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RESUMEN

En estudios preliminares de los extractos acuoso y metandélico de las hojas de Heimia
salicifolia (Lythraceae) observo hipotensién en la rata anestesiada. Por lo que el objetivo
de la presente investigacion fue estudiar el efecto de los alcaloides aislados de las hojas
de Heimia salicifolia sobre la presion arterial y la reactividad vascular renal. Mediante
cromatografia en columna y capa fina (silica gel G, mezcla cloroformo-metanol 3:2) se
aislaron 4 alcaloides (AL) cuyo Rf fue: AL-1 0.92, AL- 2 0.87, AL-3 0.55, yAL-4 0.35. Se
registro la presion arterial (PA) de la arteria carétida de ratas Wistar, macho (300-350 g)
anestesiadas con pentobarbital sédico (45 mg/kg), la administracion de los alcaloides y
de angiotensina Il (Ang Il) se hizo a través de la vena femoral. Se realizaron curvas
dosis respuesta a los AL observandose disminucion de la PA de 20 + 7 mm Hg con la
mezcla de alcaloides, y con AL-1 de 4.3 £+ 1.3 mm Hg, AL-2 de 26 + 2 mm Hg y AL-3 de
27 £ 4 mm Hg dependiente de la dosis. La curva dosis respuesta a Ang Il (25 -125
ng/kg) en presencia de la mezcla de alcaloides y de cada uno de ellos (dosis 2 mg/kg),
fue desplazada hacia la derecha. AL-2 y AL-3 disminuyeron la respuesta presora
maxima a Ang Il en 32 y 59.6%, respectivamente. En los estudios de reactividad
vascular en el rifién aislado perfundido con solucién Krebs con fenilefrina 10° M
aumento la presion de perfusion de 52 £+ 2.2 mm Hg a 88 + 1.2 mm Hg. En estas
condiciones se realiz6 una curva dosis respuesta a acetilcolina de 0.04 a 0.3 ug y se
observé una disminucion de la presion de perfusion de 27 £+ 2 mm Hg con 0.3 pg de
Ach. Posteriormente se realizd una curva dosis respuesta a AL-3 (30, 50, 70, 90, 120 y
150 ug) observandose un decremento maximo de la presion de perfusion de 23 + 2
mm Hg. En otra serie experimental se perfundi6 LLNAME (2 x 10 M) en donde la
presion basal de perfusion fue de 52 + 2.2 mm Hg; y aument6 a 87 + 3.2 mm Hg. En
estas condiciones se realizé una curva dosis respuesta a acetilcolina de 0.04 a 0.3 ug
de Achy se observd una disminucién de la presion de 16 £ 0.8 mm Hg con 0.3 ug de
Ach. Posteriormente al realizar una curva dosis respuesta a AL-3 (30, 50, 70, 90, 120 y
150 pg) se observo un decremento maximo de la presion de perfusion de 14 £ 3 mm
Hg. En otra serie experimental se perfundié L-NAME (2 x 10* M) més Atropina (10~ M);

la presion basal de perfusion fue de 50 £ 2.2 mm Hg; aument6 a 84 + 3.2 mm Hg. En



estas condiciones se realizd una curva dosis respuesta a acetilcolina de 0.04 a 0.3 ug
y se observé una disminucion de 2.8 £+ 1.2 mm Hg con 0.3 pg de Ach. Posteriormente
al realizar una curva dosis respuesta a AL-3 (30, 50, 70, 90, 120 y 150 ug) se observé
un decremento méximo de la presion de perfusion de 3 £ 0.8 mm Hg.

De los 4 alcaloides aislados, el AL 3 mostrd el efecto hipotensor, antagonismo contra
Ang Il, asi como el efecto vasodilatador que depende de la liberacion de NO y de su
union a receptores colinérgicos muscarinicos.

Con el analisis de estos resultados, se concluye que Heimia salicifolia contiene por lo
menos, un alcaloide quinolizidinico que potencialmente puede ser utilizado en el

tratamiento de la hipertension.

Vi



INTRODUCCION

1. ASPECTOS GENERALES DE LA PRESION ARTERIAL

PRESION ARTERIAL.

La presion sanguinea o arterial (PA) es la fuerza ejercida por la sangre contra cualquier
area de la pared vascular, y corresponde al producto del gasto cardiaco (GC) por la
resistencia vascular periférica total (RTP) (Tresguerres, 1999). Su expresion
matematica es: PA= GC X RTP esta relacion indica que cualquier factor que modifique
el GC o la RTP modificard la PA. El gasto cardiaco esta determinado por varios
factores, entre ellos estan: las propiedades contractiles del corazon, la frecuencia y el
ritmo cardiaco, la precarga, la actividad del sistema nervioso autonomo y la integridad
funcional de las valvulas cardiacas, la precarga esta determinada por el volumen
intravascular, el tono y la capacidad venosa. La RPT es la fuerza que se opone al flujo
sanguineo y depende del volumen sanguineo y del diametro de la arteria, tiene una

relacion inversa con la cuarta potencia del radio de la luz del vaso (Crawford, 2002).

El registro de la presion arterial se conforma de las presiones sistolica y diastolica. La
presion sistolica o maxima (PAS), corresponde a la fuerza ejercida por la sangre contra
la pared vascular cuando es impulsada por el mrazon durante la sistole, y la presién
diastélica o minima (PAD) que corresponde a la fuerza ejercida por la sangre contra la
pared de los vasos durante la diastole ventricular o estado de relajacion del corazén
(Guillén, 2002).

La presion sistélica promedio de un adulto joven y sano es de 120 mm Hg y la presion
diastdlica es de 80 mm Hg (120/80). La PA no se mantiene continua a lo largo del dia,
ya que se van produciendo aumentos y descensos, dependiendo de la actividad que se
realice y / o del estado afectivo en que nos encontremos (Costanzo, 2000), sin
embargo existen mecanismos de control que mantienen los valores de la PA en

intervalos que se consideran normales.



1.1. MECANISMOS DE REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL

La PA normal se conserva asi por varios mecanismos que interaccionan y actdan sobre
el GC y la RTP; estos mecanismos se pueden clasificar por su rapidez de acciéon en
mecanismos a corto plazo y a largo plazo. Los mecanismos que controlan la PA a corto
plazo son locales y centrales a través del sistema nervioso central (SNC). En los
mecanismos de control a largo plazo intervienen el rifibn y el sistema renina

angiotensina (SRA).

A) CONTROL LOCAL: participa en todos aquellos 6rganos vy tejidos cuya perfusion
sanguinea tiene como fin primordial el aporte de oxigeno y nutrientes. Los
mecanismos locales, involucran la autorregulacion midgena, metabdlica, humoral
y mecanismos especiales en los cuales interviene directamente eL endotelio
vascular mediante la produccion de oOxido nitrico y endotelinas (Furchgott y
Zawadzki, 1980. Tolins y col., 1991).

Autorregulaciéon miogena. La mayor parte de los lechos vasculares, mantienen
constante su flujo sanguineo modificando su resistencia; cuando aumenta la PA, se
produce un aumento de su flujo sanguineo, lo cual hace que el vaso se distienda,

para prevenir la sobredistension del vaso sus fibras musculares se contraen.

Autorregulacion metabdlica. El flujo sanguineo se modifica por la falta o el exceso
de O,. Cuando el flujo disminuye, también disminuye el abasto de O, acumulandose
metabolitos que producen vasodilatacion y disminucion de la PA, los metabolitos
acumulados pueden ser bidxido de carbono (CO,), H , adenosina y &cido lactico.
Cuando aumenta la PA, el exceso de flujo aporta demasiado O, Yy nutrientes, los
cuales hacen que los vasos sanguineos se constrifian y que el flujo retorne casi a lo

normal a pesar de la PA aumentada.



Regulacion humoral. Intervienen varias hormonas y péptidos, sus efectos son A)
Vasoconstrictores 0 B) Vasodilatadores. Dentro de los compuestos
vasoconstrictores mas importantes estan: noradrenalina, adrenalina, Ang I,
endotelinas, vasopresina (AVP) y Tromboxano (A). A pesar de que estos
compuestos son quimicamente diferentes, actian a través de sus receptores
especificos, tienen un mecanismo comun a través de la activacion de la fosfolipasa
C (PLC) y de la sintesis del trifosfato de inositol (IP3) para producir la

vasoconstriccion.

SUSTANCIAS QUE PRODUCEN VASOCONSTRICCION

A) NORADRENALINA Y ADRENALINA. También llamadas catecolaminas, son los
principales mediadores de la actividad del sistema nervioso simpatico y desempefian un
papel crucial en el control inmediato de la presion arterial (Hoffman, 2001).

Bajo condiciones de estimulacion simpatica (durante la reaccion de pelea o huida, por
ejemplo), se produce aumento de la frecuencia cardiaca asi como de la contractilidad
miocardica produciendo vasoconstriccion con el consecuente aumento de la PA. Los
nervios simpéaticos de la médula suprarrenal liberan al torrente sanguineo noradrenalina
y adrenalina. Estos efectos se explican por la uniéon de las catecolaminas con sus
receptores localizados en la membrana de las células efectoras.

Los receptores, conocidos como adrenérgicos, son proteinas con caracteristicas
estructurales particulares y se dividen en dos tipos principales: a y b. Los receptores a-
adrenérgicos se dividen a su vez en los subtipos a1y a», mientras que los receptores b
se dividen en los subtipos b1, b2y bz (Bylundy col., 1994).

Los efectos de estas catecolaminas son mediados a través de receptores a 1. en los
vasos y receptores b 1 en el corazén, ambos grupos de receptores estan acoplados a
proteinas G. Los receptores a ;- se acoplan a proteinas Gq los cuales estimulan a la
PLC con la formacion de IP3 y el consecuente aumento de calcio intracelular; los
receptores b ; estén acoplados a proteinas Gs las cuales estimulan la sintesis de AMPc
y estimulan la activacion de los canales de calcio sensibles al voltaje en la membrana
plasmatica del mdsculo estriado y cardiaco (Tausing y Gilman, 1995. Brown y
Birnbaumer, 1988).



B) ANGIOTENSINA II. La Ang Il es una de las sustancias vasoconstrictoras mas
potentes; actia simultaneamente sobre todas las arteriolas del organismo, aumentando
la RPT. Debido a estos efectos directos sobre el sistema cardiovascular (SCV) y a sus
efectos sobre la meédula suprarrenal y sobre el rifion desempefia un papel muy
importante en la regulacién de la PA. Sus efectos son mediados por receptores AT;
acoplados a proteinas Gg que estimulan a la PLC con incremento de la sintesis de IP3
y aumento de calcio (Timmermans y col.,, 1993). La Ang Il forma parte del sistema
renina -angiotensina aldosterona (SRA-A) que constituye uno de los principales
sistemas que intervienen en la regulacion de la presion arterial sistémica, en el equilibrio
del sodio plasmético y el flujo sanguineo renal.

La renina es una enzima proteolitica que se produce y almacena en los granulos de las
células  yuxtaglomerulares, que se encuentran rodeando a las arteriolas de los
glomérulos corticales.

La renina es sintetizada como un precursor (prepro renina) y se convierte en su forma
activa en el higado. En el plasma, la renina actia sobre su sustrato: el
Angiotensinégeno (Alfa2 globulina), producido en el higado. La renina rompe la uniéon
Fen-His y provoca h liberacién de un decapéptido denominado Angiotensina | (Ang ),
gue es basicamente inactiva y su actividad biologica es el resultado de su conversion
en un octapéptido llamado Angiotensina Il (Ang Il), que es el precursor mas potente
elaborado por el organismo por medio de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) (Fig.1) (Ibarra 'y Pedraza, 1993)
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Figura 1. Sistema renina angiotensina y sus principales componentes que intervienen en la

regulacion de la presion arterial. ECA: Enzima convertidora de angiotensina.

Los efectos de la Ang Il incluyen vasoconstriccion, incremento de la transmision
adrenérgica simpética, acciones mitogénicas y troficas en la vasculatura, asi como
estimulacion de la liberacion de vasopresina, catecolaminas y aldosterona de la
hipofisis, la médula y la corteza suprarrenal, respectivamente (Saavedra, 1999). Debido
a esta ultima accion, la Ang Il tiene también efectos antidiuréticos. Por la combinacion
de estas acciones, la Ang Il participa de manera importante en la regulacion de la
presion arterial, del volumen de liquido extracelular, de la funcién cerebral, y en el
control del crecimiento celular (Barnes et al., 1992).

La disponibilidad de ligandos peptidicos y no peptidicos permitié la caracterizacion de
por lo menos dos tipos de receptores para la Ang Il, denominados AT; y AT,. Las
principales acciones de la Ang Il se explican fundamentalmente por su interaccion con
los receptores AT, (Saavedra, 1999), ya que este receptor regula casi todos los efectos
fisiologicos conocidos de la Ang Il en el sistema nervioso central y periférico. La

estimulacion del receptor ATy en los rifiones produce retencion de sodio,



vasoconstriccion y decremento de la tasa de filtracion glomerular (Hauser et al., 1998;
Armando et al., 2002), produccion y liberacion de aldosterona, hipertrofia miocérdica,
proliferacion del musculo liso de la pared arterial, reabsorcion de sodio por los tubulos
renales, aumento de la actividad noradrenérgica periférica, liberacion de vasopresina,
estimulacion de la actividad nerviosa simpatica. Por otro lado, el receptor AT:
desempefia un papel en las etapas tempranas del desarrollo dado que su expresion es
elevada uUnicamente en la vida fetal o neonatal temprana (Griendling et al., 1996), asi
mismo estimula la apoptosis, deprime la actividad proliferativa, estimula la neogénesis

endotelial vascular y provoca vasodilatacion (Roselli, 1999).

C) VASOPRESINA. También llamada hormona antidiurética (ADH), se forma en el
hipotalamo, es transportada por el centro de los axones nerviosos hasta la glandula
hipofisis, de donde se secreta hacia la sangre. Su liberacion por la neurohipéfisis esta
regulada fundamentalmente por los cambios de osmolaridad y volumen sanguineo.

