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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de dos series de terpenos, oxigenados (linalol) y
no oxigenados (alfa-pineno, sabineno y limoneno) componentes mayoritarios
estos ultimos del aceite esencial del J. sabina L., tras comprobacion cromato-
grafica, sobre la contraccion del atero aislado de rata inducida por oxitocina
(10—10 - 10—9M). Los resultados obtenidos indican la presencia de un antago-
nismo no competitivo entre dichos farmacos y la oxitocina a partir de concen-
traciones de 2,5.10—M. El empleo de un emulgente como fue la sal sddica del
acido colico con la intencion de mejorar la dispersion en agua de los terpenos
no mejoro los resultados obtenidos tras homogeneizacion de los mismos cuan-
do estaban en disolucion acuosa.
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SUMMARY

A study on the relaxing effect of some terpenic derivates, with oxygen (li-
nalool) and without oxygen (alfa-pinene, sabinene and limonene), major com-
ponents from essential oil of J. sabina L., over smooth muscle has been per-
formed. Contraction rat isolated uterus was induced by increasing doses of
oxytocin (10-10 - 10—°M). The results obtaines showed that terpenes
(2,5.10—4M) have relaxing activity of uterus ‘‘in vitro’’ (non competitive anto-
gonism with oxytocin dose depent). The use of emulsifier (sodium cholate) for
help to solubility of terpenes in the water don’t modifity the results obtaines
when the terpenes have been homogeneity in the water for agitation.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales son ‘‘productos volatiles’’ aromaticos muy reparti-
dos en el reino vegetal constituidos por mezclas de una o varias sustancias que
dominan por su masa o la intensidad de su perfume, con otros compuestos
presentes en menor cantidad y/o menos aromaticos.

Los compuestos quimicos presentes en los aceites esenciales pueden clasi-
ficarse siguiendo a HEATH (1) en:

a) Hidrocarburos terpénicos (sabineno, alfa-pineno).

b) Derivados oxigenados de los terpenos (linalol, borneol, etc.).

¢) Compuestos aromaticos de estructura benzoica (vainillina, safrol,
etc.).

d) Compuestos que contienen nitroégeno y azufre (indol, dimetilsulfuro).

En el género Juniperus, los hidrocarburos terpénicos y los hidrocarburos
terpénicos oxigenados son los que componen mayoritariamente el aceite esen-
cial procedente de dicha especie botanica.

Entre las propiedades farmacologicas atribuibles a este aceite esencial se
describen entre otras, su poder abortivo (2). Estudios experimentales al res-
pecto describen la capacidad abortiva de los extractos de J. sabina L. en dis-
tintas especies animales (3-8); encontrando que el aceite esencial de J. sabina
L. es capaz de inducir la contraccion uterina ‘‘in vivo’’ (9) e ““in vitro’’ al apli-
carlo directamente sobre el utero de coneja (10-13). Todos estos estudios tie-
nen en comun el empleo de extractos alcohoélicos y/o acuosos de frutos de Ju-
niperus (sobre todo de J. sabina L.) no empleandose en ningun caso los princi-
pios activos puros, como es el caso de los terpenos, presentes de forma impor-
tante en dicho aceite esencial.

En este trabajo experimental presentamos los resultados de un estudio
““in vitro’’ de la actividad del: sabineno, alfa-pineno, limoneno (sin oxigeno) y
linalol (con oxigeno) componentes mayoritarios los tres primeros, previo estu-
dio cromatografico, del aceite esencial de J. sabina L. procedente de Sierra
Nevada (Granada), sobre la contraccion del utero aislado de rata inducida
con dosis crecientes y acumulativas de oxitocina.

PARTE EXPERIMENTAL

Material y Métodos.

1.- Técnica del utero aislado de rata.

Se usaron ratas hembras de la cepa Wistar, con un peso comprendido en-
tre 200-300 g, a las que previamente se estrogenizaron con dietiletilbestrol (5
mg/Kgi.p.) 48 horas antes del experimento. Previa muerte y sangrado del ani-
mal se extrajeron ambos cuernos uterinos, de 2 a 3 centimetros de longitud y
uno de ellos se sumergié en una copa de perfusion con liquido de Jalon a
30°C, donde burbujeaba gas carbogeno (95 % O, + 5 % de CO,). Posterior-
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mente se fijo el utero a un transductor de presion fuerza con una tensién com-
prendida entre 1 - 1,5 g. y se esperaron 30 minutos antes de comenzar la expe-
riencia, recambiando el liquido de Jalon cada 15 minutos. El segundo cuello
uterino se dejo en liquido de Jalon con carbogeno a 30°C y se empled una vez
acabada la experiencia con el primero.

