las muestras durante 5 min a 90°C.
Los tejidos fueron sonicados, centrifugados a 12.000
rpm durante 4 min y el sobrenadante adsorbido a una
columna que contenia Dowex 50, forma Na* (BioRad),
desde donde fue eluido con 2 ml de agua. La (°H)-L-
citrulina formada fue cuantificada mediante espec-
troscopia de centelleo liquido.

La identificacion de la (*H)-L-citrulina se confirmé
mediante cromatografia en papel. El porcentaje de
recuperacion fue determinado utilizando una con-
centracion conocida de 3H-citrulina. La actividad de
la sintasa del 6xido nitrico se expres6 como picomo-
les de (3H)-L-citrulina formados/hora/mg de protei-
nas. Las proteinas tisulares se determinaron por el
método de Lowry y col. (1951) utilizando albumina
sérica de bovino como patron.

Los resultados se expresan como la media +
E.E.M. La significancia entre las medias fue evaluada
mediante la prueba de t de Student y el analisis de
varianza de una via (ANOVA). Se consider6 como sig-
nificativo un valor de p<0,05.

Resultados

Los compuestos aislados de S. livida, 3,4-dihidro-
xi-5,5 -dimetoxibibenzil (C-1) y 3,7-dihidroxi-2,4-di-
metoxifenantreno (C-2), a la concentracion de 100
pg/ml, incrementan significativamente la produccion
de GMPc en anillos aislados del ileo de rata, expresa-
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do en fmol/10 min/ mg proteina (Figura 1). Basal=
1,114 + 40 vs C-1= 1,988 + 88 (p <0,01), o vs C-2=
1.322+ 66 (p<0,05)..
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Figura 1. Efecto de los compuestos C-1 y C-2 extraidos de la
S. livida sobre la producciéon de GMPc en anillos de ileo de
rata. Los resultados se expresan como la media + E.E.M. (N=7-
9). * p<0,05; **p<0,01 vs basal.

3000+

Produccion de GMPc
(fmol/10 min/ mg proteina)

El ON es el principal candidato para mediar la
relajacién inducida por estos compuestos en los ple-
Xx0s mientéricos. Asi, al evaluar el efecto de C-1 sobre
la actividad de la SON en los anillos de ileo de rata se
demuestra un incremento significativo de la actividad
de la enzima. Basal= 43,2 + 4 vs C-1= 68,3 = 14
(p<0,01 vs basal) (figura 2).
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Figura 2. Efecto del compuesto C-1 sobre la actividad de la
sintasa del 6xido nitrico en anillos de ileo de la rata. Los resul-
tados se expresan como la media + E.E.M. (N= 5-7), * p<0,01 vs
basal.
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Con el fin de evaluar la posible participacion del
incremento de la sintesis de ON en la produccion de
GMPc inducida por el compuesto C-1, empleamos el
analogo de la L-arginina, L-NAME; un conocido inhi-
bidor de la SON. Como se observa en la figura 3, la
adicion de L-NAME (10°M) a la mezcla de incuba-
cion, disminuye significativamente el incremento en
la produccién de GMPc inducida por el compuesto
C-1, siendo este incremento de un 40% en condicio-
nes basales y se reduce a un 18% en presencia de L-
NAME.
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Figura 3. Efecto del L-NAME sobre la produccién de GMPc
inducida por el compuesto 1 (C-1) en anillos de ileo de la
rata. Los resultados se expresan como la media + E.E.M.
(N=16-26), *p<0,01 vs basal.

El calcio es fundamental para la activacion de la
SON constitutiva. Por ello se evalu6 el efecto de la au-
sencia del calcio sobre la produccién de GMPc indu-
cida por el compuesto C-1 en los anillos del ileo de la
rata. Como se muestra en la figura 4, la ausencia de
calcio en el medio de incubacién abolié completa-
mente el incremento de la produccion de GMPc indu-
cida por el compuesto C-1 (-Ca*?= 1900,61 = 188 vs
-Ca*? + C-1= 1430,49 + 158).

Se evalud la posible participacion de la guanililci-
clasa soluble. Para ello utilizamos el bloqueante
selectivo de la enzima GCs, el ODQ (103 M). Como se
muestra en la figura 5, la presencia de ODQ en el me-
dio de incubacion inhibié completamente el incre-
mento de la produccién de GMPc inducida por el
compuesto C-1. ODQ= 1.770,25 + 209 vs ODQ +
C-1=1480,4 = 158.

Discusion
Desde que se demostro la presencia de la sintasa
del 6xido nitrico en los plexos mientéricos, el ON se
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Figura 4. Efecto de la ausencia de calcio en el medio de incu-
bacion sobre la producciéon de GMPc inducida por el com-
puesto 1 (C-1) en anillos de ileo de la rata. Los resultados se
expresan como la media = E.E.M. (N= 11-26), *p<0,01 vs basal.
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Figura 5. Efecto del ODQ sobre la producciéon de GMPc induci-
da por el compuesto 1 (C-1) en anillos de ileo de la rata. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. (N= 11-26);
*p<0,01 vs basal.

