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RESUMEN

Presentamos el estudio de la actividad relajante de la fribra lisa por parte de al-
gunos derivados terpénicos: Terpinenol4, alfa-Pineno, Borneol y Canfeno, sobre
la contraccién del ileo. aislado de rata inducida con doésis crecientes de Acetil-co-
lina y CaCl, en un medio libre de calcio y previa despolarizacion del ileo con po-
tasio.

Los resultados obtenidos indican que el Terpinenol4 a 108Mm y el alfa-Pineno
a 10°M poseen actividad relajante del ileo “in vitro™ a través de un mecanismo de
accion no mediado por receptores muscarinicos (antagonismo no competitivo
frente a la Acetil-colina, ddsis-dependiente) y muy probablemente relacionado con
un antagonismo frente al Calcio, Terpinenol4 a 10°M y alfa-Pineno 10'4M, res-
pectivamente.

SUMMARY

A study on the relaxing activity of some terpenic derivates (Terpinenol4, al-
pha-Pinene, Borneol y Canphene) over smooth muscle, has been performed. Con-
traction rat isolated ileus was induced by increasing doses of either Acetylcholine
or Ca?" in a calcium-free mediun previous despolarlzatlon by potassium.

Both Terpinenol4 (10 8M) and alpha-Pinene (10 M) showed “in vitro™ rela-
xing activity of ileus through a muscatinic receptors non-mediated mechanism of
action (non-competitive antagonism with Acetylcholine dose-depent). Probably
this relaxing action is. attained by a antagonism between Terpinenol<4 and alpha-
Pinene with calcium.
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INTRODUCCION

Los terpenos son hidrocarburos pertenecientes al grupo de los aceites esencia-
les, cuya presencia en numerosas especies vegetales ha sido ampliamente descrita
(Horster, 1973, 1974) Foster y col. 1980). Dentro del grupo de los terpenos, pre-
sentan interés farmacologico los derivados del mentano, pinano y canfano por su
actividad relajante de la fibra lisa (Binet y col. 1972 a, b), expectorante (Velasco
1972), favorecedora de la lisis de los célculos de colesterol (Bell y col. 1980) y
diurética (Benigni y cols. 1962), fundamentalmente. En este trabajo experimental,
presentamos el estudio “in vitro” de la actividad relajante de la fibra lisa intestinal,
ejercida por un grupo de terpenos: alfa-Pineno, Terpinenol4, Canfeno y Borneol,
frente a la contraccion del ileo aislado de rata inducida con acetilcolina y CaCly,
previa despolarizacion con potasio en un medio de perfusion libre de calcio, como
aportacion al estudio del mecanismo de accion de estos farmacos, desconocido por
ahora.

PARTE EXPERIMENTAL
Material y métodos
1.- Teécnica del tleo aislado de rata

Se usaron ratas de la cepa Wistar de ambos sexos, con un peso comprendido en-
tre 200 y 300 g. las cuales se mantuvieron 24 horas antes del sacrificio en ayunas,
y con agua ad-libitum. Previa muerte y sangrado del animal se extrajo un trozo de
ileo terminal de 2 a 3 cm. de longitud, el cual limpio de bridas y restos fecales fue
sumergido en una copa de perfusion con Tyrode a 36 °C, en el que burbujeaba gas
carbogeno. Dicho trozo de ileo fue sometido a una tension de 2 gramos, esperando
60 minutos antes de comenzar la experiencia y cambiandose el Tyrode cada 15
minutos.

2.- Curva dosis respuesta con A cetil-colina

Pasada una hora, el ileo fue sometido a una contraccion inducida por dosis
acumulativas de Acetil-colina comprendidas entre 5.10'7M y 3,2.10'5M en ausen-
cia y en presencia de las diferentes concentraciones de los terpenos empleados,
concentraciones que oscilaron desde 1010M 2 10%M respectivamente.

3.- Contraccion del ileo inducida por CaCl,

En otra serie de experimentos se estudi6 la contraccion del ileo aislado induci-

da por doésis acumulativas de CaCLz previa despolarizacién con K * y enun me-

dio de perfusion exento de Ca? ¥, Para ello el ileo fu montado en una copa de
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perfusion segin la técnica anteriormente descrita y pasados los 60 minutos nece-
sarios para la estabilizacion previa del preparado, el Tyrode normal fue cambiado
por otro liquido de perfusion con un exceso de K i y exento de cat (KC1
1,5 g, MgCl, 0,245 g, NaHCOg3 1,25 g, glucosa 2 g. y agua destilada hasta un li-
tro), lo cual provoco la contraccion brusca del ileo, seguida de una lenta relajacion
del mismo al cabo de 10 minutos, pasados los cuales alcanzé el registro la linea
basal. A continuacién se realiz6 la curva ddsis respuesta usando concentraciones
acumulativas de CaCl,, comprendidas entre 0,31 y 79 mM, en ausencia y presen-
cia de los diferentes terpenos, empleados a concentraciones que oscilaron entre
10°M y 10°3M.