Los receptores de vasopresina se dividen en V1 y V2. Los receptores V1 tienen
subtipos los cuales se encuentran denominados segun su localizacién, Vla
(vasculares/hepaticos) y V1b (hipofisis anterior). Estos al igual que los receptores AT1
de angiotensina II, y los alfa adrenérgicos se acoplan con la via de la proteina Gs, la
cual es un subtipo de proteinas G que activan a la fosfolipasa C especifica para
fosfatidilinositol bifosfato (Thibonnier y Conaarty, 1998).

En las membranas plasmaticas de las células del musculo liso, en las paredes de los
vasos sanguineos y de otros tejidos se localizan los receptores V1. Los receptores V1b,
son también denominados V3, en donde el calcio, se comporta como segundo
mensajero. La estimulacién de los receptores V1 provoca vasoconstriccion, activacion
plaguetaria, glicogendlisis y aumento de la hormona adrenocorticotropica. En contraste,
los receptores V2 son encontrados en segmentos distales de la nefrona (asa
ascendente de Henle), que provoca estimulacién de la adenilciclasa por la via de la
proteina Gs e incrementa la produccién del segundo mensajero AMPc y la activacion de
la proteina-cinasa A, ésta fosforila proteinas de membrana, aumentando la

permeabilidad de la membrana luminal al agua (Tsuneyoshi et al., 2001).



D) ENDOTELINA. Es un péptido de 21 aminoacidos producido por las células
endoteliales en respuesta a la estimulacion por diversas sustancias incluyendo la
trombina, factor B transformador del crecimiento, interleucina 1, epinefrina, Ang Il
arginina, vasopresina (Bermudez et al., 2000) (Fig.2). Tres isoformas (ET 1, ET-2 Y ET-
3) constituyen la superfamilia de las endotelinas (ET). La célula endotelial puede
producir solo ET-1 (Meaney, 1999). Su mecanismo de accién se explica por su union a
receptores especificos de membrana, se han descrito dos clases de receptores, el tipo
A, que produce vasoconstriccidbn, broncoconstriccion transitoria y agregacion
plaquetaria. Mientras que el de tipo B se localiza principalmente en las células
endoteliales en donde libera NO y PGl ElI complejo endotelina-receptor activa la
fosfolipasa C con liberacion de fosfatos de inositol y diacilglicerol; promoviendo la salida
de calcio hacia el citosol (Simonson et al., 1992) y con ello produce la vasoconstriccion
sistémica, disminucion del flujo renal y filtrado glomerular, aumento de la presion

intraglomerular y proliferacion mesangial (Abid y Akcas, 2000).

Figura 2. Regulacion, formacion y secrecion de proteinas relacionadas con la Endotelina-1 en

las células endoteliales



SUSTANCIAS QUE PRODUCEN VASORRELAJACION

A) OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza en las células endoteliales por accion de la enzima
sintasa de Oxido nitrico, dependiente de calcio y calmodulina. Esta enzima utiliza L-
arginina, Nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH) y oxigeno (Oz) como
sustratos  Flavin adenina dinucleétido (FAD), Flavin mononucleétido (FMN), grupo
hemo y Tetrahidrobiopterina (TBH) como cofactores y los productos que se obtienen
son ademas de NO, L- citrulina y agua (Vazquez, 2001). Actualmente se conocen tres
isoformas: la endotelial, (NOSe), la inducible, (NOSI), y la neuronal (NOSn). Estas
isoformas son hemoproteinas que requieren la presencia de diferentes cofactores (FAD,
FMN, NADPH, TBH). Las isoformas NOSn y NOSe son constitutivas en aquellos tejidos
donde se expresan y el NO es liberado en concentraciones pequefias y participa en
procesos fisiologicos o reguladores. En el caso de la NOSn se expresa en diversos
tejidos incluyendo el SNC, ganglios simpaticos, células nerviosas no adrenérgicas, no
colinérgicas, macula densa del rifidn e islotes pancreaticos. La NOSi es inducible y se
expresa en respuesta a determinados estimulos proinflamatorios y el NO se libera en
grandes cantidades participando en procesos inmunes, dafio o toxicidad celular
(Fujiwara, 2000) EIl mecanismo fisioldgico que estimula la sintesis basal del NO es el
flujo sanguineo pulsétil a lo largo de las células endoteliales y el aumento de la presion
arterial. EI NO formado difunde al muasculo liso vascular (Fig.2) donde activa a la enzima
guanidilciclasa (GC) y esta produce el aumento intracelular de monofosfato de
guanidina ciclico (GMPc), que produce relajacion del tejido muscular.

El NO al unirse al grupo hemo de la guanilato ciclasa estimula su actividad
incrementando la concentracion intracelular de GMPc en el musculo liso vascular; el
aumento de GMPc disminuye la concentracion intracelular de calcio libre y como la
contraccion requiere Ca'*? la fuerza de contraccién disminuye (Zalba et al., 2000).

Los estimulos que liberan NO son muy variados e incluyen factores fisicos, como las
fuerzas de cizallamiento, o la presion transmural, de tipo humoral como la acetilcolina,

la bradiguinina, las catecolaminas, la angiotensina Il, la endotelina, la vasopresina, la



trombina, el adenosin trifosfato, la sustancia P, el acido araquidénico, la histamina. Por
tanto, el NO actia como mediador local de los llamados vasodilatadores dependiente
de endotelio, como la acetilcolina y la bradicinina.

ElI NO es un factor de accion paracrina que realiza multiples funciones dependiendo del
organo y la célula diana sobre la que actue. El principal mediador celular de las

acciones del NO es el GMP ciclico. Gracias a su capacidad de alterar la actividad de
enzimas que contienen hierro, el NO es capaz de modificar la actividad de la
cicloxigenasa y el citocromo P450 y por tanto la produccion de factores vasoactivos
derivados del acido araquidénico, que pueden mediar sus acciones. Ademas, el NO es

un potente agente bactericida y tumoricida, participando en las reacciones de inmunidad
no especifica. Este efecto esta relacionado con su capacidad de interaccionar con
proteinas con grupo hemo alterando enzimas clave de la cadena respiratoria y de la
sintesis de ADN. Estas acciones estan mediadas por mecanismos independientes de
GMP ciclico (Alcazar, 2003)

B) BRADICININA

La BK es un péptido que produce potente vasodilatacién arteriolar y aumento de la
permeabilidad capilar. La BK es un nonapétido liberado de una molécula precursora, el
cininbgeno de alto peso molecular el cual es una globulina a, Por accion de la
calicreina activada se libera la calidina se forma la BK que es inactivada por una
carboxipeptidasa o por la ECA. Las cininas plasmaticas (BK y calidina) producen
vasodilatacién, su potencia es 10 veces mayor que la histamina, administradas por via
intravenosa o infusién continua producen siempre vasodepresion, ocasionan hiperemia
en la zona con mayor riego y cefalalgia pulséatil. También dilatan lechos vasculares
viscerales, corazon y riflones. Algunos de los efectos directos de las cininas son
potenciados por la libracidon de histamina de las células cebadas. La vasodilatacion
sistémica inducida por cininas disminuye las presiones sistdlica y diastolica, efectos
mediados a través de 6xido nitrico producido en las células endoteliales (Palmer y col.,
1992). En vasos con el endotelio dafiado, la BK produce vasoconstrccion. Las cininas
probablemente intervienen poco en la regulacién de la PA normal, pero tienen funcion



reguladora en algunos estados hipertensivos, como en la hipertension producida por
mineralocorticoides, y en la hipertension renovascular (Madeddu, 1993). Las cininas
regulan el volumen y la composicion de orina, intensifican la corriente sanguinea por el
rifon y el transporte electrégeno de CI en el tubulo colector, (Madeddu, 1993). Se
conocen por lo menos dos receptores a BK, B1y B2, (Regoli y Barabé, 1980) siendo el
receptor B, el mas estudiado, éste se une a la BK y a la calidina, se encuentra en casi
todos los tejidos normales, los receptores B, median casi todos los efectos de la BK, en
ausencia de inflamacion. Se ha demostrado que la BK activa a proteincinasas
dependientes e independientes de calcio. La estimulacion de la PLA ; libera AA, lo cual

lleva a la formacion de PGs.

C) SEROTONINA

Se encuentra en concentraciones elevadas en tejido cromafin de intestino y en
plaquetas. Los efectos de la serotonina pueden ser de vasoconstriccion o de
vasodilatacion dependiendo de la situacién y del tejido en cuestion, no se conoce su

participacion exacta en la regulacion de la PA.

D) HISTAMINA

La histamina es una amina biogénica que esta compuesta por un anillo imidazol y un
grupo amino unidos por dos grupos metileno. Se produce principalmente en: baséfilo
(sangre), célula cebada (tisular), mucosa gastrica, epidermis y encéfalo (Kaibuchi,
1999). La histamina ejerce sus acciones biologicas uniéndose a receptores celulares
especificos, localizados en la superficie de la membrana celular.
Actualmente se han identificado tres clases de receptores diferentes llamados Hy, H, vy
Hs. Los receptores H;, estan presentes en las células endoteliales y en el musculo liso,
(Fig.3) se encuentran acoplados a fosfolipasa C y su activacion aumenta el Inositol
trifosfato, el diacilglicerol y el calcio intracelular, activacion de la AMPK, y AMPK
fosforila la NOS endotelial y esto junto con los niveles aumentados de calcio, activa la
NOS para producir NO (Thors et al., 2004). mientras que la activacion de los receptores

Hz, presentes en la mucosa gastrica, las células miocardicas y algunas células inmunes;
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aumenta el AMP ciclico y se encuentran acoplados a la adenil ciclasa. La activacion de
los receptores Hz disminuye la entrada de calcio a la célula en las terminaciones
nerviosas. La histamina dilata los vasos sanguineos mas delgados, debido a que es
una consecuencia de la salida de proteinas plasmaticas y liquido hacia los espacios
extracelulares, incremento del flujo de linfa y su contenido proteinico con lo cual hay
hiperemia, disminucién de la resistencia vascular periférica total e hipotensién arterial,
ademas del aumento de la permeabilidad capilar.

HISTAMINA

4

PLC cat »f ca™™
’ \ ’ CALMODULINA
DAG 1P,

L-ARGININA NOS

NO

* ca™ <umferre <= ccC

RELAJACION

Figura 3. Via propuesta para la activacion de la NOS endotelial por histamina.

E) PROSTACICLINA (PGl»)

Las PGs pueden ser vasodilatadores como la prostaciclina y la prostaglandina E; (PGl
y PGE;) o vasoconstrictoras (TXAz, PGF 2a y PGH,). La prostaciclina es una de las

PGS que tiene mayor efecto en los vasos sanguineos, la PGl, se produce (Fig.2) a
partir del acido araquidonico liberado de los fosfolipidos de la membrana que esta

mediada por la accién conjunta de la fosfolipasa Az, la fosfolipasa C y la fosfoglicérido
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lipasa, en conjunto liberan al &cido araquidonico y mediante la cicloxigenasa producen
endoperédxidos de prostaglandinas y por medio de la prostaciclina sintasa se forma la
prostaciclina (Henderson, 1999). Su efecto vasodilatador en las células musculares
lisas se lleva acabo mediante la activacion de la adenilato ciclasa y el consiguiente
aumento de los niveles de AMP ciclico en las células diana de la PGl inducen la
relajacion (Laufs et al., 2000), otra de las funciones que realiza la PGl, es la de
prevenir la agregacion plaquetaria, aumento de la actividad de enzimas que
metabolizan los ésteres de colesterol en la célula muscular lisa, ademéas de inhibir la
acumulacion de ésteres de colesterol por los macrofagos y prevenir la liberacion de
factores de crecimiento que causan engrosamiento de la pared vascular
(Samaan,1999).

F) ACETILCOLINA

La acetilcolina (Ach) es un neurotransmisor especifico en la sinapsis del sistema
nervioso somatico y las sinapsis ganglionares del sistema nervioso autbnomo, asi como
los érganos diana de la division parasimpatico.

Su sintesis se realiza en el botén erminal mediante la utilizacion de dos sustancias
precursoras, el acetato y la colina; mediante la intervencién del sistema enzimatico
acetil-colina-transferasa, que a su vez necesita la presencia de la coenzima- A para
transferir el acetato. Ante la presencia de la acetilcoenzima A y del aminoalcohol colina,
deja libre la coenzima para obtener como producto final la Ach.

Dentro de las funciones principales que lleva a cabo la Ach son: en el hipotdlamo
provoca hipotermia. Liberacién de neurohormonas como la antidiurética y la oxitocina, a
nivel de muasculo liso vascular produce la vasodilatacion mediante la union a su receptor
gue es de tipo muscarinico, promueven la formaciéon de segundos mensajeros (IP3 ),
con lo que se libera calcio almacenado del reticulo endoplasmico, este a su vez unido a
la calmodulina activa a la 6xido nitrico sintasa mas L-arginina y se forma oxido nitrico el
cual se difunde y en el musculo liso activa a la guanilato ciclasa y con ello aumenta la
concentracion de GMPc lo que conlleva a disminucién de calcio y se de una relajacion

del musculo (Stankevieus, 2003).
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G) FACTOR HIPERPOLARIZANTE

La vasodilatacion dependiente de endotelio no esta unicamente mediada por PGl, o por
NO, si no que esta vasodilatacion esta asociada a una hiperpolarizacion de las células
del muculo liso que ocasiona la relajacion de éste. El factor hiperpolarizante (EDHF)
produce la relajacion del musculo liso vascular al hiperpolarizar la membrana celular,
por aument6 de la conductancia al K* a través de los canales K+ ATP; su relajacion
varia en funcién de la arteria que se trate y del calibre de la misma (Laufs, 2000).

Este factor actia fundamentalmente sobre la microvasculatura y juega un papel
fisiolégico importante en vasos de resistencia de pequefio calibre, por lo que jugaria un
papel importante en la regulacion local de las resistencias periféricas vasculares.
Siendo la de mayor importancia la circulacién coronaria, ya que se ha observado que el
60% de la respuesta vasodilatadora a agentes dependientes de endotelio esta mediada
por el EDHF (Khosravi, 1999).