2.- Curva dosis-respuesta con oxitocina.

Tras 30 minutos y una vez estabilizado el modelo experimental, el utero
fue sometido a una contraccién, inducida por dosis crecientes y acumulativas
de oxitocina a concentraciones comprendidas entre 1,9.10—1°M y 9,8.10—M
en ausencia y presencia de las diferentes concentraciones de terpenos (desde
10—6-10—2M).

La contraccion del utero fue registrada mediante un transductor de pre-
sion fuerza Letica conectado a un poligrafo Letica mod. Unigraph 1000-100
Iso, con velocidad de papel constante.

Teniendo en cuenta que los terpenos empleados (sabineno, alfa-pineno,
limoneno y linalol) son escasamente solubles en agua, partimos de una suspen-
sion madre de 10—2M, la cual fue homogeneizada convenientemente (agita-
cion), antes de ir afiadiéndola en cada serie al vaso de perfusion, hasta obtener
concentraciones aproximadas entre 10—sM a 10—3M en la copa de 6rganos.

Para confirmar que los terpenos empleados estaban en la copa de perfu-
sion a la concentracion deseada, se realizé un estudio comparativo utilizando
un emulgente fisioldgico como es la sal sédica del acido colico, con lo que se
trataba de obtener una disolucidon mas perfecta de estos componentes en dicha
copa.

En primer lugar fue fijada la concentracion necesaria de este emulgente
para obtener una suspension homogénea de terpenos, encontrandose que para
la disolucién madre de éstos (10—2M), se necesitaban 3,5.10—3M de sal biliar,
hecho que se comprob6 comparando la respuesta de terpenos cuando estaban
disueltos completamente en éter etilico o simplemente homogeneizados con
sal biliar por medio de la cromatografia de gases sobre una columna Carbo-
wax 1500. Posteriormente, se tomaron diferentes cantidades y se llevaron a la
copa de perfusion comprobando que la respuesta cromatografica de los mis-
mos era la deseada teniendo en cuenta la concentracion presente en la misma.

Por ultimo, realizamos la comprobacion de la existencia de posibles dife-
rencias en la respuesta del utero a las dosis crecientes de oxitocina en ausencia
y presencia de terpenos cuando estos previamente se homogeneizaban en agua
destilada (por agitacioén) o con acido colico (sal sodica).

Los farmacos empleados se afiadieron 5 minutos antes de comenzar la ex-
periencia, partiendo de una suspension homogénea de terpenos en la copa de
perfusion hasta lograr la concentracion molar aproximada que deseabamos.

Método estadistico.

El calculo de las diferencias entre los resultados obtenidos para cada serie
de farmacos ensayados con respecto a su control de oxitocina se realizdé me-
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diante la aplicacion del test de Student para muestras apareadas. Se considera-
ron estadisticamente significativas estas diferencias a partir de p £ 0,05.

El tipo de antagonismo observado (pD) fue calculado segun el método de
ARUNLAKSHANA y SCHILD (14). Igualmente se hizo para las series de sal
biliar.

Fdrmacos empleados.

alfa-pineno, limoneno, sabineno y linalol (DGF)
Dietiletilbestrol (Funk).

Sal sodica del acido colico (Merck).

Oxitocina (Sandoz).

RESULTADOS

1) Resultados obtenidos con el sabineno tras agitacion.

Conforme fuimos incrementando la concentracion de sabineno en el vaso
de perfusion, la curva dosis-respuesta de oxitocina fue aplanandose
de forma progresiva, existiendo por tanto una relacién dosis-respuesta al far-
maco. Las diferencias observadas entre los controles y sus respectivas series de
sabineno a las concentraciones de 10--4-10—2M respectivamente, fueron esta-
disticamente significativas (p « 0,05 y p « 0,001) careciendo de efecto las se-
ries de 10—sM y 10—M (fig. 1).

2) Resultados obtenidos con el alfa-pineno tras agitacion.

