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RESUMEN

Heimia salicifolia (HBK) Link comunmente llamada hierba de San Francisco, es un arbusto de
la familia Lythraceae nativa de América, crece en zonas semicalidas y templadas. Las hojas
se han utilizado en la medicina tradicional mexicana como antiinflamatorio, sedante,
antiespasmaodico y antibacteriano. Contiene principalmente alcaloides que pertenecen a la
familia de las bifenilquinolizidinas. El objetivo de este estudio fue caracterizar quimica y
farmacoldgicamente los alcaloides de Heimia salicifolia por sus propiedades
antihipertensoras.

Estudios previos con los extractos acuoso y metandlico de las hojas de Heimia salicifolia
disminuyeron la presion arterial sistélica de la rata normotensa. Mediante métodos de
extraccién quimica, se aislaron los alcaloides extracto cloroférmico. Se registré la presion
arterial sistélica en la arteria carétida de ratas Wistar macho anestesiadas con pentobarbital
sédico (35 mg/kg). Se realiz6 una curva dosis respuesta al extracto cloroformico
observandose disminucion de la PAS de 20 + 7 mmHg. Al realizar una curva dosis respuesta
a angiotensina Il (25 -125 ng/kg) en presencia del extracto cloroférmico se observo que la
curva se desplazaba hacia la derecha concluyéndose que el extracto cloroférmico tiene
efecto antihipertensor.

Posteriormente, la administracion del extracto cloroférmico durante 10 dias por via oral a
ratas normotensas en dosis de 10, 20 y 40 mg/kg, disminuyd la presién arterial sistolica en
28%, 21% y 4%, respectivamente; mientras que en ratas hipertensas mediante la
administracion de L-NAME mas extracto cloroférmico en dosis de 10 y 20 mg/kg disminuyo la
presion arterial sistolica en 11 y 12% con respecto al grupo de L-NAME indicando que el
extracto cloroférmico tiene efecto hipotensor en la rata normotensa y antihipertensor en ratas
hipertensas.

Al realizar estudios in vitro en el lecho vascular mesentérico de ratas normotensas con y sin
endotelio en presencia del extracto cloroformico se observo disminucion de la presion de
perfusion a través de la integridad del endotelio y de la liberaciébn de Oxido nitrico de las
células musculares lisas.

La separacion del extracto cloroformico mediante cromatografia en columna y capa fina
permitid la separacion de 4 alcaloides cuyo Rf fue: alcaloide-1 0.92, alcaloide-2 0.87,

alcaloide-3 0.55, y alcaloide-4 0.35. Se estudié su efecto en el modelo de la rata normotensa
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y se observo disminucion de la presion arterial sistélica con el alcaloide-1 de 4.3 + 1.3 mmHg,
alcaloide-2 de 26 + 2 mmHg y alcaloide-3 de 27 + 4 mmHg dependiente de la dosis. Al
realizar la curva dosis respuesta angiotensina Il (25 -125 ng/kg) en presencia de cada uno de
los alcaloides (dosis 2 mg/kg), se observo que los alcaloides 2 y 3 disminuyeron la respuesta
presora maxima a angiotensina Il en 32 y 59.6%. Por lo que se decidio continuar el estudio
con el alcaloide-3 utilizando el modelo del lecho vascular mesentérico perfundido con
solucién Krebs mas fenilefrina 10~ M. La presion de perfusién aument6 en un 69%, en estas
condiciones se realizO0 una curva concentracion respuesta a acetilcolina y al alcaloide-3
observandose disminucion de la presion de perfusion de 26%. En otra serie experimental se
perfundié fenilefrina + L-NAME (2 x 10-* M) y fenilefrina + azul de metileno (10> M) vy al
realizar la curva concentracion respuesta a acetilcolina y al alcaloide-3 se observo
disminucién de la presion de perfusion de 11 y 8%, respectivamente. Al perfundir fenilefrina+
wortmanina (10 M) se observé disminucién de la presién de perfusién de 1.8% con el
alcaloide-3. En otra serie experimental se perfundié fenilefrina + atropina (10> M) se
observd disminucion de la presion de perfusion de 8% con el alcaloide-3. En otra serie
experimental se perfundié fenilefrina + difenihidramina (10> M) se observé disminucién de la
presion de perfusion de 30% con el alcaloide-3.

Posteriormente, al alcaloide-3 se le realizaron pruebas colorimétricas utilizando la reaccion
de la 4-nitroanilina y espectroscépicas de resonancia magnética nuclear de C2y H' e
indicaron que el alcaloide-3 pertenece a la familia de las bifenil-quinolizidinas. Se trata del
alcaloide litrina.

El andlisis de los resultados de los ensayos biol6égicos mostraron que el alcaloide-3 para
ejercer su efecto vasodilatador requiere de la liberacion de 6xido nitrico de las células
endoteliales, a través de la activacion de la via PI3K Akt y de su unidn a receptores
muscarinicos. En base a estos resultados se concluyé que Heimia salicifolia contiene por lo
menos, un alcaloide bifenilquinolizidinico cuyo efecto es vasorrelajante y puede ser utilizado

como agente hipotensor.



1. INTRODUCCION

La hipertension arterial es uno de los problemas de salud publica mas
importantes en los paises desarrollados, y una de las enfermedades cronicas
de mayor prevalencia en México (SSA, 2000). Representa un factor de riesgo
de enfermedad cardiovascular ya que lesiona vasos sanguineos, renales,
cardiacos y cerebrales produciendo complicaciones cardiovasculares,
accidentes cerebrales, insuficiencia cardiaca, enfermedad isquémica, dafio
renal y ateroesclerosis (Gharavi y col., 2001). Desafortunadamente en el 90%
de los hipertensos la etiologia es desconocida, razon por la cual su tratamiento
es fundamentalmente paliativo y en gran parte se basa en el uso de sustancias
con las que se busca mantener la presion arterial sistélica dentro de un rango
de valores normales.

No obstante la existencia de numerosos medicamentos antihipertensivos, gran
parte de la poblacion mexicana tanto de zonas rurales como urbanas, utilizan
plantas para mitigar uno o varios sintomas que en ocasiones acompafan a la
hipertension arterial. La terapéutica con plantas, ha sido practicada desde
tiempos inmemoriales y en México a principios de este siglo constituia la base
de la prevencion y curacion de la mayoria de las enfermedades mas frecuentes
(Magos, 1999). La informacion cientifica sobre este campo se ha incrementado;
sin embargo, para una gran cantidad de extractos y sustancias de origen
vegetal, no se cuenta con los estudios preclinicos y / o clinicos que permitan
reconocer cientificamente sus propiedades medicinales y toxicas. De las 250,
000 a 750, 000 especies de plantas (SAGARPA, 2001), se estima que una de
cada siete especies posee alguna propiedad curativa. En México existen 124
especies de plantas encontradas para el tratamiento de la presion arterial
sistélica. De estas el 74% se utiliza de manera empirica, como ejemplo de
éstas se encuentra la anona, el chayote, el perejil (De feo y col., 1993), y solo
el 26% han sido estudiadas cientificamente entre éstas se encuentran la
Boerhavia difusa (mata de pavo), Cardiospermum halicacabum (Farolitos), Sida
acuta (malva), (Hansen y col.,, 1995), Bidens pilosa (Acetilla) (Dimo y col.,
2002). De otras plantas como la rauwolfia (Rauwolfia vomitoria o Rauwolfia

serpina, se han aislado de la corteza y la raiz compuestos como los siguientes



alcaloides: 1) Reserpina: que disminuye la presion arterial y la frecuencia
cardiaca 2) Rescinamina, con acciones similares a la reserpina pero menos
efectos depresores del SNC 3) Ajmalicina, un bloqueador adrenérgico
B, que produce vasodilatacion y es simpaticolitico. 4) Raupina. Accién
hipotensora y 5) Ajmalina: arritmico en el uso de taquicardias (Kuklinski, 2000).
Solo algunas plantas se han estudiado a nivel clinico dentro de éstas se
encuentra la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y el ajo (Allium sativum)
(Montoya, 2005).

En la actualidad, el estudio de las plantas medicinales como recurso de la
terapéutica moderna ha entrado en una etapa de interés meédico cientifico a
nivel nacional y mundial, lo que obedece a la necesidad de contar con
farmacos mas eficaces con menos efectos colaterales y de costo accesible
para los pacientes con enfermedades cronicas.