Control

convirtié en el principal candidato a ser el mediador
de la relajacion no adrenérgica-no colinérgica (NANC)
del musculo liso del tracto gastrointestinal (Kanada
y col., 1992; OKishio y col., 2000; Bredt y Snyder,
1990). En efecto, diversos autores han demostrado
la participacion del ON en la relajacion de musculo li-
so. Asi, Kanada y col. (1992) demostraron que la res-
puesta inhibitoria NANC en musculos circulares y
longitudinales del ileo de la rata, es inhibida por la ni-
tro-arginina, un inhibidor de la SON, y este efecto era
contrarrestado por la administracién de L-arginina,
precursor de la sintesis del ON (Kanada y col., 1992).
Mientras que Williams y Parson (1995) demostraron
en musculos longitudinales del ileo de cobayo, con el
plexo mientérico intacto, que la relajaciéon en res-
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puesta a la estimulacion eléctrica era bloqueada por
NY-nitro-L-arginina, inhibidor de la SON, efecto que
fue revertido por la L-arginina. Aun mas, el efecto re-
lajante en esta preparacion fue potenciado en pre-
sencia de inhibidores de la fosfodiesterasa (Williams
y Parson, 1995), reforzando la evidencia de participa-
cion del ON en esta respuesta.

Existe evidencia que indica que algunos com-
puestos aromaticos aislados de la S. livida, como los
C-1 - C-2 producen la inhibicion de la contraccion es-
pontanea del ileo de la rata in vitro y que este efecto
es bloqueado por el L-NAME (Estrada y col., 1999), lo
cual sugiere la participacion de la via de senalizacion
de ON/GMPc. Nuestros resultados apuntan a esta
posibilidad ya que demuestran que el 3,4-dihidroxi-
5,5 -dimetoxibibenzil (C-1), aislado de la S. livida in-
crementa la actividad de la SON en anillos de ileo de
rata, lo que indica que el ON actiia como posible me-
diador de los efectos relajantes de este compuesto.

La mayoria de los efectos fisiologicos del ON, co-
mo relajacion del musculo liso vascular, la inhibicién
de la agregacién plaquetaria y sus efectos sobre la
neurotrasmision, requieren concentraciones en el or-
den nanomolar de este neurotransmisor, y dependen
de su accién sobre la guanililciclasa soluble con el
consecuente incremento en la produccion de GMPc
(Moncada, 1992; Bian y col., 2008). De tal forma que
el ON generado en las neuronas del plexo mientérico
del intestino, difunde hacia las células blanco donde
se une a la guanililciclasa, la cual sintetiza el GMPc.
Este aumento de los niveles de GMPc trae como con-
secuencia la relajacion del musculo liso intestinal a
través de una proteina kinasa dependiente de GMPc,
la cual al fosforilar a la cadena ligera de la miosina, la
inactiva inhibiendo la fosforilacion de la miosina que
es indispensable para activar a la ATPasa del com-
plejo miosina-actina en el proceso de contraccion
muscular (Kanada y col., 1992). El ON ademas de
participar en la relajacion del musculo liso vascular y
el incremento de GMPc que precede la relajacion
NANC de la musculatura lisa también participa en la
relajaciéon del sistema genito-urinario, del tracto gas-
trointestinal y el masculo liso bronquial (Rand, 1992;
Moro y col., 1996).

Desde que los compuestos aislados de S. livida,
3,4-dihidroxi-5,5 -dimetoxibibenzil (C-1) y 3,7-dihi-
droxi-2,4-dimetoxifenantreno (C-2) incrementa el
GMPc en anillos de ileo de la rata, se sustenta el pa-
pel del 6xido nitrico y la activacion de la guanililcicla-
sa en el efecto relajante del musculo liso de estos
compuestos. Aun mas, la evidencia de la participa-
cion del sistema ON/GMPc en el efecto relajante del
C-1 se refuerza por el hecho que al inhibir la activi-
dad de la enzima SON con L-NAME, se bloquea total-
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mente el incremento de GMPc producido por el com-
puesto. El GMPc producido por el compuesto C-1 pa-
rece ser la consecuencia de la estimulacion de
guanililciclasa soluble, ya que el ODQ, un potente
inhibidor especifico de la GCs, bloquea completa-
mente la produccién de GMPc en el anillo aislado del
ileo de la rata.

En conclusion, la via de senalizacion ON/GMPc
media el efecto espasmolitico del 3,4-dihidroxi-
5,5’-dimetoxibibenzil, aislado de la S. livida. Estos
resultados constituyen las bases cientificas y sopor-
te farmacologico del uso tradicional de esta especie
de orquidea como agente antiespasmodico en la
region de los Tuxtlas, Veracruz, México.
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