Las concentraciones ensayadas estaban comprendidas entre
10-7-5.10—3M vy al igual que el sabineno, conforme fuimos incrementando la
concentracion de alfa-pineno a partir de aproximadamenteS.10—M, en el vaso
de perfusion, la curva dosis-respuesta de oxitocina en utero aislado de rata fue
aplanandose progresivamente de-

0,05) y desviandose hacia la derecha gradualmente (fig. 2).

3) Resultados obtenidos con el linalol tras agitacion.

Las concentraciones ensayadas estaban entre 10—7-10—3M. El incremento
de la concentracion de linalol en el vaso de perfusion fue aplanando la res-
puesta contractil de la oxitocina de una forma progresiva (fig. 3) siendo signi-
ficativa a partir de 2,5.10-4M (p « 0,05).

4) Resultados obtenidos con el limoneno tras agitacion.

El limoneno fue afnadido a la copa de perfusion a concentraciones com-
prendidas entre 10-7-5.10—4M. Las diferencias entre las curvas dosis-
respuesta de oxitocina sola y en presencia de limoneno fueron estadisticamente
significativas a partir de la concentracion de 10-—+M (p « 0,05) observandose
un progresivo aplanamiento de la curva dosis-respuesta de la oxitocina hacia
la derecha (fig. 4).
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Figura l.- Representaci6n grédfica de los valores correspondientes a los efec-
tos inducidos por oxitocina sola (O) y en presencia de sabineno 10_4M (Q§§§ )
5.10 “% (@0 ). 10 (0@ ) 5.10 M (M-8 )y 1024 (A—A ), respec-
tivamente sobre la contraccién del {tero aislado de rata previamente estroge-
neizado. En abscisas representamos log de la concentraci6én molar de oxito-

cina y en ordenadas la respuesta contrdctil del dtero expresadc en %.
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Figura 2.- Representacién grafica de los valores correspondientes a los efec-
tos inducidos por oxitocina sola ((O—0 ) y en presencia de X-pineno 10_[‘1‘1

(éﬁ Vo 5.10_4M (OO0 ), 10_3M (0® v 5.10_3M @4, respectivamen
te sobre la contracci6én del dtero aislado de rata previamente estrogeneizado.
En abscisas representamos log de la concentracién molar de oxitocina y en

ordenadas la respuesta <contractil del dtero, expresada en %.
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Figura 3.- Representacién grafica de los valores correspondientes a los efec-
tos inducidos por oxitocina sola (OO ) y en presencia del linalol IO—QM

(M ), 2.5.10-4M (@—@ ), 5.10_1‘M (OO) y 10_31“1 (“ ) respectiva-
mente sobre la contraccién del tdtero aislado de rata previamente estrogenei-
zado. En abscisas representamos log de la concentracién molar de oxitocina

y en ordenadas la respuesta contractil del Utero, expresada en %.
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Figura 4.- Representacién grafica de los valores correspondientes a los efec-
tos inducidos por oxitocina sola (OO) y en presencia de limoneno 10_51‘1
((b'(b % 10 %% (N e 2.5.10 “n (@®®) vy 5.10 M (@@ ) respectiva-
menté sobre la contraccién del dtero aislado de rata previamente estrogenei-
zado. En abscisas representamos log de la concentracién molar de oxitocina

y en ordenadas la respuesta contrdctil del Utero, expresada en %.
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Como los resultados sugerian un antagonismo no competitivo entre la
oxitocina y los terpenos, dependiente de la dosis, se cuantific6 mediante el cal-

culo del pD), segtin el método descrito por ARUNLAKSHANA y SCHILD
(14) (fig. 5, Tabla I).

|
1 2 .;, ALOgSAnmEunlnl
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Fig. 5.- Representacion grafica para el calculo del pD) correspondiente al
efecto del sabineno en ttero.
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Figura 6.- Representacién grafica de los valores correspondientes a los efec-
tos inducidos por oxitocina sola ( O-O ) ¥y en presencia de acido célico
(sal s6dica) 3,5.1076}1 (@® )y 3,5.10741“1 ( oo ) respectivamente sobre
la contraccién del utero aislado de rata previamente estrogencizado. En absci-
sas representamos log de la concentracién molar de oxitocina y en ordenadas

la respuesta contractil del dGtero expresada en %.
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Tabla [.- Relacion de los pD, (antagonismo no competitivo) de los diferen-
tes terpenos estudiados.

Farmaco pD)(1) pD;3(2)
Linalol 3,30 3,35
alfa-pineno 2,94 2,95
Sabineno 2,74 =
Limoneno 1,94 —

(1) Homogeneizacidon mecanica.
(2) Emulsion con sal biliar.