La presente investigacion pretende acercarse al conocimiento quimico y
farmacoldgico de Heimia salicifolia, la cual a pesar de que no cuenta con
antecedentes etnobotanicos contiene metabolitos de naturaleza alcaloidal que
en investigaciones cientificas han mostrado actividad hipotensora. Por esta
razon, la posibilidad de encontrar propiedades antihipertensoras en Heimia
salicifolia, es altamente probable.

El objetivo de la presente investigacion fue aislar los alcaloides de las hojas de
Heimia salicifolia, estudiar su efecto hipotensor y antihipertensor de cada uno
de estos alcaloides en diferentes modelos de hipertension y proponer el

mecanismo de accion del efecto vasodilatador.



2. ANTECEDENTES

2.1. Fisiologia del endotelio vascular

El endotelio vascular actualmente es considerado como un “6rgano” de regulacion
vascular con acciones endécrina, paracrina y autécrina que esta implicado en procesos
vasoactivos, metabdlicos e inmunes (Cachofeiro y col., 2000). Antes de describir las
funciones del endotelio, mencionaremos algunos aspectos de la microestructura de la
célula endotelial.

Las células endoteliales poseen componentes del aparato contractil del tejido muscular:
actina, miosina, tropomiosina y alfa-actinina (Fig.1). Que se encuentran organizadas en
tres estructuras llamadas: membrana cortical, sistema de filamentos de actina y las
fibras de tensioén estriadas tipo miofibrillas (Cachofeiro y col., 2000).

Mediante su accion conjunta, estos componentes mantienen la:

. Estructura y remodelacion de la membrana plasmatica
. Inmovilizacion de las proteinas en la membrana endotelial
. Permeabilidad selectiva del endotelio a sustancias y células.

La membrana cortical es responsable de la forma y de la elasticidad de las células
endoteliales, sirve de anclaje para diversas proteinas de membrana y de moléculas de
adhesion. Entre las proteinas de membrana se encuentra la anexina, que es un
complejo de i6n calcio (Ca™), lipidos y proteinas, que controla la exocitosis y la
endocitosis.

Dentro de las moléculas de adhesion estan la E-selectina y la cadherina. Por todo ello
tanto, la adherencia de células y el paso de moléculas a través de las células
endoteliales dependen de la integridad de la membrana cortical (Consentido y col.,
2000).

Las fibras de tension son totalmente distintas de la membrana cortical, son abundantes
en las células endoteliales pues se encuentran expuestas a mayor fuerza de friccion o
estiramiento de la pared ejercida por la sangre circulante. Ayudan a la célula endotelial
a adaptarse a las fuerzas mecanicas del flujo de sangre (Jiménez y col., 2003). Las

caveolas son estructuras vesiculares tipicas del endotelio, se encuentran distribuidas



entre un 5y 10% de la membrana celular endotelial. Son ricas en lipidos, receptores y
proteinas como la actina. Algunas tienen forma de depresion, mientras que otros son
estructuras planas o globulares. Las caveolas estan formadas por transportadores o
canales de numerosas moléculas como colesterol, acidos grasos, Ca™" tanto a través
de las células como dentro y fuera de ellas.

Pueden actuar como reservorios de receptores interiorizados, de los que se podra
disponer cuando le sean necesarios a la célula. Participan en procesos de transduccion
de sefiales, incluidos los que favorecen la vasoconstriccion, vasodilatacion vy

crecimiento de la pared del vaso (Shaul y col., 2000).
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Figura. 1. Componentes morfologicos de la célula endotelial.



Las funciones del endotelio son mdltiples, por lo que se puede inferir que funciona como
barrera selectiva entre los compartimentos extra e intravascular, mediante la
permeabilidad selectiva del tamafio y carga eléctrica de la molécula. La permeabilidad,
consiste en el transporte de solutos y agua a través de las capas endotelial y epitelial,
puede seguir dos vias. La via transcelular cruza las membranas celulares basal y apical
y es principalmente mediada por canales, acarreadores, bombas y vesiculas. En
contraste, la via paracelular pasa a través de los espacios intercelular y lateral entre las
células en contacto y es mediado por las uniones estrechas (Bazzoni y col., 2006).
Regulacion de los procesos de agregacion plaguetaria, coagulacion y fibrinolisis: Esta
funcion la realiza mediante la expresion de la trombo-modulina, que se une a la
trombina, disminuyendo de esta forma su afinidad por el fibrinbgeno y aumentando la
actividad de la proteina C.

A su vez el endotelio puede ser trombogénico, al activar el factor Von Willebrand, que
estabiliza al factor VIII y actia como cofactor en la adherencia de las plaquetas.
Segrega el factor activador de plaguetas, que es un mediador importante en la
produccion plaquetalfibrina. Estos factores normalmente promueven la coagulacion
local y la reparacién en el sitio de dafio (Pacheco y col., 2003).

Regulacion de la proliferacion y crecimiento de las células de la pared vascular:

El endotelio regula la capacidad de proliferaciéon del musculo liso vascular mediante la
liberacion de numerosos factores como el factor de crecimiento angiogénico, el factor
de crecimiento endotelial vascular que actian localmente, aisladamente o en
combinacion sobre las células del musculo liso modulando su capacidad proliferativa y
migratoria (Scout y col., 1993).

Regulacion de la adhesion de leucocitos a las células endoteliales a través de la
expresion de la P-selectina, E-selectina, moléculas de adhesion intracelular tipo 1 y
moléculas de adhesidn vascular tipo 1. La P-selectina es la primera en expresarse y
ocurre en los primeros 15 minutos de la activacion endotelial, estas moléculas permiten
la adhesion, rotacion y migracion leucocitaria hacia los tejidos, este mecanismo tiene la
finalidad de proteccion, sin embargo los leucocitos y macrofagos liberan enzimas
proteoliticas y radicales libres de oxigeno que amplifican el dafio tisular y la lesion
endotelial (Contreras, 2004).



Regulacion del tono vascular; entendiéndose por tono vascular, la contraccion sostenida
del muasculo liso que le permite al vaso mantener un didmetro continuo mediante la
liberacion de sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras por el endotelio (Badimon,
2001).

2.2. Participacion del endotelio vascular en la regulacién de la presion arterial

La presion sanguinea o arterial es la fuerza ejercida por la sangre contra cualquier area
de la pared vascular, y corresponde al producto del gasto cardiaco por la resistencia
vascular periférica total (Tresguerres, 1999). Su expresion matematica es: PA= GC X
RTP, esta relacion indica que cualquier factor que modifique el gasto cardiaco o la
resistencia periférica total modificara la presion arterial. El gasto cardiaco esta
determinado por varios factores, entre ellos estan: las propiedades contractiles del
corazoén, la frecuencia y el ritmo cardiaco, la precarga, la actividad del sistema nervioso
autonomo y la integridad funcional de las vélvulas cardiacas. La precarga esta
determinada por el volumen intravascular, el tono y la capacidad venosa. La resistencia
periférica total es la fuerza que se opone al flujo sanguineo y depende del volumen
sanguineo y del didmetro 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 sistélica y diastélica. La
presion sistolica corresponde a la fuerza ejercida por la sangre contra la pared vascular
cuando es impulsada por el corazén durante la sistole, y la presion diastélica
corresponde a la fuerza ejercida por la sangre contra la pared de los vasos durante la
diastole ventricular o estado de relajacion del corazon (Guillén, 2002).

La presion sistélica promedio de un adulto joven y sano es de 120 mmHg y la presion
diastolica es de 80 mmHg (120/80). La presion arterial sistolica no se mantiene continua
a lo largo del dia, ya que se van produciendo aumentos y descensos, dependiendo de
la actividad que se realice (Costanzo, 2000), sin embargo existen mecanismos de
control que mantienen los valores de la presion arterial sistélica en intervalos que se
consideran normales.

La presién arterial sistélica normal se conserva asi porque existen varios mecanismos

gue interaccionan y actlan sobre el gasto cardiaco y la resistencia periférica total



(Tresguerres, 1999); en el presente estudio solo se mencionard, su regulacién a través
del endotelio vascular.