1.2. ENDOTELIO VASCULAR Y LA REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL

El endotelio vascular (EV) es la estructura que interviene activamente en la produccién
de factores vasoconstrictores y vasodilatadores (Cachofeiro, 2001). Esta formado por
células altamente especializadas que se encuentran orientadas longitudinalmente en la
direccion del flujo sanguineo y polarizado al presentar una superficie luminar o apical en
contacto con la luz vascular y la otra unida estrechamente a la membrana basal (Fig.4).
Esta capa de células recubre internamente los vasos sanguineos, en esta posicion le
permite mediar las interacciones entre la circulacion sanguinea y los tejidos,
historicamente el endotelio fue considerado una capa de células estructural y
metabdlicamente simple teniendo como funcion la de regular la permeabilidad y la
hemostasia. Mas recientemente se ha demostrado que el EV es un érgano dinamico y
complejo con diversas funciones, incluyendo la sintesis y liberacion de agentes
vasoactivos que juegan un papel importante en la modulacién del tono vascular;
entendiéndose por tono vascular, la contraccion sostenida del musculo liso que le

permite al vaso mantener un diametro continuo. El endotelio participa en la conversion
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de la Ang | a Ang Il, en la activacibn de algunas sustancias del plasma como
bradicinina, noradrenalina, serotonina, y ADP, y en la sintesis y liberacion de
vasodilatadores como PGIl, (Moncada y col., 1976) y el factor relajante de endotelio
que posteriormente fue identificado como 6xido nitrico (Furchgott y Zawadzki, 1980). El
endotelio también participa en la sintesis de agentes vasoconstrictores como la
endotelina y metabolitos del AA via Cox. El endotelio esta expuesto a cambios del flujo
sanguineo y a cambios de presion por lo cual, al sufrir de estrés relativo al flujo y
deformaciones en las paredes de los vasos, participa en la respuesta, generando
rapidamente 6xido nitrico y /o PGl , y modulando la respuesta estructural a largo plazo
del muasculo liso de la pared vascular, produciendo factores de crecimiento que
estimulan la proliferacion del musculo liso vascular, la PGl, y el oxido nitrico tienen
efectos antiproliferativos, por lo cual se establece un mecanismo de control entre los
factores de crecimiento y la PGIl, vy el 6xido nitrico. La endotelina-1 es un péptido de 21
a que se produce en el endotelio y tiene un potente efecto vasoconstrictor, se ha
postulado que existe un equilibrio entre la produccién de PGl,, éxido nitrico y endotelina
ayudando a mantener el tono vascular y por lo mismo al control de la PA (Tolins y col.,
1999).
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Figura 4. Generacion de vasoconstrictores (serotonina (5HT) y tromboxano A, (TBA,) y vasodilatores
prostaciclina (PGl, y oxido nitrico (NO). A través de las células endoteliales

1.3. REGULACION NERVIOSA DEL FLUJO SANGUINEO Y DE LA PRESION
ARTERIAL

El sistema nervioso (SN) controla el SCV a través del sistema nervioso autonomo
(SNA). Todos los vasos, excepto capilares, tienen inervacidn nerviosa simpética, su
estimulacion aumenta su resistencia y disminuye su volumen especialmente el de las
venas, lo cual modifica el volumen circulante, desplazando mas sangre al corazon. Los
nervios simpdéticos llevan fibras vasoconstrictoras, se distribuyen en todos los
segmentos de la drculacion, siendo especialmente abundantes en rifion, intestino, bazo
y piel y menos abundantes en musculo esquelético y cerebro.

El sistema parasimpatico también participa en la regulacién cardiovascular, su efecto
mas importante es sobre la frecuencia cardiaca a través de la inervacion parasimpatica
proveniente de los nervios vagos desde el bulbo raquideo, la estimulacion de estas

fibras disminuye la frecuencia y la contractilidad cardiaca.
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El control del SNC se localiza principalmente en la sustancia reticular del bulbo
raquideo, en este lugar se encuentra el centro vasomotor (CVM), el cual trasmite
impulsos parasimpaticos al corazon por los nervios vagos e impulsos simpaticos a
través de la médula espinal y los nervios simpéaticos periféricos a los vasos sanguineos.
En el CVM se han identificado tres areas: a) area vasoconstrictora en la cual las
neuronas secretan noradrenalina; sus fibras se distribuyen por la médula donde
estimulan a las neuronas vasoconstrictoras del sistema nervioso simpatico (SNS), b)
area vasodilatadora, las fibras de estas neuronas se proyectan hacia arriba del area
vasoconstrictora, e inhiben su actividad vasoconstrictora causando vasodilatacién y c)
area sensorial se localiza en el fasciculo solitario; las neuronas de esta area reciben
sefiales nerviosas sensitivas principalmente de los nervios vago y glosofaringeo, las
sefales eferentes controlan las actividades de ambas areas, permitiendo el control
reflejo de muchas funciones circulatorias como el reflejo barorreceptor de la PA. Una de
las funciones mas importantes del control del SCV por el SN es el control a corto plazo
de la PA. La mayor parte de las funciones vasoconstrictoras y cardioaceleradoras del
SN se estimulan al mismo tiempo como una unidad y se inhiben las sefales vagales al
corazon; en consecuencia se producen tres alteraciones que de forma simultanea,
contribuyen a elevar la PA: a) constriccion de casi todas las arteriolas del organismo, lo
cual aumenta la RTP, y disminuye el flujo de sangre en las arteriolas, b) constriccion de
venas y otros grandes vasos; lo cual desplaza la sangre hacia el corazén, aumentando
asi el volumen sanguineo en las cavidades del corazdn, la frecuencia y la fuerza de
contraccién, con aumento consecuente del volumen sistélico y c¢) estimulacion directa
del corazdn. Una caracteristica especialmente importante del control nervioso de la PA
es la rapidez de respuesta que comienza en segundos y aumenta la presion hasta dos
veces el valor basal en 5 a 10 segundos; la inhibicibn brusca de la estimulacion
nerviosa puede disminuir la PA a cifras tan bajas como la mitad de la normal en 10 a 40
segundos.

Existen numerosos mecanismos de control nervioso que operan todo el tiempo en el
organismo para mantener la PA en su nivel normal o en sus proximidades. Casi todos
ellos son mecanismos reflejos de retroalimentacibn negativa, siendo el reflejo

barorreceptor el mas importante en el control a corto plazo de la PA.
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1.3.1. REFLEJO BARORRECEPTOR, se inicia por estimulacion de receptores de
distension llamados barorreceptores o presorreceptores los cuales son terminaciones
nerviosas situadas en las paredes de la arterias, que se estimulan cuando se
distienden, son muy abundantes en la pared de las carétidas internas, ligeramente por
encima de la bifurcacion, en los senos carotideos y en la pared del cayado de la aorta
(Fig.5). Las sefiales se transmiten desde cada seno carotideo a través del nervio de
Hering, al nervio glosofaringeo y al nucleo solitario del bulbo raquideo. Las sefales
procedentes del cayado de la aorta se transmiten por medio de los vagos a la misma
zona del bulbo. Una vez que las sefales de los barorreceptores llegan al bulbo, estas
inhiben el centro vasoconstrictor del bulbo y excitan el centro vagal, lo cual produce
vasodilatacion de venas y arteriolas periféricas asi como disminucion de la frecuencia
cardiaca, por tanto, la estimulacion de los barorreceptores causa descenso reflejo de la
PA. Por otro lado, una presion baja ejerce efecto opuestos, es decir estimula el centro
vasoconstrictor, lo cual aumenta la RPT y la frecuencia cardiaca con el consecuente
aumento de la PA hacia lo normal. Por ejemplo, cuando una persona se pone de pie, la
PA de la cabeza y parte superior del cuerpo tiende a disminuir, una notable caida de la
presion ocasionaria pérdida del conocimiento. La disminucion de presion es sensada
por los barorreceptores, los cuales inducen una descarga simpatica, lo cual minimiza el
descenso de la PA en la cabeza y parte superior del cuerpo. Dado que los
barorreceptores se oponen alos ascensos y descensos de la PA, se les ha llamado
sistema amortiguador de la presion y a los nervios procedentes de los barorreceptores

nervios amortiguadores (Zoller y col., 1972).
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Figura 5. Distribucion de los barorreceptores, se encuentran situados en el
ventriculo izquierdo, en el seno carotideo, en el arco adrtico y en las arteriolas
aferentes renales. Se activan cuando se produce una disminucion del llenado
arterial como consecuencia del bajo gasto cardiaco y la vasodilatacion arterial.

1.3.2. REFLEJO QUINIORRECEPTOR

En estrecha relaciéon con el reflejo barorreceptor, esta el reflejo quimiorreceptor que
opera de manera muy parecida al barorreceptor. Los quimiorreceptores son células que
responden a la falta de @ y al exceso de CO, e H". Se encuentran en los cuerpos
carotideos en la bifurcacion de la carétida comdn y en los cuerpos aérticos contiguos a
la aorta, excitan fibras nerviosas, que pasan a través del nervio de Hering y de los

nervios vagos al CVM. Cada cuerpo carotideo o aértico esta irrigado abundantemente a
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través de una arteria nutricia, cuando la PA disminuye, también disminuye el flujo
sanguineo y consecuentemente la presion parcial de @ (pO.) y aumenta la presion
parcial de CO,, (pCO,) y se estimulan los quimiorreceptores, las sefiales que transmiten
excitan al CVM elevando la PA hasta normalizarla. Este reflejo no es un control potente
de la PA debido a que los barorreceptores son mas sensibles a los cambios de presion,
los quimiorreceptores requieren una disminucion mayor de la PA para estimularse
(Gonzalez, 1994).

Otros reflejos que controlan la PA son a través de los receptores de baja presion, los
cuales se encuentran en las paredes de las auriculas y arterias pulmonares estos
receptores son estimulados por variaciones del flujo sanguineo y aunque no detectan
los cambios de PA sistémica, pueden detectar los incrementos simultdneos de la
presion en las zonas de baja presion de la circulacion producida por incrementos del
volumen y desencadenan reflejos paralelos a los barorreceptores logrando asi que el
reflejo sea mas potente. La distension de las auriculas también produce dilatacion
refleja de las arteriolas aferentes renales lo cual incrementa la presion intraglomerular,
la FG y la liberacion del péptido natriurético auricular produciendo la rapida excrecién de
agua y Na* contribuyendo a normalizar el volumen sanguineo (Brenner y col., 1990).
También se ha sefialado que se transmiten simultaneamente sefales al hipotalamo que
disminuyen la secrecion de AVP lo cual como ya se menciond, estimula la eliminacion
renal de agua y Na*y por consecuencia tiende a disminuir la PA.

Estos mecanismos controlan la PA rapidamente. Cuando la PA varia lentamente a lo
largo de muchas horas o dias, los mecanismos nerviosos van perdiendo gradualmente
su capacidad de oponerse a los cambios de presion. Los mecanismos que controlan la
PA a largo plazo lo hacen a través del rifién y el SRA y su interaccion con la secrecion
de aldosterona. El riidn mantiene constante el equilibrio hidro-electrolitico. Cuando
aumenta el volumen extracelular la PA aumenta, este aumento de PA tiene un efecto
directo sobre el rifidn en el cual se estimulan mecanismos a través de PGs
vasodilatadoras que inhiben la reabsorcion de agua y sales, excretando asi el exceso

de volumen extracelular (Guyton, 1997; Dunn, 1997).

2.0. HIPERTENSION ARTERIAL
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La hipertension arterial (HTA) ha sido definida como un aumento innecesario y
sostenido de las presiones diastdlica y sistolica (Sokolow y col.,, 1992). Es una
enfermedad crénica degenerativa de origen multifactorial y representa un riesgo de
enfermedad cardiovascular. De la expresion PA= GC X RTP; se puede inferir que la
HTA puede ser consecuencia de la elevacion de alguno de los 2 factores o de ambos, el
aumento fisiologico del GC puede ser adaptado por disminucién de la RPT y por los
mecanismos que controlan la PA normal, lo cual no ocurre en la HA; al parecer los
mecanismos barorreceptores, humorales y renales estan colocados en un valor superior
de control de PA (Guyton, 1997).

2.1. CLASIFICACION

Desde el punto de vista clinico la Organizacion Mundial de la Salud define que un
paciente es hipertenso, cuando muestra cifras de presion diastolica (PAD) mayor o igual
a 90 mm Hg y/o la presion sistdlica (PAS) mayor o igual a 140 mm Hg. Dentro de esta
misma clasificacién de acuerdo con los valores de PAS y PAD se puede agrupar en
hipertension: Leve cuando los valores oscilan entre 140-159 mmHg y 90-99 mmHg,

moderada 160-179 mmHg y 100-109 mmHg y severa cuando los valores son mayores

a 180 mmHg y 110 mmHg, respectivamente.

La HTA segun su etiologia se clasifica en:

A) Primaria o esencial

B) Secundaria

La hipertension secundaria se presenta entre el 2 y el 5% del total de los casos (Gareth,
2001); y se produce después de un dafio a un 6rgano y/o sistemas, por ejemplo:

1. Enfermedad Renal

a) Nefritis aguda
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b) Estenosis de arterias renales: isquemia renal,
hipertension renovascular.
2. Alteraciones endocrinas
a) Aldosterismo primario
b) Feocromocitoma
c) Hipertiroidismo
3. Coartacion de la aorta

4. Hipertension por medicamentos.

2.2. HIPERTENSION ESENCIAL

Por definicion, la hipertensién arterial esencial (HAE) es de causa desconocida, sin
embargo, existen estudios que han demostrado que la hipertension se produce por
combinacién de varios factores; mas del 90% de los casos de hipertension son de tipo
esencial, los estudios epidemioldgicos han demostrado que son varios los factores que
influyen en el desarrollo de la HAE como son: edad, sexo, actividad fisica, dieta,
sobrepeso, factores genéticos, sociales y psicologicos.