La contraccién del ileo fue registrada mediante un transductor presion fuerza
Staham, tipo Ul-5, conectado a un poligrafo Beckman.

Meétodo estadistico

Fl parametro estudiado fue la contraccion del ileo aislado de rata expresada en
% de respuesta maxima e inducida por la adicién acumulativa de Acetil-colina y
CaCl, al vaso de perfusion, solos y en presencia de las diferentes series de terpe-
nos: alfa-Pineno, Terpinenol4, Canfeno y Bomeol. El cilculo de las diferencias
entre los resultados obtenidos para cada serie de farmacos ensayados con respec-
to a su control de Acetil-colina y Calcio, se realiz6 mediante la aplicacion del test
Student para muestras apareadas. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas a partir de p < 0,05. Estos célculos fueron realizados en un ordena-
dor CBM-2001 Comodore, previa lectura del programa correspondiente.

Farmacos empleados

Terpinenol4 (Koch-Light, lab.)

alfa-Pineno (DGF)

Canfeno (BDH, Lab.)

Bomeol (BDH, Lab.)

Acetil-colina (clorhidrato) (Merck)

CaCl, (Merck)
Todos los terpenos se aplicaron directamente sobre el liquido de perfusion (Ty-
rode) previo célculo de la molaridad, mientras que la Acetil-colina y el Cloruro
calcico fueron afiadidos al vaso de perfusién, en solucién acuosa con su molaridad
correspondiente.

RESULTADOS

1} Resultados obtenidos con el Terpinenol4

Conforme fuimos incrementando la concentraciéon molar del Terpinenol-4 en
el vaso de perfusion, la curva dosis respuesta de Acetil-colina fue aplanindose de
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forma progresiva, es decir, observamos una relacion dosis-efecto en el ileo aislado
de rata, cuyo aplanamiento comenzo a ser estadisticamente significativo (p <0,02)
a partir de 10°°M de Terpinenol<4, hasta llegar a la concentracién de IO'SM, la
cual aplan6 totalmente la contraccion del ileo (fig. 1). La progresiva desviacion
hacia la derecha de la curva dosis-respuesta con Acetil-colina en presencia de di-
ferentes contraciones de Terpinenol-4, nos sugiri6 la existencia de un antagonismo
no competitivo de este farmaco, frente a la Acetil-colina.

Con respecto a la contraccion del ileo inducido con CaCl,, el Terpinenol4

mostrd actividad bloqueante de dicha contraccién a partir de concentraciones de
10”M (p < 0,01) (fig. 2).

100 4
~
»
~
$
=
3
2 20 4
.
H
AV
04

5.0 [ 5d

K

12.0°
Acetil - Colina (M.)

FIGURA 1 .- Representacion grafica de los valores correspondientes a los efectos inducidos
por la Acetil-co_/)i.na sola (O) y en presenga de Terpinenol4, 10—5 M (®) (n.s.), 10 °M (@)
(r<0,02,10'M (@) (P<0,01),10°M(m) (p<0,01)y 10°M (@) (p <0,001), sobre
la contraccion del ileo aislado de rata. Los coeficientes de correlacion lineal estuvieron entre

I = 95y 1 = 99. El calculo de las diferencias fue realizado aplicando el test de Student para
muestras apareadas (n = 5).
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FIGURA 2 .- Representacion grafica de los valores correspondieptes a los efectos inducidos
por Cloruro célcido solo (O) y en presencia de Terpinenol4 10~M (@) (p<0,01)y 10’4M
(®) (p<0,01), sobre la contraccion del ileo aislado de rata en un medio libre de calcio. El
cdlculo de las diferencias fue realizado aplicando el test de Student para muestras apareadas
(n = 5).

2) Resultados obtenidos con alfa-Pineno

Al igual que con el Terpinenol-4, al aumentar la concentraciéon molar de alfa-
Pineno en el vaso de perfusion, la curva dosis-respuesta de Acetil-colina, también
fue aplandndose y desvidndose hacia la derecha gradualmente, lo cual nos sugiri6
igualmente la existencia de un antagonismo no competitivo entre la Acetil-colina y
el alfa-Pineno. Dicho aplanamiento fue estadisticamente significativo (p <0,01)a
partir de la concentracion de 10°°M (fig. 3).