El endotelio vascular interviene activamente en la produccion de sustancias
vasoconstrictoras y vasodilatadoras (Cachofeiro, 2001) que le permiten participar
importantemente en la modulacién del tono vascular (Fig. 2). El endotelio vascular
participa en la activacion de algunas sustancias del plasma como bradicinina,
noradrenalina, serotonina y ADP, y en la sintesis y liberacion de vasodilatadores como
prostaciclina, metabolito del acido araquidonico via ciclooxigenasa (Moncada y col.,
1976) y el factor relajante derivado de endotelio actualmente conocido como Oxido
nitrico (Furchgott y Zawadzki, 1980). El endotelio vascular también participa en la
sintesis de agentes vasoconstrictores como la endotelina y metabolitos del acido
araquidonico via ciclooxigenasa como el tromboxano A,. El endotelio vascular esta
expuesto a cambios del flujo sanguineo y a cambios de presién por lo cual, al sufrir de
estrés relativo al flujo y deformaciones en las paredes de los vasos, participa en la
respuesta, generando rapidamente Oxido nitrico y prostaciclina y modulando la
respuesta estructural a largo plazo del musculo liso de la pared vascular, produciendo
factores de crecimiento que estimulan la proliferacion del muasculo liso vascular. La
prostaciclina y el 6xido nitrico tienen efectos antiproliferativos, por lo cual se establece
un mecanismo de control entre los factores de crecimiento y la prostaciclina y el 6xido
nitrico. Las endotelinas son péptidos de 21 aminoacidos que contiene dos puentes de
disulfuro (ET-1, ET-2, ET-3), difiriendo las dos ultimas en dos y seis aminoacidos. Las
endotelinas son producidas por el endotelio vascular en forma de preproendotelina que
requiere un proceso proteolitico de ruptura por una endopeptidasa dando lugar a un
péptido intermediario de 38 aminoacidos, la pro-endotelina que es inactiva requiere de
la enzima convertidora de endotelina para formar a la endotelina. Las endotelinas
difieren en su actividad biolégica, asi la ET-1 tiene una accidn paracrina que ejerce a
través de su unidn a receptores especificos llamados ET, que se encuentran en las
células del musculo liso; a corto plazo, regula el tono vascular y modula los reflejos
cardiovasculares mediante su accion vasoconstrictora, mientras que los receptores ETg
se localizan en las células endoteliales, liberan éxido nitrico y prostaciclina que modulan

su accién vasoconstrictora (Tollins y col., 1999).
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Figura. 2. Generacion de vasoconstrictores endotelina y vasodilatores prostaciclina y éxido
nitrco a través de las células endoteliales



2.3. Sustancias vasodilatadoras producidas por el endotelio

Dentro de las sustancias vasodilatadoras producidas por el endotelio se encuentran la
prostaciclina, el factor hiperpolarizante derivado del endotelio y 6xido nitrico siendo este
compuesto uno de los mas importantes ya que es liberado continuamente de las células
endoteliales por lo tanto mantiene de manera continua la vasodilatacion del masculo

liso.

El 6xido nitrico es un radical libre compuesto por un atomo de nitrégeno y otro de
oxigeno. Es una molécula de vida media corta (3 a 5 segundos), después se transforma

a nitritos y nitratos sin actividad sobre el endotelio (Hecker y col., 2000).

El éxido nitrico en el endotelio se sintetiza por la actividad de la sintasa de éxido nitrico
sobre la L-arginina, una vez sintetizado el NO difunde hacia el musculo liso donde se
une al grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble (Cosentino, 1999), causando un
cambio conformacional en la enzima que la hace activa, con el consiguiente aumento
de la concentracién intracelular del 3’,5’-guanosina monofosfato ciclico. A su vez, este
segundo mensajero (GMPc), produce la apertura de canales de K" hiperpolarizando la
fibra muscular lisa y disminuyendo el contenido intracelular de Ca*? (Li, 2001) esto

conlleva a que el musculo liso vascular se relaje.

La actividad de la eNOS requiere de sus dos sitios cataliticos. 1) el dominio de actividad
reductasa esta ubicado en el C-terminal de la enzima y con los sitios de unidn para los
cofactores NADPH, FAD Y FMN. Las flavinas FADH y FMNH trasladan electrones
desde el NADPH al grupo hemo. 2) el sitio de actividad oxidasa estd compuesto por un
grupo hemo ubicado en N-terminal de la proteina, y determina la oxidacion de la L-
arginina. Ambos dominios se hallan separados por un sitio de unién para calmodulina.
De esta manera el grupo terminal guanidino de la arginina incorpora 5 electrones
oxidandose, reaccion que es sustentada por el NADPH, las flavinas FMNH, FADH y la
tetrahidrobiopterina constituyen cofactores adicionales de la eNOS (Campbell, 2002). La
transferencia de los electrones requiere la fijacion de calmodulina a la sintasa de oxido

nitrico.



Se han identificado 3 isoformas de la NOS, la endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) y la
inducida (iINOS); la eNOS y la nNOS son constitutivas dependientes de calcio-
calmodulina, su actividad depende de la activacion de Akt que se encuentra a su vez
regulada por la enzima fosfatidilinositol-3-cinasa la cual fosforila fosfatidilinositoles (PI)
especificos, dando como producto fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato y fosfatidilinositol 3,4,
5-trifosfato, estos lipidos son reconocidos por Akt que es una serina treonina cinasa
citosdlica que consta de una sola cadena polipeptidica, con dominios cataliticos
(cinasa) y a su vez se encuentra regulado (por 3 fosfatidilinositoles), dominio rico en
glicina (G) y de homologia con pleckstrina (PH) que le permiten su interaccion con PI3P
(Vivanco y col., 2002). Este cambio de localizacion celular permite que la enzima Akt
cuando se encuentra activa fosforile los aminoacidos serina o treonina de multitud de
proteinas que poseen la secuencia aminoacidica consenso RXRxxS/T en su estructura
primaria (Ruiz, 2002); Estudios recientes han demostrado que Akt fosforila a la eNOS
en su residuo serina 1179 y en la secuencia del humano en la serina 1177.

El gene de la enzima inducible se encuentra en el cromosoma 17, su peso molecular es
130 kDa y su produccion es estimulada por agentes inflamatorios en macrofagos y
fagocitos. Los cuales liberan grandes cantidades de NO de forma sostenida, para asi
eliminar bacterias, parasitos y otros agentes patdgenos (Lowenstein, 1994).

Algunas sustancias enddgenos como la acetilcolina, bradicinina e histamina producen
su accion vasodilatadora a través de la liberacion de 6xido nitrico, ya que al interactuar
con sus receptores especificos (Buga y col., 1991), por ejemplo muscarinicos para
acetilcolina, estimulan la actividad de la fosfolipasa C, lo que desencadena la formacion
del 1, 4, 5-inositol trifosfato y diacilglicerol. Estos segundos mensajeros abren los
canales de calcio del reticulo endoplasmico liso con la consecuente liberacién de calcio
gue se une a la calmodulina y activa la sintasa de 6xido nitrico generando 6xido nitrico
(Quesada, 2000).

10



La sintesis de Oxido nitrico puede ser inhibida por analogos estructurales de la L-
arginina como la nitro-monometil-L-arginina (L-NMMA), Nw-nitro-L-arginina-metil-éster
(L-NAME) y nitro-L-arginina (L-NA). Palmer y col. (1988) demostraron el papel de la L-
arginina como precursor del 6xido nitrico endégeno con el hallazgo de la L-NMMA. Este
compuesto que previamente se describio como inhibidor de la generacion de nitritos y
nitratos en macrofagos activados impidio tanto la relajacion dependiente del endotelio
como la liberacion del 6xido nitrico, cuyo efecto se revierte al afiadir concentraciones
crecientes de L-arginina, concluyéndose que la sustancia L-NMMA actda como un
inhibidor competitivo sobre la sintasa de oxido nitrico (Cowleyl, 1995). Estos inhibidores
se han utilizado en modelos experimentales para desarrollar hipertension ya que se
pierde el equilibrio entre la liberacion de éxido nitrico y las sustancias vasconstrictoras
principalmente de angiotensina Il y catecolaminas lo que produce aumento de la presion

arterial sistolica e hipertension arterial (Santos y col., 2003).

2.4. Sistema renina angiotensina aldosterona

El Sistema Renina-Angiotensina aldosterona juega un papel fisiolégico muy importante
en el mantenimiento de la presién arterial y volumen sanguineo, asi como en

condiciones patoldgicas de presion alta y complicaciones renales (Guyton, 2001).

El sistema renina- angiotensina aldosterona comprende una serie de reacciones
enzimaticas sobre compuestos de naturaleza proteica que conducen a la formacion de
Ang Il.