Los criterios para diagnosticar la hipertensién son hasta cierto punto arbitrarios ya que
la PA aumenta con la edad y varia entre una medicion y la siguiente, por factores
ambientales y emocionales del paciente.

Aproximadamente el 20% de los pacientes hipertensos tienen el GC elevado, en tanto
todos tienen la resistencia vascular elevada. El gasto cardiaco puede estar elevado en
pacientes con exceso de peso o0 en ancianos, sin embargo el factor mas importante en
la hipertension es el aumento del tono arteriolar, por lo cual la resistencia esta
aumentada, obligando al corazén a realizar mayor esfuerzo para impulsar la sangre a
través de las grandes y medianas arterias, las cuales deben soportar el impacto del
ventriculo con su impulso sistélico y se ven sometidas a una gran presion. Estos vasos
pierden su elasticidad progresivamente y los territorios que irrigan ven reducida su

perfusion gradualmente. Las mismas arteriolas sufren efecto de la presion excesiva y
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sostenida, desarrollandose hiperplasia arteriolar con reduccioén del calibre de su luz,
esto a su vez perpetua la HA estableciéndose asi un circulo vicioso (Espino, 1997).

La hipertension sostenida lesiona en primer lugar los vasos sanguineos, especialmente
renales, cardiacos y cerebrales, también produce insuficiencia cardiaca, cardiopatia
coronaria con angina de pecho, infarto del miocardio, accidentes vasculares

hemorragicos y tromboticos e insuficiencia renal (Sokolow y col., 1992).

2.3. FISIOPATOLOGIA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL ESENCIAL

Entre los factores fisiopatoldgicos que contribuyen al desarrollo de la HAE estan:

Sistema nervioso simpatico (SNS). El aumento en la actividad del SNS tiene un papel
muy importante en el desarrollo de la HAE, existe cierta correlacion entre la presion
diastdlica y la concentracion plasmética de noradrenalina la cual es constante en
personas normotensas, en tanto que en pacientes hipertensos los niveles estan
aumentados; los cambios en la concentracion de catecolaminas son mas notorios en los
pacientes que estan en los limites normales de PA (Esler y col., 1990). Se ha observado
gue en los pacientes con HAE la actividad del sistema nervioso parasimpatico (SNP)
esta disminuida, prevaleciendo en tono del SNS; efecto que puede atribuirse al
aumento del umbral del reflejo barorreceptor; se ha discutido, que el aumento del tono
simpatico puede deberse a la falta de sistemas que modulen su actividad, como falta de
modulacion en su liberacion, dafio en los sistemas que participan en su recaptura por la
neurona adrenérgica o aumento de sus efectos a través del SRA (Jackson y Garrison,
1985. Zimmerman y col., 1987. Debra y col., 1983. Chatziantoniou y col., 1993). Otro
mecanismo puede ser por alteracion de mecanismos que modulan la actividad de
sustancias vasodilatadoras como las PGs vasodilatadoras (Magiff y col., 1973. Messina
y col., 1975. Mistry y Nasijetti, 1988).

Sistema nervioso central. EI SNC incrementa el GC por medio de sus descargas
simpaticas eferentes lo cual produce vasoconstriccidn arteriolar para evitar la
sobrecarga de flujo en los capilares, lo cual eleva la PA, los cambios de presion influyen
en el rindn por sus efectos sobre el volumen y en el SRA y aldosterona. Se ha

observado que los cambios emocionales producen aumentos transitorios de la PA y
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pueden agravar la hipertension existente, sin embargo no existen datos definitivos de
que los cambios emocionales repetidos sean una causa aislada de HA (Henry y Grim,
1990).

Funcion de los barorreceptores. Como ya sea mencionado, los barorreceptores son
sensibles a la presion media y a la magnitud del cambio de presién e inician una
reaccion barorreceptora refleja de tipo adrenérgico que afecta la PA vy la frecuencia
cardiaca. Se ha observado que la denervacién de los barorreceptores a menudo no
produce hipertension neurdgena y cuando sucede asi el incremento de presion es
ligero; varios autores coinciden con Guyton, (1997) en que los barorreceptores no
controlan la PA a largo plazo.

Factores genéticos. Ha sido demostrado que la HA se hereda por un gen dominante, se
han encontrado evidencias de transmision de la HA en mas de tres generaciones.
Genéticamente se ha encontrado a la HA como un fenotipo resultante de la interaccion
multifactorial de genes con intervencion muy importante de factores ambientales; por lo
tanto la presencia del gen de la HA no es suficiente parta la expresion del fenotipo,
deben estar presentes los factores que le permitan a ese fenotipo desarrollarse
(Lindpaintner,1993).también se menciona la participacién de un fenotipo intermediario,
el cual en combinaciones apropiadas puede producir HA, de esta forma se puede
explicar porque algunos sujetos con antecedentes familiares de HA no la desarrollan.
Dentro de los fenotipos que pueden heredarse estd la ineficiencia renal para excretar
grandes cargas de sodio; falta de la modulacién de las glandulas suprarrenales y la
respuesta renal a la infusion de la Ang Il, en una dieta alta o baja en sodio (Samani,
1994). Otro aspecto que ha sido reportado es en jévenes normotensos con historia
familiar de hipertension, los cuales mostraron vasoconstriccion renal aumentada, en
relacion a jovenes con historia familiar sin hipertension, lo cual sugiere que los cambios
de la hemodinamica renal tiene lugar en edades tempranas (Widgren y col., 1991).

Para estudiar los mecanismos genéticos y fisiopatoldgicos de la hipertensién se han
desarrollado modelos experimentales de hipertensién genética en ratas; los resultados
sugieren un modelo poligénico de herencia y sefialan que el aumento de la reactividad

vascular y el aumento de la actividad vasomotora del SNS contribuyen a la HA, pero no
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se ha identificado un factor molecular especifico, el aumento de la PA se presenta con
la edad y depende de la integridad del SNC.

2.4. ESTADISTICAS DE HIPERTENSION EN MEXICO

Alrededor de 17 millones de personas mueren cada afo por enfermedad cardiovascular
en el mundo se estima que existen 600 millones de personas que padecen HTA, de los
cuales, 420 millones (70%) corresponden a paises en vias de desarrollo (SS 2000).

En México se considera a la hipertension arterial como uno de los principales problemas
de salud publica ya que favorece la aparicion de otras enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares y renales (Guerrero, 1998). De acuerdo con la OMS, la HTA paso del
cuarto lugar como causa de defuncién en 1980, al primer lugar desde 1990 a la fecha
(Cruz, 2001). Esto se refleja en 15.2 millones de personas que tienen HTA, por lo que
de 10 cada 2 mexicanos mayores de 50 afos es hipertenso, de los cuales el 61% de
las personas ignoran tener la enfermedad. De acuerdo con la Encuesta Nacional de
Salud (ENSA) y el CENSO del INEGI en el 2000, la distribucién de la HTAS y su
prevalencia en nuestro pais identificO que los estados del norte como: Baja California
Sur, Sinaloa, Baja California Norte en 1991 y en el 2000 los estados de Jalisco, Distrito
Federal, Michoacan, Estado de México y Chihuahua presentaron el mayor indice de
hipertensos esto se debe a que se ha modificado el estilo de vida en los Ultimos afios,
aunado a la industrializacion y a los factores de riesgo (alcoholismo, tabaquismo,
obesidad, entre otros) han hecho que las personas tengan una mayor incidencia de
padecer HTA (Velazquez, 2000).

Posteriormente, en el 2004, de acuerdo con el programa para la prevencion y control de
la hipertension se organizaron 65 talleres con la iniciativa de deteccion integrada de
diabetes, hipertension arterial y obesidad en donde se detectaron 13,954,577
hipertensos y de esta cifra se incorporaron 105,727 personas hipertensas a algun
esquema de tratamiento, encontrando que Tabasco ocupé la primera posicion, Yucatan
ascendié del sexto al segundo lugar y Puebla pasé del noveno al tercer sitio (SSA,
2004)

2.5. DISFUNCION ENDOTELIAL E HIPERTENSION
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La disfuncion endotelial representa la pérdida de la capacidad del endotelio para inhibir
los procesos de agregacion plaquetaria, adherencia de neutrdfilos, proliferacion celular
y modular el tono vascular ya que existe una disminucibn de los factores
vasodilatadores (principalmente de NO) y/o un aumento de los factores
vasoconstrictores (Fasce, 2002). Tomando en cuenta el efecto vasodilatador del 6xido
nitrico y su papel principal como mediador de la vasorrelajacion dependiente de
endotelio, siendo este uno de los principales mecanismos responsables de la disfuncion
endotelial, debido a que existe una menor produccion de &xido nitrico que puede ser
consecuencia, a su vez, de una alteracion en la enzima que cataliza su sintesis o0 una
menor disponibilidad de su sustrato o incluso de algunos cofactores necesarios para su
sintesis (Cachofeiro, 2001). Sin embargo en presencia de valores normales permite la
sobreexpresion no soélo de factores vasoconstrictores derivados del endotelio como el
tromboxano A vy la endotelina , si no también aquellos factores circulantes como la
angiotensina Il y las catecolaminas. También existe un aumento de produccion de
radicales libres de oxigeno como los peroxinitritos y radicales hidroxilo que pueden
dafiar membranas, estructuras celulares y pueden producir la muerte celular, asi como
la acumulacién de inhibidores enddégenos como la dimetil arginina asimétrica (DMAA)

compite con la arginina reduciendo la sintesis de NO (Vazquez, 2001).

La disfuncién endotelial en la hipertension se acompafia de un aumento del estrés
hemodinamico que puede llegar a producir cambios en la estructura y en la funcion del
endotelio. Se han descrito dos tipos de fuerzas que actian sobre las células
endoteliales vasculares y que aumentan su magnitud en la hipertension (Mombouli,
1999). La fuerza circunferencial, que depende de la presién de la sangre en el interior
del vaso, del radio de este y grosor de la pared, puede llegar a producir una
deformacion por estiramiento de las células endoteliales, la fuerza tangencial, que
depende de factores como la viscosidad de la sangre y velocidad de flujo sanguineo.
Desde el punto de vista clinico estos factores pueden agruparse en dos modalidades: 1)
desequilibrio de la regulacion del tono vasomotor que consiste en el mantenimiento de
la resistencia periférica elevada. 2) estructural, consecuencia del crecimiento de la
pared vascular que se genera a partir del desequilibrio entre factores promotores del

crecimiento e inhibidores de este. Ambas alteraciones se perpetian y mantienen la
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hipertension (Safar, 2000). Las consecuencias clinicas del remodelado vascular
asociado a la hipertension son diferentes dependiendo del tipo de vaso que se
considere. En arterias pequefias y arteriolas una disminucion del diametro de la luz y
una reduccién en su numero produce un aumento de las resistencias periféricas, en
arterias grandes, la perdida de elasticidad implica una disminucién de su capacidad
amortiguadora y propicia el incremento de la presién de pulso. La relacion entre dafio
renal e hipertension implica vasodilatacion de la arteriola aferente para compensar la
reduccion del nimero de nefronas funcionantes, lo que producira un incremento tanto
en la filtracion como la presién glomérulo-capilar, favoreciendo el desarrollo de la

glomeruloesclerosis (Hernandez, 2000).

2.6. PAPEL DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA EN LA
HIPERTENSION

La angiotensina |l tiene diferentes mecanismos de dafio endotelial ya que estimula la
produccion de superdxido por medio de la activacion del sistema oxidativo de
membrana NADH/NADPH en las células musculares lisas, lo que produce la
destruccion de la enzima sintetasa del 6xido nitrico, que causa oxidacion de la
tetrahidrobiopterina, que actia como cofactor (Thomas, 2003) también puede oxidar al
acido araquidoénico y por este mecanismo, liberar un potente vasoconstrictor renal y
agente antinatriurético, llamado quimicamente 8-iso prostaglandina f2a (isoprostano),
por lo tanto las consecuencias del estrés oxidativo incluyen: pérdida de la vasodilatacién
dependiente del endotelio, expresién génica, respuestas inflamatorias y perpetuacion

de la hipertension.

Expresion génica: Las mutaciones de los genes susceptibles podrian estar relacionadas
con la génesis de la hipertension, las que potencialmente incluyen genes que codifican
la sintesis de aldosterona, la sintetasa del Oxido nitrico y el angiotensindégeno. El
polimorfismo del gen de la ECA consiste en la ausencia (supresién D) o la presencia
(insercién-1) de un fragmento en los genotipos DD y DI han demostrado su asociacion

con la prevalencia de la hipertension. También el alelo D se ha vinculado con el
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incremento de las concentraciones circulantes de la actividad de la ECA con efectos

secundarios sobre la generacion de angiotensina Il. (Hauser, 1998).

Sin embargo la angiotensina Il también participa en la expresion de NOS, a través de la
protein cinasa C, de esta manera, un aumento de la angiotensina Il podria contribuir al
incremento del catabolismo y reduccion de la produccion de oxido nitrico, produciendo

vasoconstriccion via estimulacion de los receptores AT, (Munzemaier, 1999).

Otro mecanismo de dafio por estrés oxidativo es por una rapida translocaciéon de la
GTPasa pequeiia y la GTPasa de la familia Rho rac 1 a la membrana celular,
prerrequisito indispensable para la activacion de NADPH oxidasa. A largo plazo, la
angiotensina Il también puede producir cambios en las células endoteliales por aumento

en la expresion en los genes racl, p22phox y NOX-1.

Una tercera forma de dafio endotelial por la angiotensina Il es que facilita el
reclutamiento de monocitos y macrofagos dentro de la pared vascular, por la
estimulacion de las células musculares lisas y la produccion de molécula 1 de adhesion

vascular.

La angiotensina Il estd bien caracterizada como mitdbgeno de las células musculares
lisas, con la consecuente produccion por éstas de factor transformante beta que
proporciona la acumulacion de matriz extracelular y factores contractiles derivados del
endotelio que contribuyen a estimular la migracion del musculo liso y también, a una
exagerada oxidacion de lipoproteinas de baja densidad que a su vez conducen a un
incremento de la inflamacién de la pared muscular que favorece la progresion de la

aterosclerosis (Amaral, 2001).