En la contraccion del ileo inducida con CaClg‘el alfa-Pineno comenz6 a inhibir-
la partiendo de concentraciones del orden de 10™"M (p < 0,05) (fig. 4).
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3) Resultados obtenidos con Canfeno y Borneol
Tanto uno como otro firmaco, no mostraron actividad alguna frente a la con-

traccion del ileo inducida, bien con la Acetil<olina o con el CaCl2, inclusive a
concentraciones de 10°M para los fairmacos (terpenos) en cuestion.
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FIGURA 3 .- Representacion grafica de los valores correspgndientes a los efectos inducidos
por _Acetil-colina sola (O) y en presencia de alfa-Pineno 10'7M (®) (n.s.), 10‘6M (@) (ns.)y
10°M (@) (p <0,01), sobre la contraccién del ileo aislado de rata. Los coeficientes de corre-
lacién lineal estuvieron comprendidos entre 1 = 97 y r = 99, respectivamente. El calculo
de las diferencias fue realizado aplicando el test de Student para muestras apareadas (n = 5).
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FIGURA 4 .- Representacion grafica de los valores correspongdientes a los efectos inducidos
por Cloruro célcido solo (O) y en presencia de alfa-Pineno 10™°M (@) (n.s.) y 104M @ p<
0,05), sobre la contraccién del ileo aislado de rata en un medio libre de calcio. El calculo de
las diferencias fue realizado aplicando el test de Student para muestras apareadas (n = 5).

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La contraccién de la fibra lisa puede tener lugar bien por la estimulacion de los
receptores presentes en ella por sus respectivos agonistas: Acetil-colina, Histami-
na, etc., o por la entrada directa del calcio a través de los llamados canales para el
calcio, existentes en la membrana celular (Bolton, 1979); esto se cumple tanto pa-
ra la fibra lisa vascular (Flenkestein, 1977) como para la intestinal (Rosenberger y
col. 1979). También se sabe que los derivados terpénicos pertenecientes a la serie
isoprenica ciclica, tales como: Terpineno, Terpinenol4, Pineno, Alcanfor y Ti-
mol, entre otros, poseen actividad relajante de la fibra lisa intestinal “in vitro”
(Binet y col. 1972 a, b) (Ito 1973) aunque se desconoce en la actualidad su meca-
nismo de accién.
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Los resultados obtenidos por nosotros en la contraccion de la fibra lisa intesti-
nal inducida con Acetil-colina en presencia de terpenos, observamos un antagonis-
mo no competitivo entre Acetil-colina frente a Terpinenol4, a partir de 10°°M y
alfa-Pineno, a partir de 10"°M. El Canfeno y Borneol no mostraron actividad al-
guna frente a la Acetil-colina, inclusive a concentraciones elevadas (10'4M); todo
ello nos hace pensar que la actividad relajante observada para ambos farmacos no
estd mediada directamente por receptores colinérgicos muscarinicos presentes en
el ileo.

Respecto al estudio de la contraccion del ileo inducida con CaCly, en un medio
libre de calcio, nosotros hemos observado que solamente el Terpinenol4 y el alfa-
Pineno fueron capaces de bloquear dicha contraccién a 10°M y 10'4M, respecti-
vamente; mientras que el Canfeno y el Borneol no ejercieron efecto alguno. Por lo
tanto si el Terpinenol-4 y el alfa-Pineno fueron capaces de bloquear la contraccién
inducida con CaCl,, ello nos sugiere la existencia de un antagonismo de estos far-
macos frente al Calcio, ya que en este modelo la contraccion de la fibra lisa es
calcio-dependiente (Edman y Shild 1961) (Nagao y cols. 1978). A pesar de ello no
se puede descartar que los terpenos empleados pudieran actuar a otros niveles ce-
lulares, compartiendo la hip6tesis de otros autores, respecto al mecanismo de ac-
cion del Timol, derivado terpénico, como agente relajante de la fibra lisa (Ito y
Kuriyama, 1973) (Ito y cols. 1974).

Resumiendo, nosotros afirmamos segin los resultados experimentales obteni-
dos “in vitro” lo siguiente: primero que no todos los terpenos, por el hecho de ser-
lo, poseen actividad relajante de la fibra lisa intestinal; en segundo lugar que den-
tro de los firmacos empleados hemos observado una mayor actividad farmacolo-
gica relajante muscular “in vitro” (fibra lisa) para los derivados del mentano y del
pinano: Terpinenol4 y alfa-Pineno, con respecto a los derivados del grupo del can-
fano: Canfeno y Borneol; y en tercer lugar indicamos como probable mecanismo
de accion de su efecto relajante muscular, el antagonismo frente al calcio, sin des-
cartar la actuacion de estos firmacos sobre otras estructuras y funciones celulares,
como una posible accion estabilizadora de membrana, hipétesis por demostrar, ya
que se trata de farmacos muy liposolubles y por lo tanto con capacidad intrinseca
de actuar tanto a nivel de la membrana celular como dentro de la propia célula.
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