La renina es una enzima que actia sobre el angiotensinégeno (sustrato de la renina)
para catalizar la formacién del decapéptido Ang |, este decapéptido se desdobla
mediante la ECA dando como producto el octapéptido Ang Il, como se observa en la

figura (Fig. 3).
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Figura. 3. Componentes del sistema renina angiotensina aldosterona y secuencia de formacion de
Angiotensina Il. Angiotensindgeno, ECA (enzima convertidora de angiotensina), angiotensina |, angiotensina
I
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2.4.1 Componentes del SRA-A

2.4.1.1. Renina

Es una proteasa de aspartilo su principal sustrato natural es una a2- globulina, el
angiotensindgeno. La renina rompe el enlace entre los residuos 10 y 11 en el amino
terminal de esta proteina para formar Ang I. La forma activa de la renina es una
glucoproteina que contiene 340 aminoacidos. Se sintetiza como preprorrenina de 406
aminoacidos que se procesa a prorrenina que se obtiene de retirar los ultimos 23 aa de
la regibn amino terminal, y contiene 383 aminoacidos y es una forma madura pero
inactiva de la proteina (Imai, 1998). La renina contiene 340 aminoacidos es
almacenada en las células yuxtaglomerulares y al ser liberada se encuentra circulando
en la sangre. La vida media de la prorrenina es de 15 min (Jackson, 2003). La renina
activa tiene una vida media en la circulacion de 80 min. Su unica funcién conocida es
liberar el decapéptido angiotensina | de la region amino terminal de la molécula de
angiotensindgeno (Ganong, 2002).

El incremento en la actividad del sistema nervioso simpatico de los nervios renales
aumenta las catecolaminas circulantes y las prostaglandinas que estimulan la secrecion
de renina actuando directamente sobre el aparato yuxtaglomerular.

Existen transtornos que incrementan la secrecién de renina como: reduccion de sodio,
uso de diuréticos y de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
hipotensién, hemorragia, deshidratacion, insuficiencia cardiaca, cirrosis, estimulos
psicolégicos o a través del incremento de Na™y CI"en la macula densa (Ganong, 2002).
La secrecién de renina a partir de las células yuxtaglomerulares es controlada por la via
de la macula densa, via del barorreceptor intrarrrenal y por los receptores

B-adrenérgicos (Jackson, 2003).
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2.4.1.2. Angiotensinégeno

El angiotensin6geno, es una a;globulina formada por 453 aminoécidos, es sintetizado
y liberado principalmente por los hepatocitos (también lo pueden hacer adipocitos y
astrocitos) en forma constitutiva, siendo el plasma el principal reservorio del
angiotensinégeno. Esta proteina constituye el sustrato de la renina. La porcion
importante de la proteina es el amino terminal, a partir del cual se libera la angiotensina
I, es reconocido por un péptido sefial y una secuencia carboxilica terminal que contiene
3 sitios de glucosilacion en los aminoacidos 47-49, 295-297 y 319-321, que son

reconocidas por la renina (lbarra y col., 1993).

2.4.1.3. Enzima convertidora de angiotensina

Es una dipeptidil carboxipeptidasa que esta formada por 1278 aminoacidos y presenta
dos dominios homologos, cada uno con un sitio catalitico y una region para unién con
Zn*?, es producida por diferentes tejidos (sistema nervioso central, epitelio de los
tubulos proximales, endotelio vascular, pulmon, epitelio pulmonar). Esta enzima es
inespecifica y desdobla unidades dipéptido de sustratos con diversas secuencias de
aminoacidos. Una caracteristica importante es que sélo reconoce sustratos que poseen
un grupo carboxilo libre en el aminoacido carboxilo terminal, y la prolina no debe ser el
penudltimo aminoacido; asi la enzima desdobla al decapéptido angiotensina | en el
ocatapéptido angiotensina Il, quien contribuye de manera importante en la regulacion

de la presion arterial sistélica (Gomez vy col., 2000).
2.4.1.4. Angiotensina |

Se forma a partir del extremo amino terminal del angiotensindgeno, que es reconocido
por un péptido sefial y una secuencia carboxilo terminal Asp-Arg-Val-Tir-Lle-His-Pro-
Fen-His-Leu. La angiotensina | es el substrato para la enzima convertidora de
angiotensina que da lugar a la angiotensina Il, al separar dos aminoacidos (His y Leu)
de la Ang | (Ibarra y col., 1993).
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2.4.1.5. Angiotensina ll

Es un octapéptido considerado el componente principal activo del sistema renina
angiotensina aldosterona. Su vida media in vivo es menor de 30 segundos, por la
rapidez de degradacion enzimatica por parte de las peptidasas a angiotensina lll, IV, y
1-7. Los efectos fisioldgicos de angiotensina Il se ejercen a través de su unidén a
receptores de siete dominios transmembranales llamados AT1 y AT2, localizados sobre
la superficie de la membrana plasmatica de las células blanco. Las acciones principales
de angiotensina Il, las realiza a través de su union al receptor AT1 y de la activacién
de la via de la Rho cinasa, la cual pertenece a la superfamilia de las GTPasas
pequefias que comprende mas de 100 proteinas estructuralmente relacionadas.

Las GTPasal/s pequefias son activas cuando tienen unido GTP e inactivas cuando
contienen GDP. En su estado activado, las GTPasas pequefias se unen a sus
efectores que, a su vez, regulan un gran nimero de funciones bioldgicas. Las GTPasas
pequefias son controladas por distintas clases de proteinas reguladoras (Boguski y
col., 2000) su activacion esta mediada por la accion de factores intercambiadores de
nucléotidos de guanina conocidos como GEF (guanine nucleotide exchange factors).
Estos factores desplazan al inhibidor de la disociacion de GDP (GDI) y liberan el
residuo isoprénico unido a la GTPasa pequefia que sirve para su anclaje a la
membrana plasmatica, y también catalizan el intercambio de GDP a GTP. La unién del
GTP induce un cambio conformacional en la GTPasa pequefa, activandola y
permitiendo el acoplamiento a sus efectores. Al activarse Rho-cinasa por RhoA
fosforila la fosfatasa de la cadena ligera de miosina, con lo cual esta fosfatasa es
inhibida, y se favorece de esta manera la contraccion de las células musculares lisas
vasculares, la formacion de fibras de estrés y la migracion celular. La importancia de
esta via radica en que la angiotensina Il a través de su receptor AT1 y por estimulacién
de la neurotransmision noradrenérgica periférica, activa a Rho cinasa, para producir
vasoconstriccion y con ello producir aumento en la presion arterial, ademas de realizar
otras funciones como: reduccion de la excrecion urinaria de sodio y agua, e incremento

de la excrecion renal de potasio.
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La angiotensina Il estimula la zona glomerulosa de la corteza suprarrenal para
incrementar la sintesis y secrecion de aldosterona.

Aldosterona: es un mineralocorticoide que participa en el mantenimiento del equilibrio
hidroelectrolitico mediante la regulacion de la reabsorcion y secrecion de Na+ y K+ en
los tubulos distal y colector. La aldosterona se produce localmente en el tejido vascular
tanto en las células endoteliales, como en las células musculares lisas. Esta sintesis
parece ser regulada por los mismos estimulos que regulan la sintesis adrenal. A nivel
vascular, este mineralocorticoide participa en la regulacién del tono vascular a través de
la modulacion del transporte de sodio y calcio en las células musculares lisas de la
media asi como la modulacion de los sistemas adrenérgico, nitrérgico y sensorial
(Cachofeiro y col., 2004).

2.5. Aspectos generales de la hipertension arterial

La hipertension arterial es el aumento sostenido e innecesario de las presiones sistolica
y diastdlica. De la expresion PA= GC X RTP; se puede inferir que la hipertension arterial
puede ser consecuencia de la elevacién de alguno de los dos factores o de ambos. El
aumento fisiologico del gasto cardiaco, puede ser adaptado por disminucién de la
resistencia periférica total y por los mecanismos que controlan la presion arterial normal,
lo cual no ocurre en la hipertension arterial; al parecer los mecanismos barorreceptores,
humorales y renales estan colocados en un valor superior de control de presién arterial
(Guyton, 1996).

La hipertension arterial es uno de los problemas de salud publica mas importantes en
los paises desarrollados, y una de las enfermedades crénicas de mayor prevalencia en
México (SSA, 2000). Representa un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular ya
que lesiona vasos sanguineos renales, cardiacos y cerebrales produciendo
complicaciones cardiovasculares, accidentes cerebrales, insuficiencia cardiaca,
enfermedad isquémica, dafio renal y ateroesclerosis (Gharavi y col., 2001).

Desde el punto de vista clinico la Organizacion Mundial de la Salud define que un
paciente es hipertenso, cuando muestra cifras de presién arterial diastélica mayor o
igual a 90 mm Hg y/o la presion arterial sistélica mayor o igual a 140 mm Hg, dentro de

esta misma clasificacion de acuerdo con los valores de presion arterial sistélica y
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presion arterial diastélica se puede agrupar en hipertensiéon: 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 (Mosterd
y col., 1999).