2.7. FARMACOTERAPIA DE LA HIPERTENSION

Actualmente, existe un gran niamero de farmacos para el tratamiento de la hipertension
utilizados en la préactica médica, siendo los de mayor importancia los que se presentan

a continuacion.
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DIURETICOS

Estos farmacos disminuyen la presion arterial porque incrementan la excrecion de
sodio y agua por el rifion, entre los diuréticos mas importantes esta el grupo de las
tiazidas como la clortalidona, cuyo mecanismo de accion es a través de la inhibicidon
del cotransportador Na* CI presente en las células epiteliales del tibulo contorneado
distal (Gamba y col., 1993). A nivel del tdbulo colector inducen la secrecién renal de
sodio y agua asi mismo aumenta la secrecion y excrecion de K e H" Por lo que
disminuye el volumen sanguineo, el gasto cardiaco y la resistencia periférica (Brater,
1998). Los principales efectos secundarios son: Vértigo, nausea leve, vomito, dolor

gastrico y deshidratacion.

BLOQUEADORES BETA ADRENERGICOS

Actian principalmente interfiriendo la actividad simpatica, ya que antagonizan
competitivamente los efectos de la norepinefrina y epinefrina en los receptores &
adrenérgicos afecta la regulacion de la presion sanguinea por medio de diversos
mecanismos, a nivel del corazon producen disminucion de la contractibilidad vy
frecuencia cardiaca; esto se traduce en una disminucion del gasto cardiaco, decremento
de la secrecion de renina, con una disminucion resultante de angiotensina
(Nishimura,1994) Por otro lado, a nivel periférico se liberan los receptoresa -
adrenérgicos que ejercen su accion vasoconstrictora por lo que el resultado final es un
incremento en la resistencia periférica (Oates, 1996). Los principales efectos
secundarios son: Broncoespasmo, fatiga, mareos y bradicardia, ejemplo de estos

farmacos son: el Propranolol y los bloqueadores selectivos (B1) como el Atenolol.

BLOQUEADORES ALFA ADRENERGICOS

Actian a través de la relajacion del musculo liso vascular mediante el bloqueo selectivo
de los receptores &-1 adrenérgicos que conllevan a la reduccion de la resistencia
periférica total mediado por la actividad simpatica (Alderman, 1996), disminuyendo de

esta manera la presion arterial. Los principales efectos secundarios son: vomito,
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diarrea, desvanecimiento, vision borrosa y taquicardia refleja, ejemplo de estos

farmacos son: Prazosin.

ANTAGONISTA DE CALCIO

Actllan mediante la inhibicion del movimiento de Ca™ a través de la membrana
plasmatica disminuyendo la cantidad del i6n total que debe llegar a los sitios
intracelulares. Debido a esto, todos los bloqueadores de los canales de Ca*™
disminuyen la presion sanguinea por medio de la relajacion de la musculatura lisa
arterial y disminucion de la resistencia vascular periférica (Catterall y col, 1989 y
Robertson, 1996). Pero también se incrementa la circulacion venosa, por lo que se
incrementa el gasto cardiaco (Lehman, 1994). Los principales efectos secundarios son:
fatiga, mareos, estrefiimiento y cefalea. Ejemplo de estos farmacos son: Verapamil y

Nifedipina.

VASODILATADORES

Producen relajacion directa de la capa muscular de las arteriolas, disminuyendo con ello
la resistencia periférica total con lo que se consigue la caida de la presion diastolica
este efecto produce secundariamente estimulacion simpatica y aumento en la
contractilidad del corazén por lo que aumenta el gasto cardiaco y la estimulacion de
renina plasmatica (Azuma y col,1994). Los principales efectos secundarios son: tos,
somnolencia, vision borrosa y broncoespasmo. Ejemplos de estos farmacos son:

Hidralazina y Minoxidil.

INHIBIDORES DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

Son inhibidores especificos competitivos de la enzima convertidora de Ang | a Ang Il. El
bloqueo en la formacién de la ANG Il trae como consecuencia la inhibicién de su efecto
vasoconstrictor y disminucion de la funcién de la aldosterona a la perdida del Na*, por
lo que disminuye la funcidbn normal de esta Ultima para oponerse a la eliminacion de
sodio por lo que disminuye la resistencia periférica, sin modificar el gasto cardiaco
(Robertson, 1996). Los principales efectos secundarios son: bs, somnolencia, vision

borrosa y broncoespasmo. Ejemplos de estos farmacos son: Ramipril y Captopril.
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ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES AT1

Bloguean todas las acciones de importancia fisiolégica de la Ang Il al unirse al receptor
ATi, su funcibn es la de relajar al muasculo liso para favorecer la vasodilatacion,
incrementar la excrecion renal de sodio y agua y con ello disminuir el volumen
plasmatico (Simpson y col.,, 1994). Los principales efectos secundarios son: mareo,

cefalea, fatiga y tos. Ejemplos de estos farmacos son: Losartan y Candesartan.

Aproximadamente el 50% de los pacientes hipertensos abandonan el tratamiento
farmacologico principalmente por el costo alto de los farmacos, por la presencia de
efectos colaterales que alteran la calidad de vida y por la indicacion de mdltiples tomas
diarias (Bertolasi et al., 2000). Estas son algunas de las causas mas frecuentes por las
gue los pacientes recurren a tratamientos aternativos como es el caso de las plantas

medicinales las cuales tienen un uso importante en nuestro pais.

3.0. MEDICINA TRADICIONAL

Las plantas medicinales constituyen un importante recurso natural, particularmente en
los paises del tercer mundo, donde la mayoria de los habitantes recurren a la medicina
tradicional popular para curar sus enfermedades (Sénchez, 1993). Sin embargo se
estima gque se han estudiado entre un 5% y 15% de la diversidad vegetal existente en el

mundo con relacién a su composicion quimica y su actividad bioldgica (Pefa, 1996).

En México, la medicina tradicional o etnomedicina tiene sus raices en los conocimientos

profundos sobre la salud y la enfermedad que los distintos grupos indigenas y mestizos
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de nuestro pais han acumulado a través del tiempo. Se fundamenta en una
“cosmovisién” de origen indigena, que a lo largo de su historia ha funcionado como
“cultura madre”, incorporando y ordenando elementos de otras culturas a su propio
sistema. Utiliza un conjunto de procedimientos terapéuticos que incluyen la herbolaria,
el uso de productos animales y minerales; diferentes tipos de masajes, punciones y
aplicacion de calor y humedad; ademas de la utilizacibn de limpias entre otros
(Almaguer y Vargas, 2002).

Aun en la actualidad el uso de las plantas medicinales por numerosas comunidades
sigue siendo un recurso importante para tratar padecimientos como resfriados,

diabetes, hipertension arterial, trastornos gastrointestinales, entre otros (Didier, 1995).

Sin embargo a pesar de la importancia que tienen las plantas medicinales en nuestro
pais se estima que existen cerca 30,000 especies de las cuales en 1997 el Instituto
Nacional Indigenista documentd 3.000 especies con usos medicinales, esto representa

el 10% del total de la riqueza floristica del pais (Betancourt y Gutiérrez, 1999).

Dentro de los problemas principales de la medicina tradicional es el de no contar con
una estandarizacion adecuada de la especie a estudiar ya que una Unica especie puede
tener varios nombres locales o étnicos, o bien no existe una consideracion de las
variaciones quimicas como el clima y la hora de colecta que pueden llegar a afectar la
cantidad de metabolitos o principios activos en la planta, para poderlo procesar y pasar

a ser un fitofarmaco (Morales, 2002).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud un fitofarmaco es un extracto
constituido por una gran variedad de compuestos quimicos de mayor o menor
complejidad y son estos componentes los que interactian con una gran diversidad de

moléculas bioldgicas que pueden ser receptores de la membrana celular, enzimas, etc.

De ahi que sea muy importante el seguir investigando plantas medicinales que cuenten
con una adecuada estandarizacion que permitan su validacion fitoquimica,
farmacoldgica y clinica para ser utilizadas por las personas. Ya que en la actualidad

existe una tendencia a sustituir el uso de los compuestos sintéticos (medicamentos y
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alimentos) con productos naturales (Delfin y Chino, 1998). Muchos de los metabolitos
secundarios como los terpenoides, flavonoides y alcaloides entre otros son principios
activos Utiles para el tratamiento de diversas enfermedades que afectan al hombre
(Ramirez, 1997). Estos metabolitos han llegado a ser aislados y muchos de ellos
utilizados por sus propiedades terapéuticas como los alcaloides que son compuestos
nitrogenados cristalinos de reaccion basica; contienen uno o mas atomos de nitrégeno
gue forman parte de un anillo y poseen actividad farmacolégica (Valencia, 1995). Los
alcaloides poseen estructuras moleculares complejas, con uno o varios anillos
heterociclicos como un pirrol, piridina, pirrolidina, isoquinolina o quinolina, pero
ocasionalmente se encuentran del lado de una cadena alifatica, pueden presentarse
como aminas derivadas de amonio, terciarias, ocasionalmente como aminas
secundarias y con menor frecuencia como compuestos cuaternarios (Maldoni,1995).
Dentro de los usos farmacolégicos que se les han dado se encuentran los siguientes:
analgeésico (cocaina), relajante muscular (papaverina), estimulante nervioso (cafeina),
tranquilizante (reserpina, deserpina), anestésico narcotico (codeina, morfina) entre otros
(Lechuga, 2000)

3.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Heimia salicifolia (H.B.K.) Link

Reino: Plantae
Subdivision: Angiospermae
Clase: Dicotiledoneae
Orden: Myrtiflorae

Familia: Lythraceae

Género: Heimia
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Especie: salicifolia (HBK.) Link

Nombre comun: sinicuiche, hierba de San Francisco, hauchinal, grandadillo, escobilla,
quiebra yugo, quiebra arado, jara negra, jarilla, xonecuite, xoneguichi y xonecuili.
SINONIMIA: Nesaea salicifolia

LUGAR DE ORIGEN: Nativo de América, se extiende desde Texas hasta Argentina

DESCRIPCION: Arbusto de 1 a 4 m de altura. Hojas opuestas o subopuestas, sésiles,
enteras, lanceoladas, acuminadas, de 2 a 9 cm de largo, con borde liso mas palidas por
el envés (Fig.6). Flores amarillas, solitarias, axiales, con un pedunculo corto y un par de
bracteas en la base del receptaculo, que es acampanado; sépalos triangulares como
apéndices mas cortos y estrechos intercalados; 5 a 7 pétalos caedizos; 10 a 18
estambres. El fruto es una cépsula globosa que se abre en 4 valvas, globosa, envuelta

en un receptaculo ensanchado (Arguetay col., 1994).

Figura 6. Heimia salicifolia

ECOLOGIA: Se trata de una planta silvestre, asociada a matorral xerdfilo, pastizal y
bosque mesdfilo de montafia, es originaria de los trépicos del norte y de Sudamérica y

esta presente en climas céalido, semicélido y templado (Aguilar y col., 1994).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA
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Estados Unidos (Nuevo México, Texas); México (Baja California, Sonora, Guanajuato,
Aguascalientes, Zacatecas, Oaxaca, Chiapas, Tamaulipas, Nuevo leon, San luis Potosi,
Hidalgo, Puebla, Veracruz); América del sur (Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay,
Uruguay). (Graham, 1991) (Fig.7).

E=stados Unidos de Ameérica

Eaja Califomia

Chiluahua

Coahuila

Baja Califormia Sur

Uouas calientes

Océano W axaca
Pacifico Guatemala

Figura 7. Mapa de la Republica Mexicana que muestra la distribucion de Heimia salicifolia
H.B.K Link

3.2. ETNOBOTANICA

En México Heimia salicifolia se ha utilizado en el tratamiento de diversos padecimientos

gue se enlistan en la tabla 3.

Autor Estado o Municipio | Parte de la planta Preparacién Utilizacion

Sociedad Mexicana Antisifilitica,

de Historia Natural Diaforética, Diurética.
S.G. XIX

Standley, 1924 Tamaulipas Hojas Cocimiento Lavado contra efectos




de la picazén que
produce (Téxico
dendron radicans).

Cabrera, 1958

Alucinégena, Aperitiva,
Astringente.

Wiebelhaus et al., Hojas Alcaloides Aislados | Antiinflamatorio
1974
Lema. 1986 Hojas Antiinflamatorio
Maximino, 1992 Hojas Infusion Facilita la digestion
Hojas Infusion Disenteria
Hojas Jugo y el Alucinégeno
cocimiento
Hojas Maceracién Inflamacion de la
matriz
Hojas Bafo postparto
Anesini et al., 1993 Hojas Extracto acuoso Antibacteriano
Schultes et al.,1993 Hojas Alucin6geno
Argueta, 1994 Xalostoc Hojas Planta Hervida Bafo postparto
Hojas y Tallo Infusion Anticonceptivo
Esterilidad
Hojas Infusién
Aguilar et al.,1994 Yecapixtla Morelos Planta hervida Bafio postparto
Nayarit
Hojas Inflamacion de
Morelia estdmago
Michoacéan Hojas Hojas sudadas Frio de vientre
Morelos Hojas Té Empacho
Estado de México Dolor de tobillo
Tamaulipas Hojas Infusion Estémago
Medicinal
Malone/ Rother, Cicatrizante,
1994 Sudorifico,
Tranquilizante,
Antiinflamatorio,
Antibacterial,
Antiespasmaddico
Pérez y Anesini Hojas Antibacteriano
1994
Carrizo. 2002 Argentina Hojas Planta hervida Antiinflamatorio,

Diurético
Sedante

QUIMICA

Tabla 3. Usos medicinales de Heimia salicifolia.

Heimia salicifolia se caracteriza por la presencia de alcaloides de quinolizidina

destacando vertina, lifolina, nesodina vy litrina como los de mayor interés para el area de

investigacion farmacoldgica, siendo estudiados e identificados por primera vez por

Blomster y col.,1964.
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En las partes aéreas se han identificado los siguientes alcaloides: criogenina, dehidro-

decodina, de los retofios se ha aislado el dimetoxi-10-epi-abresolina, la 2 hidroxi-4(3-

hidroxi-4-metoxi-fenil)-quinolizidina (Blomster y col., 1964).