5) Resultados obtenidos con el acido coélico.

Los resultados obtenidos con el acido colico (sal s6dica) cuyas concentra-
ciones en la copa de Organos estaban comprendidas entre
3,5.10-6M-3,5.10—*M (partiendo de una disolucién madre de 3,5.10—3M) no
presentaron ninguna diferencia estadisticamente significativa con respecto a la
curva patréon de oxitocina (fig. 6).

Los resultados obtenidos en la contraccion del utero aislado de rata con
oxitocina en presencia de los terpenos: alfa-pineno (no oxigenado) y linalol
(oxigenado) empleados a las concentraciones anteriormente resefiadas (10—5-
10—3M), no presentaron diferencias estadisticamente significativas ni para el
alfa-pineno ni para el linalol frente a la serie donde se aplicaron en la copa de
perfusion en solucidn acuosa previamente homogeneizada (mediante agita-
cion).

DISCUSION

Nuestros resultados indican que todos los terpenos estudiados tanto con
oxigeno (linalol) como sin él (sabineno, alfa-pineno y limoneno) producen una
inhibicion dosis-dependiente de la contraccion del utero aislado de rata indu-
cida por dosis crecientes de oxitocina a partir de 2,5.10—4M para el limoneno y
linalol y 5.10—4M para el sabineno y alfa-pineno respectivamente, presentando
una mayor actividad el linalol seguido del alfa-pineno (Tabla I).

A pesar de que estos dos ultimos terpenos mostraron una mayor activi-
dad relajante de la fibra uterina, la verdad es que no existieron marcadas dife-
rencias entre todos los terpenos ensayados pues presentaban una DE,; com-
prendida entre 5.10—M y 5.10—3M e incluso un pD, muy bajo dado que son
eficaces a concentraciones elevadas de los mismos 5.10—3M.

El mecanismo de accion a través del cual nos explicamos su efecto rela-
jante es a través de un antagonismo no competitivo frente a la oxitocina y por
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tanto no mediado por receptores; sugiriendo una actuacion a través de los in-
tercambios i6nicos transmembrana que tienen lugar en la fibra lisa muscular
durante los procesos de contraccidn-relajacion de los mismos y concretamente
frente al calcio, como ya se ha descrito para el timol (15, 16) y terpinen-4-o01
a7.

De otra parte merece comentar que el empleo de suspensiones acuosas de
terpenos (sustancias con escasa hidrosolubilidad) en lugar de disoluciones ver-
daderas de los mismos en la copa de perfusioén nos puede hacer pensar de en-
trada que s6lo una fraccion de dicho farmaco se solubilizaria de manera cons-
tante en el liquido de perfusiéon y por tanto obtendriamos un efecto parcial de
los mismos sobre el modelo experimental en cuestién. Sin embargo, segin
nuestros resultados observamos por una parte una perfecta relacion
concentracion-respuesta al afiadir dosis crecientes de terpenos (en disolucion
acuosa tras agitacion) y por otro lado que el empleo de un agente emulgente fi-
sioldgico como el caso del acido coélico (sal sdédica) que favorece la dispersion
de dichos compuestos en agua como se comprob6 cromatograficamente tam-
poco mejoro los resultados obtenidos frente a la aplicacion directa de los ter-
penos en disolucion acuosa; todo ello nos inclina a pensar en la existencia de
un fendbmeno directo causa-efecto de los terpenos sobre la fibra muscular ute-
rina. Por tanto creemos que no es indispensable el empleo de un emulgente o
un disolvente para intentar mejorar los resultados en nuestro modelo experi-
mental, ya que la adicién de un disolvente como el alcohol etilico tiene ya de
por si efectos marcados sobre la contracciéon muscular (18).

Por ultimo, el que otros autores hayan descrito un efecto estimulante de
la contraccién uterina por parte de los aceites esenciales del Juniperus, nos ha-
ce pensar en dos cosas: primera, en que las dosis de terpenos son mas elevadas
que las empleadas por nosotros; segunda, que al aplicar directamente en cavi-
dad uterina los extractos de Juniperus cabe la posibilidad de la existencia de
otras sustancias distintas a los propios terpenos y por tanto con efectos tam-
bién diferentes que actuarian a través de un efecto irritante de las mucosas y
de la propia musculatura uterina.
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