Se calcula que cerca de 600 millones de personas padecen esta patologia a nivel
mundial. En nuestro pais, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006
se estima que el 30.8% de la poblaciéon mayor de 20 afios (alrededor de 13 millones de
personas) es portadora de este padecimiento, Esta encuesta ubica a la hipertension
arterial como uno de los principales factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Olaiz, 2006).

En Mexico, la mortalidad atribuida a enfermedades cardiovasculares ha mostrado un
incremento sostenido durante los ultimos afios. En 1992, el 2.7% de las defunciones se
relacion6 con enfermedades cardiovasculares, mientras que para el afio 2005, esta cifra
se incremento hasta 3.6%, ubicAndose como la quinta causa de muerte nacional (SSA,
2005).

La prevalencia de esta enfermedad en las mujeres se relaciona estrechamente con la
edad y aumenta considerablemente a partir de los 50 afios, debido a la disminucion de
estrogenos en la menopausia. Asi pues, la relacion de la hipertension entre el sexo
femenino y el masculino pasa de 0.6-0.7 a los 30 afios a 1.1-1.2 a los 65 afios (Olaiz y
col., 2006).

La hipertension arterial segun su etiologia se clasifica en: Primaria y Secundaria

La hipertension arterial esencial es de causa desconocida, constituye del 90-95% de
todos los casos, y la secundaria a otras patologias subyacentes, 5 a 10% restante
(Braunwald y col., 2002).

La hipertension arterial se produce por combinacién de varios factores, como son:
edad, sexo, actividad fisica, dieta, sobrepeso, factores genéticos, sociales vy
psicolégicos (Mazzali y col., 2001), que conllevan al desarrollo de cambios que alteran
la relacion entre el volumen sanguineo y la resistencia periférica. El gasto cardiaco
puede estar elevado en pacientes con exceso de peso 0 en ancianos, sin embargo el
factor mas importante en la hipertensién arterial es el aumento del tono arteriolar, por lo

cual la resistencia periférica total estd aumentada, obligando al corazon a realizar mayor
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esfuerzo para impulsar la sangre a través de las arterias grandes y medianas, las
cuales deben soportar el impacto del ventriculo con su impulso sistdlico y se ven
sometidas a una gran presion (Cotran y col., 2002). Estos vasos pierden su elasticidad
progresivamente y los territorios que irrigan ven reducida su perfusion gradualmente.
Las mismas arteriolas sufren el efecto de la presibn excesiva y sostenida,
desarrollandose hiperplasia arteriolar con reduccién del calibre de su luz, esto a su vez
perpetda la hipertension arterial estableciéndose asi un circulo vicioso (Espino y col.,
1997).

Entre los mecanismos fisiolégicos que contribuyen al desarrollo de la hipertension
arterial esencial estan:

Sistema nervioso simpatico. EI aumento en la actividad del SNS tiene un papel muy
importante en el desarrollo de la hipertension arterial esencial, existe cierta correlacion
entre la presion arterial diastdlica y la concentracion plasmatica de noradrenalina la cual
es constante en personas normotensas, en tanto que en pacientes hipertensos los
niveles estan aumentados; los cambios en la concentracién de catecolaminas son mas
notorios en los pacientes que estan en los limites normales de presion arterial sistolica
(Esler y col., 1990). Se ha observado que en los pacientes con hipertension arterial
esencial la actividad del sistema nervioso parasimpatico esta disminuida, prevaleciendo
el tono del sistema nervioso simpatico; 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
modulacién en la liberacién de su neurotransmisor, dafio en los sistemas que participan
en su recaptura por la neurona adrenérgica o aumento de sus efectos a traves del
sistema renina angiotensina aldosterona (Jackson y col., 1985. Zimmerman y col., 1987.
Debra y col.,, 1983. Chayziantoniou y col., 1991). Otro mecanismo puede ser por
alteraciéon de mecanismos que modulan la actividad de sustancias vasodilatadoras
como las prostaglandinas vasodilatadoras (MaGiff y col., 1973. Messsina y col., 1975.
Mistry y col., 1988).

Sistema nervioso central . Incrementa el gasto cardiaco por medio de sus descargas
simpaticas eferentes lo cual produce vasoconstriccion arteriolar para evitar la

sobrecarga de flujo en los capilares, lo cual eleva la presion arterial sistdlica, los

18



cambios de presion influyen en el rifidn por sus efectos sobre el volumen y en el
sistema renina aldosterona (Henry y col., 1990).

Los barorreceptores son sensibles a la presion media y a la magnitud del cambio de
presion e inician una reaccion barorreceptora refleja de tipo adrenérgico que afecta la
presion arterial sistélica y la frecuencia cardiaca. Se ha observado que la denervacion
de los barorreceptores a menudo no produce hipertensiéon neurégena y cuando sucede
asi el incremento de presion es ligero; varios autores coinciden con Guyton (1990) en
que los barorreceptores no controlan la presion arterial sistdlica a largo plazo.

Factores genéticos . El proceso se inicia con una lesidbn endotelial por una
susceptibilidad genética sobre la que actuan factores del medio, como la ingesta
inadecuada de sodio y las tensiones emocionales. Las células endoteliales modifican
su funcién, con un desbalance entre las sustancias vasodilatadoras-antiproliferativas-
antitrombdticas, a favor de un predominio en la secrecibn de sustancias
vasoconstrictoras-proproliferativas-protromboticas, lo que origina un aumento en los
niveles del calcio a nivel del citosol, Io que provoca vasoconstriccion, estimulacion
celular con proliferaciéon de células duplicables e hipertrofia en células no duplicables,
ademas de secrecion de sustancias paracrinas y endocrinas por células en las que el
calcio constituye el segundo mensajero (catecolaminas, angiotensina, insulina), que
acopla el estimulo con la funcion.

Dentro de los genes que han sido mas estudiados en el desarrollo de la hipertension
arterial se encuentran aquellos que tienen relacion con el sistema noradrenérgico, con
el eje sistema renina aldosterona, con las proteinas G de transduccién transmembranal;
la alfa-aducina, componente de citoesqueleto, que esta involucrada en el contacto
intercelular, en el transporte ionico transmembrana, la transduccion de sefales y el
balance de sodio; y las proteinas que forman los canales ionicos, las bombas de
cationes, los intercambiadores y los cotransportadores; es importante ya que estos
factores genéticos al ser combinados con factores ambientales pueden dar origen a la
hipertension arterial en diferentes individuos aun cuando sean de la misma familia
(Zenteno y col., 2003).
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2.6. Disfuncion endotelial e hipertensién

La disfuncién endotelial es la pérdida de la capacidad del endotelio para inhibir la
agregacion plaquetaria, adherencia de neutrofilos, proliferacion celular y modular el tono
vascular ya que existe disminucion de las sustancias vasodilatadoras principalmente de
oxido nitrico por consecuencia aumenta la actividad de las sustancias vasoconstrictoras
(Fasce y col., 2002).

La disfuncidon endotelial en la hipertension se acompafa de un aumento del estrés
hemodindmico que puede llegar a producir cambios en la estructura y en la funcion del
endotelio. Se han descrito dos tipos de fuerzas que actlan sobre las células
endoteliales vasculares y que aumentan su magnitud en la hipertension arterial
(Mombouli, 1999). La fuerza circunferencial, que depende de la presion de la sangre en
el interior del vaso, del radio de éste 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 regulacién 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 éste. Ambas alteraciones se perpetian y mantienen la
hipertension (Safar y col., 2000). Las consecuencias clinicas del remodelado vascular
asociado a la hipertensiéon son diferentes dependiendo del tipo de vaso que se
considere. En arterias pequefas y arteriolas una disminucién del diametro de la luz y
una reduccion en su numero produce un aumento de las resistencias periféricas, en
arterias grandes, la pérdida de elasticidad implica una disminucién de su capacidad
amortiguadora y propicia el incremento de la presion de pulso. La relacion entre dafio
renal e hipertension implica vasodilatacion de la arteriola aferente para compensar la
reduccion del nimero de nefronas funcionales, lo que producira un incremento tanto en
la filtracion como en la presion glomérulo-capilar, favoreciendo el desarrollo de la

glomeruloesclerosis (Hernandez y col,, 2000)
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2.7. Papel del sistema renina angiotensina aldosterona en la hipertensién