Tanto para uso interno como externo, generalmente se utiliza el jugo o un cocimiento

de las hojas. El andlisis quimico de las hojas revela la presencia de una resina, taninos

y alcaloides de quinolizidina los que han sido clasificados de acuerdo a la geometria y

posicion del anillo de quinolizidina (Tablas 1y 2) (Duke, 1992).
TABLA 1. PRINCIPALES ALCALOIDES DE TIPO CIS-QUINOLIZIDINA

Alcaloide No. de Sustitucion
Carbonos
Vertina 23 Dimetoxilo
Sinicuichina 22 Dimetoxilo
Heimidina 23 Dimetoxilo
Epidemetoxiabresolina 22 Alcaloide éster
" o il kD o _r-"“ i | l“; .-
ey A [ 2 R T
J.'.-'l:.'|"|r'-'--".ll -'|=- I_EL_:] =
Rk -I;“J = ﬂl.o"’ [L;:-:"z:]_ EH [ = Ol
Unrﬂn:: III:":l[, achy
{crHagening} Heimidina 10-epi-desmetoi-abmesoling
i. -.I.“..l. ”

e
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T o,

BET
Siricuichinag

Figura 8. Estructura de los alcaloides de Hemia salicifolia en posicion cis-quinolizidina

TABLA 2. PRINCIPALES ALCALOIDES DE TIPO TRANS-QUINOLIZIDINA
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Alcaloide No. de Sustitucion

Carbonos
Lithrina 23 Dimetoxilo
Nesodina 22 Dimetoxilo
Abresolina 23 Alcaloide ester
Lifolina Hidroxilo
Dehidrodecodina Metoxilo

Demethi-lasubina Il

Phenyquinolizidinol

[
A om
Abresoling |-. 'Jl
. .
n| I
(12}
I
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3 OCH 5 St
Y " “OH
Litrina Nesodina ';:-:e
H
- "Hi-""\.x.-“u_-:}
[ 42 #
el
[ [
A IQ()
lr.f‘x?J’\[
- ;f:__";-' W
OCH I
] ; OCH 5 %3
Demetil-lasubina ll Dehidrodecodina Lifoling

Figura 9. Estructura de los alcaloides de Heimia salicifolia en posicién Trans-quinolizidina

3.3. FARMACOLOGICOS
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Kaplan (1966) encontré6 que la administracion continua de los alcaloides aislados
vertina y litrina en dosis de 100 mg/kg/dia ayudan a disminuir la presion arterial en ratas
normotensas. El grupo de Malone y Rother. (1994) realizaron una revision bibliografica
fitoquimica y fitofarmacoldgica encontrando que vertina cuando es administrada en
dosis de 100 mg/kg/dia durante 21 dias aratas normotensas les produce hipotension,
(Robichaud, 1964 y Malone, 1972) mientras que litrina al ser administrado en la misma
dosis tiene actividad diurética en ratas normotensas (Kaplan, 1966 y Malone, 1972).
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4.0 JUSTIFICACION

En la actualidad se dispone de una gran variedad de farmacos para el
tratamiento de la hipertension, sin embargo su costo es elevado y en muchas ocasiones
no se encuentran al alcance de todos los pacientes hipertensos o bien, debido a que
gran parte de estos farmacos producen efectos secundarios, ha ocasionado que los
pacientes abandonen estos medicamentos y busquen otras alternativas de tratamiento
como es el caso de las plantas medicinales. Una de estas plantas es el arbusto Heimia
salicifolia del cual hay recientes investigaciones que han demostrado que su extracto
acuoso disminuye la presion arterial al administrarlo a ratas normotensas. Y ya que
existen algunos trabajos que indican que los alcaloides de este arbusto poseen
acciones cardiovasculares, nos intereso estudiar el efecto de los alcaloides de las hojas
de H. salicifolia sobre la presion sanguinea y la hipertension arterial. Estos estudios nos
permitiran aportar datos para validar cientificamente el efecto antihipertensivo de esta

planta.
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5.0. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto antihipertensor de los alcaloides aislados y parcialmente

purificados de Heimia salicifolia.

OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar los alcaloides de Heimia salicifolia

Realizar curvas dosis-respuesta a los alcaloides parcialmente purificados y aislados

de Heimia salicifolia en la rata normotensa.

Realizar curvas dosis-respuesta a angiotensina Il en la rata normotensa en ausencia y

presencia de los alcaloides parcialmente purificados y aislados.

Estudiar el efecto de los alcaloides aislados sobre la reactividad vascular renal.
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6.0. MATERIAL Y METODOS

6.1. FARMACOS

Los farmacos utilizados fueron Angiotensina Il (Ang II), Fenilefrina (FEN), Nw-
nitro-L-arginina metil ester hidrocloruro (L- NAME), (SIGMA), Acetilcolina (Ach)
(MERCK) y Atropina. Las soluciones de todos los farmacos fueron preparadas
el dia del experimento. Cada farmaco fue disuelto en solucién krebs a
excepcion de la ANG Il que fue disuelta en solucién salina estéril. La FEN fue
preparada a partir de una concentracion de 1mg/ml de esta solucion se tomé
para cada experimento una alicuota y posteriormente se realizaron diluciones.
Las soluciones fueron mantenidas en refrigeracién durante el transcurso del
experimento hasta el momento de su utilizacion.

Para la Achse preparé una solucion de 1 mg/ml de la cual se tomo una alicuota

para realizar diluciones hasta tener una solucién stock de 10~ M.

Angiotensina Il (1 mg/ml). Para la preparacion de angiotensina se realizaron
diluciones 1:10 (solucion isotonica 0.9%) para llegar a una solucion de 1 i g/ml,
a partir de esta solucibn se calcularon los volimenes adecuados que
correspondan a la dosis ajustada al peso de cada rata, para la realizacion de

las curvas dosis respuestas de 25-250 ng/kg.

L-NAME (SIGMA, Nw-nitro-L-arginina metil ester hidrocloruro). El L-NAME fue

preparado a una concentracion de 2 x 10 M.

La atropina fue preparada en el momento de realizar el experimento a una

concentracion de 1077 M.

Mezcla de alcaloides parcialmente purificados. Se preparé una solucion de 20
mg/ml  utilizando como diluyentes solucion salina estéril, dimetil sulféxido
(Merck) y etanol ( J.T. Baker).
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6.2. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas Wistar macho de 300-350 gramos de peso corporal
proporcionadas por el Bioterio de la FES lztacala, UNAM mantenidas en
condiciones ambientales con agua y alimento ad libitum.

6.3. OBTENCION DE LA PLANTA

La planta se obtuvo en el Mercado de Sonora (México, D.F.) y se selecciono
material para la obtencién de ejemplares botanicos que se determinaron en el
Herbario “IZTA” del de la FES Iztacala, UNAM.

6.4. AISLAMIENTO DE LOS ALCALOIDES

Para el aislamiento de los alcaloides se utiliz6 la metodologia descrita por
Blosmter y col., (1964). Se utiliz6 un 1Kg de hojas secas pulverizadas, las
cuales se desengrasaron con 4L de éter de petroleo (J.T.Baker). Después se
extrajo exhaustivamente con 5L de metanol (J.T.Baker) por 24 h.
Posteriormente se realizé la prueba de Dragendorff para verificar la presencia
de alcaloides. El extracto metandlico se concentré al vacié en un rotavapor
(Buchi modelo Mp60) hasta obtener un volumen de 50 ml. Se dej6 secar a
50°C por 24 h. Después se resuspendié en 100 ml de agua destilada. El
extracto acuoso obtenido se acidifico a pH 2 con acido clorhidrico (Tec. Quim)
al 10%, que se midi6 con un potenciémetro (Conductro). Se filtro con celita
(Sigma). El filtrado se lavd con 500 ml de éter dietilico (J.T.Baker), se ajusto
nuevamente el pH a 9 con hidréxido de amonio al 28% (J.T.Baker). La solucién
se extrajo con 200 ml de cloroformo (J.T.Baker). El extracto cloroférmico se
concentrd en un rotavapor (Buchi modelo Mp60), se dejé secar a 50°C por 24
h. se adsorbié en 50 g de ¢xido de aluminio (J.T.Baker) y se coloc6 en una
columna de 60 X 2 cm la cual contenia silica gel G 60 (Sigma). El eluyente
utilizado fue metanol-cloroformo (J.T.Baker) (1:1) y finalmente metanol.

De las fracciones obtenidas se realizé una cromatografia en capa fina de silica
gel G 60 (Sigma) de 20 X 20 cm, espesor 0.3 mm, previamente activadas a
100°C durante 30 min, fueron colocadas en una camara para cromatografia
que contenia metanol-cloroformo 3:2. Posteriormente se procediéo a separar

cada alcaloide.

41



6.5. DISENO EXPERIMENTAL
REGISTRO DE PRESION ARTERIAL

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico a una dosis de (35 mg/kg,
via i.p.), y se colocaron en una tabla de diseccion; con ayuda del material de
diseccion se les realiz6 una incicidn en la zona inguinal a través del cual se
localizé el paquete vascular y se disecd la vena femoral y se coloc6 un catéter
gue contenia solucion salina al 0.9% y 100 U de heparina/ml, en contra del
torrente sanguineo. En seguida se hizo una insicion en el cuello y se localizé el
paquete vascular y se disecO la arteria carétida externa derecha y se colocé un
catéter, también con solucién salina y heparina, en contraflujo del torrente
sanguineo y el otro extremo de la canula se conectd a un transductor de
presion previamente calibrado (Narco Bio-System Mod. P-1000B) que a su vez
estaba conectado a un fisiégrafo para registrar la presion sistolica (Mod. DMP-
4B). Inicialmente se registré la presion por 20 min o hasta que el registro fuera
estable.

Figura 10. Modelo experimental de rata normotensa anestesiada con pentobarbital
utilizada para el registro de presion arterial en la arteria carétida y aplicacion de los
farmacos a través de la vena femoral.
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6.5.1. CURVAS DOSIS-RESPUESTA A ANGIOTENSINA I

Una vez que el registro de presion fue estable, se realiz6 una serie de curvas
dosis-respuesta a angiotensina Il utilizando dosis crecientes de 25-250

(ng/kg).
6.5.2. CURVA DOSIS-RESPUESTA A CADA UNO DE LOS ALCALOIDES

Una vez que el registro de presion fue estable se realizé una serie de curvas

dosis-respuesta a cada alcaloide con dosis crecientes (1- 2 mg/kg).

6.5.3. CURVAS DOSIS-RESPUESTA A ANGIOTENSINA Il EN AUSENCIA Y
PRESENCIA DE LOS ALCALOIDES

Una vez obtenida la curva dosis respuesta a angiotensina Il se esperé a que la
presion regresara a su nivel inicial, y enseguida se administré una sola dosis de

la mezcla de alcaloides parcialmente purificados.

Después de 10 min se realizd nuevamente la curva dosis-respuesta a Ang |l
utilizando las mismas dosis que en la curva control para observar como se

comportaba ante la presencia de dichos alcaloides y comparar ambas curvas.

6.5.4. ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD VASCULAR RENAL

Las ratas previamente anestesiadas con pentobarbital sédico (35 mg/kg, via
i.p.), se les coloc6 en una tabla de diseccion; con ayuda del material de
diseccién se realiz6 una incision media en la cavidad abdominal y se expuso el
riidn derecho, se disecaron las arterias renal derecha, mesentérica y aorta, las
cuales se refirieron con hilo de seda, se ocluyé la aorta por debajo del rifién
derecho; enseguida se hizo una incision en la arteria mesentérica y a traves de
ésta con una aguja del No. 19 unida a una jeringa que contenia solucion Krebs
(composicion (mM): NaCl 118, KCI 4.7, CaCl, 2.5, NaH,PO,4 1.2, NaHCO03 2.5y
glucosa 11.5) se canulo la arteria renal derecha; y el rifion se extrajo del cuerpo
del animal y se suspendié en una camara para érgano aislado con doble pared

tipo Langendorff; mediante una bomba Brickman 1C-2 se hizo circular agua a
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37 °C. El rifidn se perfundié con solucion Krebs, previamente burbujeada con
carbégeno (O,/CO; 95:5%) a un pH de 7.4 y 37°C. a un flujo constante,
utilizando una bomba peristaltica (manostat) el flujo de perfusion fue constante
de 8-10 ml / min, produciendo una presion de perfusion de 50 mmHg (basal),
la cual se midié con un transductor de presion unido a un amplificador (Kent) y
a un fsiégrafo (Narco Bio-System Mod. P-1000B). El rifion se dejé estabilizar
por 15 min. Los cambios en la presién de perfusion fueron considerados como
cambios en la reactividad vascular, un aumento o decremento en la presion de
perfusion se interpretdé ~como vasoconstriccion y/o  vasodilatacion
respectivamente. Una vez que el registro de presion se mantuvo estable se
realizaron las siguientes series experimentales.

Figura 11. Sistema Langendorff para el estudio de la reactividad vascular en el
riidn de rata aislado perfundido con solucion Krebs.

6.5.4.1. CURVA DOSIS-RESPUESTA A ACETILCOLINA EN EL RINON
PRECONTRAIDO CON FEN.

Una vez que el registro de la presion de perfusion basal se mantuvo estable y
en un valor de 52 mm Hg, en seguida se perfundié con FEN 10 M en solucién

Krebs. Después de que aumentd la presion a 88 mm Hg y se mantuvo estable,



lo que indica que el lecho vascular renal se encontraba precontraido, se

administr6 acetilcolina en dosis Unicas (en bolo) de 0.04 a 0.3 ny.

6.5.4.2. CURVA DOSIS-RESPUESTA AL ALCALOIDE 3 EN EL RINON
PRECONTRAIDO CON FEN.

Una vez que el registro de la presion de perfusién basal se mantuvo estable y
en un valor de 52 mm Hg, enseguida se perfundié con FEN 10 M en soluci6n
Krebs; después de que aumento la presion 88 mmHg y se mantuvo estable, se

administro el alcaloide 3 en dosis en bolo de 30, 50, 70,90y 120 ny.

6.5.4.3. CURVA DOSIS-RESPUESTA A ACETILCOLINA EN EL RINON
PRECONTRAIDO CON L-NAME

Una vez que el registro de la presion de perfusion basal se mantuvo estable y
en un valor de 57 mm Hg, en seguida se perfundié con L-NAME 10“ M en
solucion Krebs; después de que aumenté la presion 87 mmHg y se mantuvo

estable, se administro acetilcolina en dosis Unicas (en bolo) de 0.04 a 0.3 ng

6.5.4.4. CURVA DOSIS-RESPUESTA AL ALCALOIDE 3 EN EL RINON
PRECONTRAIDO CON L-NAME

Una vez que el registro de la presion de perfusion basal se mantuvo estable y
en un valor de 57 mm Hg, en seguida se perfundié con L-NAME 10“ M en
solucion Krebs; después de que aumentod la presion 87 mmHg y se mantuvo

estable, se administré el alcaloide 3 en dosis en bolo de 30, 50, 70, 90 y 120

ny.

6.5.4.5. CURVA DOSIS-RESPUESTA A ACETILCOLINA EN EL RINON
PRECONTRAIDO CON L-NAME MAS ATROPINA

Una vez que el registro de la presion de perfusion basal se mantuvo estable y
en un valor de 50 mm Hg, en seguida se perfundié con L-NAME 10* M mas
atropina 107 M en solucién Krebs; después de que aumenté la presion 84
mmHg y se mantuvo estable, se administré acetilcolina en dosis Unicas (en
bolo) de 0.04 a 0.3 ny
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6.5.4.6. CURVA DOSIS-RESPUESTA AL ALCALOIDE 3 EN EL RINON
PRECONTRAIDO CON L-NAME MAS ATROPINA

Una vez que el registro de la presion de perfusion basal se mantuvo estable y
en un valor de 50 mm Hg, en seguida se perfundi6 con L-NAME 10* M mas
atropina 107 M en solucién Krebs; después de que aumenté la presion 84
mmHg y se mantuvo estable, se administr6 el alcaloide 3 en dosis en bolo de
30, 50, 70,90y 120 ny.

6.5.4.7. TOXICIDAD AGUDA

Se utilizaron ratones CD-1 machos de 20-25 gramos de peso corporal, que
fueron proporcionados por el Bioterio de la FES Iztacala, UNAM mantenidos en
condiciones ambientales con agua y alimento ad libitum. Se formaron 4 grupos
de 5 ratones y a cada grupo se les administro por via intraperitonial (i.p.) la
mezcla de alcaloides parcialmente purificados en dosis de 50, 100, 250 y 500

mg/kg y se realizaron observaciones por 1 h y posteriormente a las 24 h.

6.5.4.8. ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos de todas las series experimentales se calcularon la
media y el error estandar de la media (EEM); posteriormente para determinar
la significancia entre los tratamientos se utilizé la prueba de t-student para

datos no pareados, la prueba se considerd significativa cuando p < de 0.05.
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7.0. RESULTADOS

7.1. IDENTIFICACION DE LA PLANTA

La planta fue identificada en el Herbario “IZTA” de la FES lztacala, UNAM como Heimia
salicifolia (HBK.) Link el ejemplar de respaldo se integro a la coleccion cientifica con el

namero de registro 41653.

7.2. ALCALOIDES AISLADOS

Con las técnicas quimicas de extraccion y separacion utilizados y partiendo de 900 g de
hojas secas de Heimia salicifolia se obtuvo un rendimiento de 0.310 g de alcaloides lo

gue corresponde al 0.034%.

Por medio de la cromatografia en capa fina con la mezcla de disolventes cloroformo-
metanol 3:2 del extracto total se logro separar 4 alcaloides. En la Tabla 1 se muestra la

relacion de frente (Rf) de los alcaloides separados.

|:> F rente
—> [F1
—>
F2
F3
—>
Fa
: Origen
Fig.12. Separacion cromatografica del extracto
cloroférmico de Heimia salicifolia con la | Alcaloide | Rf Sf ob _ mezcla
o~ - obberstein
cloroformo-metanol (3:2). (*F Fraccion). = 0.92 0.86
F2 0.87 0.68
F3 0.55 0.54
F4 0.35 0.15
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Tabla 4. Rf de los alcaloides de Heimia salicifolia

7.3. EFECTO DE LA ANGIOTENSINA Il SOBRE LA PRESION ARTERIAL

Al realizar B curva dosis-respuesta a Ang Il en ratas anestesiadas normotensas con
una PAS basal de 128 + 8 mm Hg se observé un incremento de la PAS proporcional a
la dosis de Ang I, observandose que con la dosis de 100 ng/kg el efecto maximo
alcanzado fue 165 mm Hg + 1.64 mm Hg lo que indica un incremento de 37+ 1.64
mm Hg (Fig.13.).
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Figura. 13. Curva dosis-respuesta a Ang Il en ratas normotensas; cada punto de la curva

corresponde a la media + EEM; n=5.



7.4. EFECTO DE LA MEZCLA DE LOS ALCALOIDES AISLADOS SOBRE LA
PRESION ARTERIAL.

La administracion de la mezcla de alcaloides parcialmente purificados de las hojas de
Heimia salicifolia a animales normotensos produjo un decremento maximo de la PAS

de 20 £ 7 mm Hg a partir de la dosis de 1 mg/kg (Fig.14).
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Figura. 14. Efecto de la mezcla de alcaloides parcialmente purificados de Heimia salicifolia

cada punto de la curva corresponde a la media + EEM; n=5.
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7.5. EFECTO DE LA MEZCLA DE ALCALOIDES EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE
ANG I

Al realizar la curva dosis-respuesta a Ang Il en presencia de la mezcla de alcaloides
parcialmente purificados (2 mg/kg) de Heimia salicifolia se observd desplazamiento
hacia la derecha de la curva de Ang Il observandose una inhibicion del 40% de la

repuesta maxima con la dosis de 100 ng/kg (Fig.15).
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Figura. 15. Curvas dosis-respuestas a Ang Il en ausencia y presencia de la mezcla de
alcaloides parcialmente purificados; cada punto de la curva corresponde a la media de + EEM,;
n=5. * P<0.05

7.6. EFECTO DE LOS ALCALOIDES SEPARADOS SOBRE LA PRESION
ARTERIAL

Al realizar la curva dosis-respuesta al alcaloide 1 en dosis crecientes de 1-2 mg/kg se

observé un ligero decremento de la PAS el cual no fue significativo (Fig. 16).
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Figura. 16. Efecto del alcaloide 1 (R.f.=0.92) aislado de Heimia salicifolia sobre la presién
arterial de ratas normotensas; cada punto de la curva corresponde a la media de £+ EEM; n=5.

)
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Al realizar la curva dosis-respuesta a Ang Il en presencia del alcaloide 1 con la dosis
de 2 mg/kg, no se afecto la respuesta hipertensora de Ang Il como se observa en la
(Fig.17).
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Figura. 17. Curva dosis-respuesta a Ang Il en presencia del alcaloide 1. Cada punto de la curva
corresponde a la media £+ EEM; n=5.

Al realizar la curva dosis-respuesta al alcaloide 2 en dosis crecientes de 1-2 mg/kg se
produjo un decremento méaximo de la PAS de 26 + 3 mm Hg (Fig.18).
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Figura. 18. Efecto del alcaloide 2 cuyo (R.f.=0.87) sobre la presion arterial de ratas
normotensas. Cada punto de la curva corresponde a la media + EEM; n=5.
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Al realizar la curva dosis-respuesta a ang Il en presencia del alcaloide 2 a la dosis de 2
mg/kg, se observé que la curva se desplazé hacia la derecha observandose una

inhibicidon de la respuesta maxima del 17% (Fig. 19).
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Figura. 19. Curva dosis-respuesta a Ang Il en presencia del dcaloide 2 a la dosis de 2 mg/kg
sobre la presion arterial de ratas normotensas. Cada punto de la curva corresponde a la media
+ EEM; n=5.

Al realizar la curva dosis-respuesta al dcaloide 3 en dosis crecientes de 1-2 mg/kg
produjo un decremento maximo de la PAS de 27 + 4 mm Hg, posteriormente se dejé

gue se recuperara hasta que regreso a su presion basal de 114 + 3 mm Hg (Fig. 20).
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Figura. 20. Efecto del dcaloide 3 (R.f.=0.55) aislado de Heimia salicifolia sobre la presién
arterial. en ratas normotensas. Cada punto de la curva corresponde a la media £ EEM; n=5.
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Al realizar la curva dosis-respuesta a ang Il en presencia del alcaloide 3 a una dosis de
2 mg/kg, se observé que la curva a angiotensina |l se desplazo hacia la derecha

observandose una inhibicion de la respuesta maxima del 30% (Fig. 21).
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Figura. 21. Curva dosis-respuesta a Ang Il en presencia del alcaloide 3 sobre la presion arterial
de ratas normotensas. Cada punto de la curva corresponde a la media + EEM; n=5. * P< 0.05
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Al realizar la curva dosis-respuesta al alcaloide 4 en dosis crecientes de 1-2 mg/kg
produjo un incremento de la PAS de 15 + 3 mm Hg, posteriormente se dej6 que se
recuperara hasta que llegara a su presion basal de 103 + 2 mm Hg (Fig. 22).
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Figura. 22. Efecto del dcaloide 4 aislado de Heimia salicifolia con un valor de (R.f.=0.35)
sobre la presion arterial en ratas normotensas. Cada punto de la curva corresponde a la media
+ EEM; n=5.
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Al realizar la curva dosis-respuesta a ang Il en presencia del alcaloide 4 con la dosis
de 2 mg/kg, se observd que la curva a angiotensina Il no mostré diferencias

significativas con respecto a la curva de angiotensina Il control (Fig. 23).
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Figura. 23. Curva dosis-respuesta a Ang Il en presencia del alcaloide 4. Sobre la presion
arterial en ratas normotensas. Cada punto de la curva corresponde a la media + EEM; n=>5.
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7.7. EFECTO DE LA ACETILCOLINA SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR
RENAL

La presion basal de perfusion fue de 52 + 2.2 mm Hg; al perfundir solucion Krebs con
fenilefrina (10 M) la presién aumenté a 88 + 1.2 mm Hg. En estas condiciones se
realizaron curvas dosis respuesta a acetilcolina de 0.04 A 0.3 pg y se observo
disminucién de la presion de perfusion dependiente de la dosis de acetilcolina., la

disminucién maxima de la presion de perfusion fue de 27 £ 2 mm Hg con 0.3 pg de

acetilcolina (Fig. 24).
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Figura. 24. Efecto de la acetilcolina sobre la presién de perfusién del rifidén aislado perfundido
de ratas normotensas en precontraido con FEN (10®° M). n=5

7.8. EFECTO DEL ALCALOIDE 3 SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR RENAL

La presion basal de perfusion fue de 52 £ 2.2 mm Hg; al perfundir solucion Krebs con
fenilefrina (10 M) la presién aumenté a 88 + 1.2 mm Hg. En estas condiciones se

realiz6 una curva dosis espuesta al alcaloide 3 (30, 50, 70, 90, 120 y 150 ug) y se

observd un decremento maximo de la presion de perfusion de 23 + 2 mm Hg,

respectivamente (Fig. 25).
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Figura. 25. Efecto del alcaloide 3 sobre la presion de perfusion del rifién aislado perfundido de
ratas normotensas en presencia de FEN (10°M).n=5

7.9. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA NOS SOBRE LA RESPUESTA VASCULAR
A ACETILCOLINA

La presion basal de perfusion fue de 52 + 2.2 mm Hg; al perfundir solucion Krebs con
L-NAME (2 x 10 M). La presiéon aumentd a 87 + 3.2 mm Hg. En estas condiciones se
realiz6 una curva dosis respuesta a acetilcolina de 0.04 a 0.3 ug y se observo una

disminucién de la presion de perfusion dependiente de la dosis de acetilcolina., la

disminuciéon maxima de la presion de perfusion fue de 16 £ 0.8 mm Hg con 0.3 ug de

acetilcolina (Fig. 26).
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Figura. 26. Efecto de la acetilcolina sobre la presion de perfusién del rifién aislado perfundido
de ratas normotensas en presencia de L-NAME (2 x 10 M). n=5.

7.10. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA NOS SOBRE LA RESPUESTA VASCULAR
AL ALCALOIDE 3

La presion basal de perfusion fue de 52 + 2.2 mm Hg; al perfundir solucion Krebs con
L-NAME (2 x 10 M) la presion aumentd a 87 + 3.2 mm Hg. En estas condiciones se
realiz6 una curva dosis espuesta al alcaloide 3 (30, 50, 70, 90, 120 y 150 ug) y se
observd un decremento maximo de la presion de perfusion de 14 # 3 mm Hg,

respectivamente (Fig .27).
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Figura. 27. Efecto de la acetilcolina sobre la presion de perfusiéon del rifidén aislado perfundido
de ratas normotensas en presencia de L-NAME (2 x 10 M). n=5.