La angiotensina Il tiene diferentes mecanismos de dafio endotelial ya que estimula la
produccion de superoxido por medio de la activacion del sistema oxidativo de
membrana NADH/NADPH en las células musculares lisas, lo que produce la
inactivacion de la eNOS, causa oxidacion de la tetrahidrobiopterina, que actia como
cofactor (Thomas y col., 2003) también puede oxidar al acido araquidonico y por este
mecanismo, liberar al vasoconstrictor 8-iso prostaglandina F2a (isoprostano), las
consecuencias del estrés oxidativo incluyen: pérdida de la vasodilatacion dependiente
del endotelio, expresidon génica, respuestas inflamatorias y perpetuacion de la
hipertension. Las mutaciones en los genes que codifican la sintesis de aldosterona, la
eNOS y el angiotensinégeno se encuentran relacionados con la génesis de la
hipertension arterial. El polimorfismo del gen de la enzima convertidora de angiotensina
que consiste en la ausencia (supresion D) o la presencia (insercion-1) de un fragmento
en los genotipos DD y DI, ha demostrado su asociacion con la prevalencia de
hipertension arterial. También el alelo D se ha vinculado con el incremento de las
concentraciones circulantes y la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
con efectos secundarios sobre la generacion de angiotensina Il (Hauser y col., 1998).
Sin embargo, la angiotensina Il también participa en la expresién de eNOS, a través de
la proteina cinasa C, de esta manera, un aumento de la angiotensina Il contribuye al
incremento del catabolismo y reduccion de la produccion de NO, produciendo
vasoconstriccion a traves de los receptores AT1 (Munzemaier y col., 1999). Otro
mecanismo de dafio por estrés oxidativo es por una rapida translocacion de la GTPasa
pequeia y la GTPasa de la familia Rho racl 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 angiotensina Il es que facilita el reclutamiento
de monocitos y macréfagos dentro de la pared vascular, por la estimulacion de las
células musculares lisas y la produccién de molécula 1 de adhesion vascular (Amaral y
col., 2001).
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2.8. Farmacoterapia

Los diversos farmacos antihipertensivos producen su efecto de disminuir la tension

arterial: disminucién del volumen circulante, disminucién del tono simpaticoadrenérgico.

Vasodilatadores. En la tabla 1 se muestran los principales grupos de farmacos

antihipertensivos y sus efectos colaterales de cada uno de estos farmacos.

TIPO DE
FARMACO

EJEMPLO

EFECTOS COLATERALES

Diuréticos

Tiazidas
clortalidona)

(hidroclorotiazida,

Accion de corta duracion, t de los

niveles de colesterol y glucosa.

Diuréticos de asa (furosemida,
bumetanida, ac. etacrinico)

Hiponatremia, colapso circulatorio,
tromboembolia.

Diuréticos ahorradores de K
(amilorida, triamtereno,
espironolactona)

Hipercalcemia, ginecomastia.

Simpaticoliticos

Farmacos de acciéon central
(metildopa, clonidina,
guanfacina)

Sedacién, boca seca, bradicardia,
rebote de hipertensién por supresién.

Bloqueadores ganglionares | Trastornos  visuales, boca seca,
(trimetafén) escalofrios, estrefimiento, anorexia.
Bloqgueadores de  neuronas|Sedacion, congestion nasal e
adrenérgicas (reserpina, | hipotension,

guanetidina)

Antagonistas B-adrenérgicos | Bradicardia.

(propranolol, metoprolol)

Antagonistas a-adrenérgicos | Hipotension, cefalalgia, mareos,

(prazosin, terazosin,

fentolamina)

somnolencia o0 nauseas.

Antagonistas
mixtos (labetalol)

adrenérgicos

Insuficiencia cardiaca.

Vasodilatadores

arteriales (hidralazina, minoxidil,
diazdxido)

Dolor de cabeza, retencion de liquidos,
taquicardia, Sx. de lupus.

Arteriales
(nitroprusiato)

Yy VENOSOS

Incremento moderado de la frecuencia
cardiaca.

angiotensina
(AT1)

Bloqueadores de | (verapamil, diltiazem, nifedipina, | Alteraciones de la  conduccion,
los canales de |nimodipina, felodipina, | disfuncidon sistélica, hiperplasia e
Ca nicardipina, isradipina, | hipertrofia ~ gingival,  constipacion,
amlodipina) edema de la rodilla, cefalea.
Inhibidores de la | (captopril, enalapril, lisinopril,| Tos comun, rara vez angioedema,
ECA qguinapril, remipril, benazepril, | hipercalcemia, pérdida del sabor.
fosinopril)
Antagonistas de Angioedema infrecuente,
los receptores de . hipercalcemia.
(losartan)

Tabla 1. Clasificacion de los antihipertensores
de accién (Hardman y col., 1996)

segln su sitio primario 0 mecanismo
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2.9. Importancia de las plantas medicinales en México

México es un pais de gran diversidad floristica debido a sus condiciones geogréficas,
orograficas, climaticas y edafoldgicas.

La extraordinaria riqueza floristica de México, lo ubica en cuarto lugar mundial ya que
posee 26 500 especies, de las cuales aproximadamente 9 500 son endémicas, y de
estas 3000 especies son medicinales (SAGARPA, 2001).

Se estima que una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa, de las
cuales 124 especies se utilizan para el tratamiento de la hipertension el 74% se utiliza
de manera empirica como ejemplo de estas se encuentra anona, chayote (De feo y col.,
1993), y solo el 26% han sido estudiadas como ejemplo se encuentra: Boerhavia difusa
(mata de pavo), Cardiospermum halicacabum (Farolitos), Sida acuta (malva), (Hanseny
col.,, 1995), Bidens pilosa (Aceitilla) (Dimo y col.,, 2002). De otras plantas como la
rauwolfia (Rauwolfia vomitoria o Rauwolfia serpina) se han aislado compuestos como
los alcaloides principalmente de la corteza y raiz, 1) Reserpina: disminuye la presion
arterial y frecuencia cardiaca, aumenta la liberacion de noradrenalina. 2) Rescinamina:
acciones similares a la reserpina pero menos efectos depresores del SNC 3) Ajmalicina:
blogueador adrenérgico [, produce vasodilataciobn y es simpaticolitico. 4) Raupina.
Accién hipotensora y 5) Ajmalina: arritmico en el uso de taquicardias (Kuklinski, 2000).
Hasta el nivel clinico se encuentra la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y el ajo
(Allium sativum) (Montoya, 2005).

De ahi que es importante seguir estudiando las plantas medicinales para establecer
una adecuada estandarizacion de los componentes que permita su validacion
fitoquimica, farmacoldgica y clinica para ser utilizadas por el humano. Ya que en la
actualidad existe una tendencia a sustituir el uso de los compuestos sintéticos
(medicamentos y alimentos) con productos naturales (Delfin, 1998). Muchos de los
metabolitos secundarios 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.
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2.10. Estudios botanicos de Heimia salicifolia

Heimia salicifolia (HBK) Link comunmente llamada hierba de San Francisco, escoba
colorada, escoba de arroyo, escoba de rio, garafiona, granadilla, granadina, hierba
huachinol, hachinal, hauchinal, hanchinol, huanoli, hierba jonequil, jarilla, jara amarilla,
jara mansa, retama, sinicuilchi, sinicuiche, sinicuil, trenchinole, trinchinole, flores de San
Francisco, escobilla (Graham, 1991, 1994; Martinez, 1979); en Argentina: quiebra
arado, es un arbusto de la familia Lythraceae nativa de México, crece en zonas
semicdlidas y templadas desde el norte de México hasta Argentina (Aguilar, 1994). Su
posicion taxonomica es la siguiente: orden: Myrtiflorae, género: Heimia, especie:
salicifolia. Las flores son de color amarillo, 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 (Fig.4).

Figura 4. Heimia salicifolia

El fruto es una cépsula globosa que se abre en 4 valvas, envuelta en un receptaculo
ensanchado, sus hojas son opuestas o subopuestas, sésiles, enteras, lanceoladas,
acuminadas, de 2 a 9 cm de largo, con borde liso més pélidas por el envés (Argueta y
col., 1994; Graham, 1994).

En la informacion existente, no se puede precisar el nUmero de especies que se
reconocen para el género, sin embargo Heimia salicifolia, H. myrtifolia, y H. montana

son las mas conocidas.
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2.11. Estudios etnobotanicos

Las hojas se han usado durante siglos en la medicina tradicional mexicana en forma de
infusién o cataplasma para inflamacién en los estados de México (Argueta, 1994),
Nayarit (Aguilar, 1994); (Tamaulipas) Standley, 1924, (Argentina) Carrizo, 2002. Otros
usos medicinales sefialan que la infusion puede servir como sedante (Wiebelhaus,
1974; Maximino, 1992; Carrizo, 2002), antiespasmédico (Maximino, 1992;
Malone/Rother, 1994) y antibacteriano (Carrizo, 2002).