7.11. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA NOS Y EL BLOQUEO DE LOS
RECEPTORES MUSCARINICOS SOBRE LA RESPUESTA VASCULAR A
ACETILCOLINA

La presion basal de perfusion fue de 50 + 2.2 mm Hg; al perfundir solucion Krebs con
L-NAME (2 x 10* M) més atropina (10~'M) la presién aumentd a 84 + 3.2 mm Hg. En
estas condiciones se realizé una curva dosis respuesta a acetilcolina de 0.04 a 0.3 ug

y se observé una disminucién de la presion de perfusion dependiente de la dosis de
acetilcolina, la disminuciébn maxima de la presion de perfusion fue de 2.8 £+ 1.2 mm Hg

con 0.3 pg de Ach (Fig . 28).
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Figura. 28. Efecto de la acetilcolina sobre la presion de perfusion del rifidn aislado perfundido
de ratas normotensas en presencia de L-NAME (2 x 10™ M) y atropina (107 M). n=5.
7.12. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA NOS Y EL BLOQUEO DE LOS

RECEPTORES MUSCARINICOS SOBRE LA RESPUESTA VASCULAR AL
ALCALOIDE 3

La presion basal de perfusion fue de 50 + 2.2 mm Hg; al perfundir solucion Krebs con
L-NAME (2 x 10* M) mas atropina (10~'M). La presién aumentd a 84 + 3.2 mm Hg. En
estas condiciones se realizd una curva dosis respuesta al alcaloide 3 (30, 50, 70, 90,
120 y 150 ug) y se observo un decremento maximo de la presion de perfusion de 3 +

0.8 mm Hg, respectivamente (Fig. 29).
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Figura. 29. Efecto del alcaloide 3 sobre la presiéon de perfusion del rifion aislado perfundido de

ratas normotensas en presencia de L-NAME (2 x 10* M) y a tropina (10" M). n=5.

7.13. TOXICIDAD AGUDA

Con la finalidad de conocer la dosis correcta de la mezcla de alcaloides parcialmente

purificados de Heimia salicifolia, para ser administrada en la rata anestesiada

normotensa, se realizd una prueba de toxicidad aguda cuya via de administracion fue

intraperitonial observandose que con la dosis de 500 mg/kg causé 100% de mortalidad

(Tabla 5) la dosis de 250 mg/kg caus6 muerte 60% de los animales probados,

respectivamente. Los cambios observables en la conducta después de la administracion

de las dosis fueron decremento en la actividad respiratoria, temblores corporales y

disminucion motora. La muerte fue debida a asfixia por paro respiratorio durante o entre

las convulsiones.

Tabla 5. Toxicidad aguda de la mezcla de alcaloides parcialmente purificados de Heimia

salicifolia en raton.

DOSIS (mglkg) MUERTES
50 0
100 0
250 3
500 5
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8.0. DISCUSION

En estudios previos realizados en el laboratorio con los extractos acuoso y
metandlico de las hojas de Heimia salicifolia se observd que disminuian la presion
arterial de ratas normotensas. Al realizar estudios quimicos para aislar los
compuestos activos siguiendo parte de la metodologia propuesta por Blomster
(1964) y Dobberstein (1974), se obtuvieron 4 fracciones cuyos valores de Rf (Tabla
1) son similares a los Rf obtenidos por estos autores, por lo que probablemente se
trate de los mismos alcaloides de quinolizidina: Nesodina (Al), Litrina (A2), Vertina
(A3) y Lifolina (A4). Sin embargo, es necesario realizar otros estudios quimicos para

llegar a dilucidar la estructura quimica de estos alcaloides.

El rendimiento obtenido es bajo, lo cual es de esperarse ya que son productos del
metabolismo secundario de la planta. Varias plantas, entre ellas Heimia salicifolia ,
producen estos alcaloides en cantidades bajas. Por otro lado de acuerdo con las
observaciones realizadas por Dobberstein (1974), los alcaloides de Heimia
salicifolia se encuentran en menor cantidad cuando la planta es joven y aumentan
conforme la planta llega a su fase adulta, cuando la exposicion al CO, aumenta, la
sintesis de estos alcaloides es mayor. En general los metabolitos secundarios
producidos por estas plantas los utilizan como un mecanismo de proteccién contra
insectos y mamiferos, asi como también para interaccionar con bacterias, hongos,
virus y con otras plantas (Wink, 1993).

Los resultados obtenidos con la administracion de Ang Il (i.v.) mostraron aumento de
la presion sistolica dependiente de la dosis; el efecto maximo fue alcanzado oon la
dosis de 100 ng/kg (Fig 13) de forma similar a lo obtenido por Navarrete (2004). Esto
se debe a que la Ang Il aumenta la resistencia periférica total (Goodman, 1996),
debido a la vasoconstriccion, que se lleva acabo mediante el siguiente mecanismo
de sefializacion: La estimulacion de los receptores AT1 localizados sobre las células
del masculo liso vascular promueven el intercambio de GDP-GTP activando la
produccion de la proteina Gq, posteriormente la Gp, unida a GTP, se desplaza hasta
la fosfolipasa C estimulando la hidrdlisis del fosfatidilinositol- 4,5- bifosfato en inositol
trifosfato y diacilglicerol, estas dos moléculas actian a su vez como segundos
mensajeros. El IP3 promueve la liberacién de DAG yCa™ almacenado en el reticulo

endoplasmico. Activan una proteina cinasa C en la superficie de la membrana
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plasmatica, que a su vez estimula la actividad de la cinasa de la cadena ligera de
miosina, promoviendo el entrecruzamiento de actina y miosina, produciéndose
vasoconstriccion y con ello un incremento en la presion arterial como si los animales
fueran hipertensos (Dinh, 2001), por lo cual este modelo de hipertensién aguda fue
utilizado para estudiar el efecto de la administracion de los alcaloides de Heimia
salicifolia.

Por otro lado, al estudiar el efecto de la mezcla de los alcaloides parcialmente
purificados se observo que la presién de b rata normotensa disminuyé de manera
dependiente de la dosis (Fig. 14), lo que sugiere la posibilidad de interaccién entre el
o los compuestos activos y moléculas receptoras, pues la respuesta de un ligando
es proporcional al nimero de receptores ocupados por el ligando (Hasrat et al.,
2004). Entre los alcaloides presentes en Heimia salicifolia reportados por Malone
Rother y (1994) se encuentra vertina (Rf= 0.55) del cual ha sido reportado que
disminuye la presion sanguinea (Robichaud 1964 y Malone, 1972). Lo que sugiere
gue, probablemente, en nuestra mezcla de alcaloides se encuentre vertina 0 un
compuesto muy similar. Cuando se administr6 Ang Il en organismos pretratados con
la mezcla de los alcaloides (Fig.15) el efecto hipertensor de la Ang Il fue reducido; lo
gue nos sugiere que alguno de los alcaloides presentes en la mezcla se encuentre
ocupando el mismo receptor a Ang Il y de estd manera se esté produciendo un
antagonismo farmacoldgico el cual se produce por bloqueo de la unién del agonista
a su receptor (Katzung , 1991) o que el efecto antihipertensor se esté produciendo a
través de la activacion de otro tipo de receptores diferentes a los de Ang Il (p. €j. H1
y colinérgicos de tipo muscarinico) cuyo efecto vasodilatador es por liberacién de
oxido nitrico (Stankevicius, 2003 y Thors, 2004).

En la separacion de los alcaloides por cromatografia en capa fina se encontraron
dos alcaloides (F2 y F3) cuyo efecto fue hipotensor; sin embargo el alcaloide 3
mostr6 mayor efecto y de mayor duracion, (Fig. 20 y 21), probablemente este efecto
tan marcado sobre la PA sea a que se encuentre ocupando € mismo receptor de
Ang Il (AT1l) antagonizdndolo de manera competitiva o0 que actie por otro
mecanismo, como un antagonismo fisioldgico por la ocupacién y estimulacién de
receptores que inducen hipotension como los muscarinicos de acetilcolina, H; de
histamina, B; de bradicinina, o para prostaciclina (Amos y col., (2003) y Ganado y
col., (2004)).
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El alcaloide 2 también disminuyé la presion arterial (Fig.18) de manera transitoria y
en menor grado que el alcaloide 3, al administrar Ang Il (Fig. 19) a organismos
pretratados con este alcaloide se redujo la respuesta maxima a Ang Il; sin embargo
esta reduccion fue menor que la observada con el alcaloide 3, por lo que
probablemente también antagonice a los receptores AT1, pero su afinidad por dicho
receptor sea diferente al alcaloide 3.

El alcaloide 1 no mostré ningln efecto sobre la presion arterial, ni accion antagonica
sobre la Ang Il, como se puede observar en las (Fig. 16 y 17). Aunque este grupo de
alcaloides de quinolizidina comparte similitudes quimicas es probable que al
alcaloide 1 le falte algun grupo quimico requerido para mostrar efectos sobre el
sistema cardiovascular.

El alcaloide 4 mostr6 un efecto hipertensor (Fig. 22); posteriormente cuando se
administrd Ang Il en presencia del alcaloide 4 (Fig. 23) se observé disminucién de la
presion arterial con la dosis mas alta pero estadisticamente no fue significativo. Este
efecto opuesto al de los otros alcaloides probablemente se debe a que el alcaloide 4
se una a receptores con efecto hipertensor como los adrenérgicos de tipo a [0 o que
inhiba vias de generacion de agentes hipotensores como la sintesis del NO y en
ambos casos con poca afinidad. Probablemente como ya ha sido mencionado para
otras plantas, en ellas existen compuestos con efectos opuestos, por alguna

modificacion quimica y también se una al receptor de Ang Il con menor afinidad.

El principal mecanismo vasorrelajante en los lechos vaculares es a través de oxido
nitrico (NO), se sintetiza por medio de la sintasa de oxido nitrico (NOS) endotelial,
teniendo como sustrato la L-arginina. EI NO asi, producido difunde del endotelio
vascular hacia el muasculo liso vascular, donde actia estimulando a la guanilato
ciclasa, lo que aumenta el nivel del GMPc, y con ello disminuye el calcio citosdlico y
se lleva acabo la relajacion (Palmer, 1992; Moncada, 1988). La disminucion de la
produccién del NO es parte importante de los mecanismos de la disfuncién

endotelial en procesos patologicos como la hipertension (Cachofeiro, 2001).
Con la finalidad de conocer si el efecto hipotensor del alcaloide 3 depende de la

liberacion de NO, se realizaron ensayos utilizando el modelo de reactividad vascular

renal, instalado en un sistema tipo Langendorff.
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Observando que la acetilcolina causé vasorrelajacion del rifidn precontraido
con FEN, cuando la acetilcolina se une al receptor muscarinico M3 activa la
fosfolipasa C que genera IP3 el cual estimula la salida de calcio del reticulo
endoplasmico liso elevandose el nivel de calcio citosélico. El calcio se asocia a la
calmodulina y activan a la NOS lo cual produce NO (Stankevicius, 2003). Al
estimular el riRén previamente contraido con FEN con el alcaloide 3 también se
observo vasorrelajacion de manera semejante con acetilcolina, lo que sugiere que el
mecanismo por el cual el alcaloide 3 disminuyd la presion sanguinea es a través de
un efecto relajante sobre la musculatura vascular lisa, semejante al efecto producido
por acetilcolina.

Cuando el lecho vascular renal se precontrajo con el L-NAME, que es un
inhibidor competitivo de la NOS, se observd que tanto la acetilcolina como el
alcaloide 3 produjeron efecto vasorrelajante de menor magnitud que con la
precontraccion con FEN. Esto sugiere que el efecto relajante del alcaloide 3 se debe
a gue estimula la liberacion del NO de las células endoteliales de manera similar a
lo que sucede con la acetilcolina. Este efecto ha sido reportado en otras plantas
como en la raiz de Urtica dioica (Urticaceae) por Testai y col. (2002) y Gossypium
barbadense (Malvaceae) por Hasrast (2004) en donde su efecto vasorrelajante se
encuentra mediado por la liberacién endotelial de NO.

En la ultima serie experimental el rifiédn, ademas de ser perfundido con L-
NAME también se perfundié con atropina, antagonista no selectivo de receptores
muscarinicos colinérgicos, observandose que la respuesta vasodilatadora de
acetilcolina y del alcaloide 3 fue menor que en la serie experimental perfundiendo
Unicamente L-NAME, sugiriendo que la accién hipotensora del alcaloide 3 se debe a
la estimulacion del receptor muscarinico que al estar bloqueado por la atropina
impide su union al alcaloide 3, por lo cual la respuesta vasodilatadora es menor.
Este efecto agonista del alcaloide 3 sobre los receptores muscarinicos ha sido

reportado en la familia de las Leguminosae (Schmeller y col., 1994).

Estudios realizados por (Schmeller y col., 1994) encontraron que las plantas
Lupinus albus, L. mutabilis y Anagyris foetida contienen alcaloides de quinolizidina y
tienen afinidad por los receptores nicotinicos del SNC entre ellos la L-piridona, N-
metilcitisina y citisina, mientras que los alcaloides de quinolizidina mostraron mayor

afinidad por los receptores muscarinicos, por lo cual es probable que el alcaloide 3
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aislado de Heimia salicifolia tenga afinidad por los receptores muscarinicos y su

efecto hipotensor y vasorrelajante se deba a la liberacién de NO.

Los estudios de toxicidad aguda de la mezcla de alcaloides se realizaron con
la finalidad de tener un intervalo de dosis que no produjera efectos toxicos o incluso
letales, y encontramos que entre 50-100 mg/kg no produjeron efectos letales. A
partir de la dosis de 250 mg/kg se observdé muerte en el 60% de los organismos.
Estos resultados nos sugieren que Heimia salicifolia tiene poca toxicidad ya que los
efectos téxicos se produjeron en dosis muy altas en relacion a las utilizadas en este
estudio (1-5 mg/kg).

Rother y Malone (1994) reportaron que \ertina produce depresion del sistema
nervioso central, disminucion de la tasa respiratoria y de la frecuencia cardiaca, asi
como hipotermia y pasividad. Estos efectos también fueron observados en nuestro
estudio con la dosis de 250 y 500 mg/kg. (Schmeller y col., 1994) reportaron que el
mecanismo por el cual puede explicarse la toxicidad de los alcaloides de
quinolizidina es a través de la union de receptores muscarinicos para acetilcolina y

canales ionicos (Na*, K*), (nicotinicos).

9.0. CONCLUSION

De los 4 alcaloides aislados, el alcaloide 3 mostré efecto hipotensor, antagonismo
contra Ang Il y efecto vasodilatador que depende de la liberacién de NO y de su
union a receptores colinérgicos muscarinicos.

Con el analisis de estos resultados, se concluye que Heimia salicifolia contiene por
lo menos, un alcaloide quinolizidinico que potencialmente puede ser utilizado en el
tratamiento de la hipertension.
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