2.12. Estudios farmacoldgicos sobre el efecto hipotensor de Heimia salicifolia

Kaplan (1966) encontré que la administracion continua de los alcaloides aislados vertina
y litrina en dosis de 100 mg/kg/dia disminuye la presion arterial sistélica en ratas
normotensas.

El grupo de Malone y Rother (1994) realizaron una revision bibliografica fitoquimica y
fitofarmacologica encontrando que vertina administrado a ratas normotensas en dosis
de 100 mg/kg/dia durante 21 dias les produjé hipotension (Robichaud, 1964 y Malone,
1972), mientras que litrina al ser administrado a la misma dosis, tiene actividad diurética

en ratas normotensas (Kaplan, 1966 y Malone, 1972).

2.12. Estudios quimicos

El estudio quimico de H. salicifolia fue iniciado por Blosmster (1964) quien aislo y
caracterizd las sustancias activas presentes en las hojas de esta planta y resalto la
presencia de alcaloides del tipo de las bifenilquinolizidinas siendo vertina, lifolina,
nesodina y litrina como los de mayor interés para el area de investigacion
farmacoldgica, mientras que en las partes aéreas encontré los alcaloides criogenina,
dehidro-decodina, de los retofios se han aislado el dimetoxi-10-epi-abresolina, la 2
hidroxi-4(3-hidroxi-4-metoxi-fenil)-quinolizidina.

Posteriormente Duke en el afio de 1992 clasificO a estos alcaloides de acuerdo a su
geometria y posicion del anillo de quinolizidina en dos grupos posicion cis-quinolizidina

y trans-quinolizidina (tabla 2 y 3):
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TABLA 2. PRINCIPALES ALCALOIDESDE TIPO CIS-QUINOLIZIDINA

Alcaloide No. de Sustitucion
Carbonos
Vertina 23 Dimetoxilo
Sinicuichina 22 Dimetoxilo
Heimidina 23 Dimetoxilo
Epidemetoxiabresolina 22 Alcaloide
éster

OCH

Vertina OCH
{criogenina)

Heimidina

Sinicuichina

Figura 5. Estructura de los alcaloides de H. salicifolia en posicién cis-quinolizidina
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TABLA 3. PRINCIPALES ALCALOIDESDE TIPO TRANS-QUINOLIZIDINA

Alcaloide

Lithrina

Nesodina
Abresolina

Lifolina
Dehidrodecodina
Demethi-lasubina Il

No. de
Carbonos

23
22
23
23
22
23

Sustitucion

Dimetoxilo
Dimetoxilo
Alcaloide ester
Hidroxilo

Metoxilo
Phenyquinolizidinol

Figura 6. Estructura de los alcaloides de H. salicifolia en posicion trans-quinolizidina
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3. JUSTIFICACION

La hipertension arterial es una enfermedad crdénica degenerativa frecuente en
nuestro pais y representa un factor de riesgo de enfermedades
cardiovasculares en pacientes en etapas productivas de su vida, con
repercusion sobre la esperanza y calidad de vida.

En la actualidad se dispone de una gran variedad de farmacos
antihipertensores eficaces, pero con numerosos efectos colaterales (Tabla .1)
ademas su costo es elevado por lo que es necesario continuar la busqueda de
nuevos farmacos antihipertensores, siendo las plantas una fuente de obtencion
de muchos farmacos. Una de estas plantas es H. salicifolia de la cual se
conoce que tiene sustancias activas que pueden llegar a ser Utiles para el

tratamiento de la hipertensién arterial.
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4.- HIPOTESIS

La planta Heimia salicifolia contiene alcaloides que disminuyen la presion

arterial en ratas normotensas y en modelos experimentales de hipertension.
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5. OBJETIVOS

5.1. GENERAL

Caracterizar quimica y farmacologicamente los alcaloides de H. salicifolia, por

sus propiedades antihipertensoras.

5.2. PARTICULARES

a)
b)

c)

d)

f)

9)

h)

)

K)

Aislar los alcaloides de H. salicifolia

Realizar curvas dosis-respuesta a los alcaloides parcialmente
purificados de H. salicifolia en la rata normotensa.

Realizar curvas dosis-respuesta a Ang Il en la rata normotensa en
ausencia y presencia de los alcaloides parcialmente purificados.
Estudiar el efecto del extracto cloroformico de H. salicifolia en ratas
normotensas.

Estudiar el efecto del extracto cloroférmico de H. salicifolia en ratas
hipertensas por la administracion de L-NAME.

Estudiar el efecto del extracto cloroférmico sobre la reactividad
vascular del lecho mesentérico con y sin endotelio.

Realizar curvas dosis-respuesta a cada uno de los alcaloides aislados
de H. salicifolia en la rata normotensa.

Realizar curvas dosis-respuesta a Ang Il en la rata normotensa en
ausencia y presencia de cada uno de los alcaloides.

Estudiar el efecto del alcaloide con actividad hipotensora y
antihipertensora, sobre los anillos arteriales con y sin endotelio.
Estudiar el efecto del alcaloide con actividad hipotensora y
antihipertensora sobre la reactividad vascular del lecho mesentérico.
Caracterizar la estructura quimica del o los alcaloides con mejor efecto

hipotensor, utilizando técnicas espectrofotométricas
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. MATERIAL BIOLOGICO

6.1.1. RATAS

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas Wistar macho con pesos entre 300-350
suministrados por el Bioterio de la FES lztacala, UNAM. Todos los animales fueron
mantenidos bajo condiciones de alimentacion, temperatura e higiene controladas y

ciclos de luz-oscuridad de 12 por 12 h.

6.1.2. Recolecciony comprobacion taxonomica de H. salicifolia

Las hojas de H. salicifolia se recolectaron durante el mes de junio de 2006, en el
Municipio de Acambaro, Guanajuato teniendo como coordenadas geograficas
100°30°’06” y 101°00’00” de longitud oeste y a los 19°55’42” y 20°12'16” de latitud norte.
Su clima es semitemplado, teniendo temporada de secas en primavera y de lluvias en
verano. El tipo de suelo que se encuentra en esta zona es Vertisol con Feozaem y el
tipo de vegetacion que se encuentra es bosque de encino, matorral xerofilo. Se
selecciond material biologico para su posterior identificacion en el Herbario “IZTA” de la
FES lztacala, UNAM.

6.2. Reactivos

6.2.1. Uso general

Las sales para la preparacion de la solucién fisiologica de Krebs fueron de los
laboratorios J.T. Baker y Merck: NaCl, KCI, MgSO,, CaCl, , KH,PO,4, NaHCO; y
glucosa.

Todos los disolventes para la extraccion de los alcaloides fueron calidad reactivo

adquiridos de los laboratorios Merck o J. T. Baker.
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6.2.2. Uso especifico

Angiotensina Il, fenilefrina, Now-nitro-L-arginina metil éster hidrocloruro (L- NAME),
clorhidrato de histamina y wortmanina fueron adquiridos del laboratorio Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, U.S.A)); el cloruro de acetilcolina y el sulfato de atropina de la marca
Merck. Las soluciones de todos los farmacos se prepararon el dia del experimento.
Cada farmaco se disolvié en solucion Krebs a excepcion de la ANG Il que fue disuelta
en solucidn salina estéril. La fenilefrina fue preparada a partir de una concentracion de
1mg/ml; de esta solucion se tomo para cada experimento una alicuota y posteriormente
se realizaron diluciones. Las soluciones se mantuvieron en refrigeracion durante el
transcurso del experimento hasta el momento de su utilizacion.

Para la acetilcolina se prepard una solucién de 1 mg/ml de la cual se tomo6 una
alicuota para realizar diluciones hasta tener una solucién stock de 10™ M.

Angiotensina Il (1 mg/ml). Para la preparacion de angiotensina Il se realizaron
diluciones 1:10 (solucién isoténica 0.9%) para llegar a una concentraciéon de 1 ug/ml, a
partir de esta solucién 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.

El L-NAME fue preparado a una concentracién de 2 x 10 M.

La atropina (Merck) fue preparada en el momento de realizar el experimento a una
concentracion de 107 M.
Extracto cloroférmico. Se preparé una solucion de 20 mg/ml utilizando como

diluyente carboximetilcelulosa 1% (Merck).
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6.3. Estudio quimico de los alcaloides

6.3.1. Aislamiento de los alcaloides

Para el aislamiento de los alcaloides se utiliz6 la metodologia descrita por
Blosmter y col. (1964). Se utilizaron 5 kg de hojas secas pulverizadas, las cuales se
desengrasaron con de éter de petréleo. Después se extrajeron exhaustivamente con de
metanol por cada kilogramo procesado, maceracion por 24 h. Posteriormente se realizé
la prueba de Dragendorff para verificar la presencia de alcaloides. El extracto
metabdlico se concentro al vacio en un rotavapor hasta obtener un volumen de 50 ml.
Se dejo secar a 50°C 24 h. Después se resuspendié en 100 ml de agua destilada. El
extracto acuoso obtenido se acidificé con acido clorhidrico al 10%, a pH 2 que se midi6
con un potenciometro. Se filtr6 con celita. El filtrado acuoso se lavé con 500 ml de éter
dietilico, se modifico el pH a 9 con hidroxido de amonio al 28%. La solucion se extrajo
con 200 ml de cloroformo. EI EC se concentrd en un rotavapor y se dejo secar a 50°C
24 h. Parte de este extracto se utilizd para realizar los ensayos biolégicos, mientras que
la fraccion restante de este extracto se adsorbié en 50 g de 6xido de aluminio basico
(Sigma) y se colocé en una columna de 60 X 2 cm la cual contenia 6xido de aluminio
basico. El eluyente utilizado fue metanol-cloroformo (1:1) y finalmente metanol.

Con las fracciones obtenidas se realiz6 una cromatografia en capa fina de silica
gel G 60 de 20 X 20 cm, espesor 0.3 mm, previamente activadas a 100 °C durante 1 h,
empleando como eluyentes metanol-cloroformo 3:2. Las cromatoplacas se dejaron a
temperatura ambiente y después de 24 h se visualizaron con la ayuda de una lampara
de luz ultravioleta (UVGL-25) a una longitud de onda de 254 nm observando cuatro
fracciones, al extraerlas de la silica gel se identificaron como alcaloides mediante el
reactivo 4-nitroanilina diazotizada (3 ml de una solucion al 3% de 4-nitroanilina en acido
clorhidrico 0.8 N méas 0.5 ml de nitrito de sodio al 5% seguida por alcali). Los alcaloides

asi separados fueron utilizados para los ensayos biolégicos.
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6.3.2. Elucidacion de la estructura quimica

Los estudios espectroscopicos que permitieron identificar la estructura quimica del AL-
3, se llevaron a cabo en el Instituto de Quimica de la UNAM como se indica a
continuacién: La RMN H* Y RMN C** se realizaron con un espectrémetro Varian Unity
(300Mhz) y también se realizaron comparaciones con espectros conocidos de estos
alcaloides mediante el programa Chemistry Organic Data Base. Se us6 tetrametil silano

como patrén de referencia interno, y cloroformo deuterado como solvente.

6.4. Estudio Farmacoldgico de los alcaloides

6.4.1. Curva dosis respuesta al extracto cloroférmico en ausencia y presencia
angiotensina Il sobre la presion arterial sistolica de ratas anestesiadas
normotensas

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (35 mg/kg, via i.p.), se
colocaron en una tabla de diseccion; con ayuda del material de diseccidon se realizé una
incision en la region inguinal se localizo el paquete vascular se diseco la vena femoral,
enseguida se colocé un catéter con solucion salina al 0.9%, a favor del torrente
sanguineo. En seguida se hizo una incision en el cuello y se disec6 la arteria carotida
externa derecha y se coloco un catéter, también con solucion salina, a favor del torrente
sanguineo, para registrar la presion arterial sistolica y el otro extremo de la canula se
conectd a un transductor de presién (Narco Bio-Systems, Mod. P-1000B) previamente
calibrado que a su vez estaba conectado al fisiografo (NBS, Mod. DMP-4B). Se registro
la presion arterial sistélica por 20 min o hasta que el registro fuera estable y en seguida
se realizd una curva dosis-respuesta al extracto cloroférmico en dosis crecientes
(0.5, 1, 1.5y 2 mg/kg, i.v.). Cuando el registro de la presion arterial sistélica fue estable,
se realizO una curva dosis-respuesta a angiotensina Il utilizando dosis crecientes de
25, 50, 75, 100 y 125 ng/kg, posteriormente se espero a que la presion arterial sistolica

regresara a su nivel inicial, y en seguida se administré una sola dosis (2 mg/kg, i.v.) del
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extracto cloroférmico. Después de 10 min se realiz6 la curva dosis-respuesta a

angiotensina Il utilizando las mismas dosis que en la curva control.

6.4.2. Valoracion farmacoldgica del extracto cloroférmico sobre la presion arterial

sistdlica de ratas normotensas

Se formaron 4 grupos de 5 ratas cada uno a las que se les administré por via oral
durante 10 dias los siguientes tratamientos: G1 (Control): vehiculo (carboximetilcelulosa
al 1%) 2 ml/kg, extracto cloroférmico de H. salicifolia en dosis de G2 (10), G3 (20) y G4
(40 mg/ kg). Al inicio y al final del tratamiento se registré la presion arterial sistélica a
través de un meétodo no invasivo (pletismografico). Los animales fueron pesados

diariamente para ajustar las dosis.

6.4.3. Valoracién farmacoldgica del extracto cloroférmico en ratas hipertensas
por administracion de L-NAME

Se formaron 5 grupos de 5 ratas cada uno a las que se les administré en el agua de
beber los siguientes tratamientos durante 10 dias: G1 (control) fue tratado con agua, el
G 2 con L-NAME (70 mg/kg/dia), G3 L-NAME (70 mg/kg/dia) mas enalapril (5 mg/kg) y
los G4y5 L-NAME mas EC de H salicifolia a las dosis de 10 y 20 mg/kg/dia. Al inicio y
al final del tratamiento se registré la presion arterial sistolica a través de un método no
invasivo que consisti6 en colocar a la rata en una caja inmovilizadora, dejando al
descubierto la extremidad caudal. Posteriormente fue colocada en una camara de
acondicionamiento Heater and Scanner LE5650/6) LSI LETICA a una temperatura de
40-45 °C. Se esperd un periodo de 10 min para que el registro del pulso fuera
homogéneo y se procedio a realizar el registro de la PAS a través de un transductor de
presion (LE 5007) LSI LETICA. Colocado en la arteria caudal y conectada a una
computadora de presion arterial sistolica automatica y graficado en el programa Chart

4.0 en una computadora de escritorio.



6.4.4. Reactividad vascular del lecho mesentérico en presencia del extracto

cloroférmico

La rata fue previamente anestesiada con pentobarbital sédico a la dosis de 35 mg/kg,
via i.p., y se coloco en una tabla de diseccion; y se le realizé una incision media en la
cavidad abdominal, se expuso el lecho mesentérico, se disecaron las arterias
mesentérica y aorta, las cuales se refirieron con hilo seda, se ocluyo la aorta por arriba
de la arteria mesentérica , a la cual se coloco una aguja del No. 19 unida a una canula
que contenia solucion Krebs con la siguiente composicion (mM): NaCl 118, KCI 4.7,
MgSO, 2.4, CaCl, 2.5, KH,PO,4 11.8, NaHCO3; 25 y glucosa 10; el LVM se separé de las
asas intestinales y se suspendié en una camara para organo aislado, mediante una
bomba 1C-2 se hizo circular agua a 37 °C. El lecho vascular mesentérico se perfundié
con solucién Krebs, previamente burbujeado con carbdgeno (0,/CO; 95:5%) a un pH
de 7.4, y a 37 °C. La presion de perfusion se registr6 con un transductor de presion
unido a un amplificador y a un fisiografo (Narco Bio-System, Mod. P-1000A) y se dejo
estabilizar por 30 min a una presion de perfusion de 50 mmHg, una vez que se

estabiliz6 el registro se siguié el siguiente protocolo:

Se realizaron curvas concentracion respuesta a fenilefrina 1ug/ml, de 1, 5, 10, 20,40 y
80 pg, Se dejo estabilizar la preparacion, posteriormente se perfundié con sol. Krebs +
fenilefrina 10° M; observandose un aumento de la presién de perfusiéon a 85-90
mmHg, una vez que se mantuvo estable se procedié a realizar curvas concentracion

respuesta a:

a) Extracto cloroférmico (10, 30, 50, 70y 90 ug)
b) Acetilcolina (10, 30, 50, 70y 90 ug).

c) Nitroprusiato Sédico (10-'° a 10 M).

d) Acetilcolina (20, 40, 60y 80 ug).
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Una vez obtenidas las curvas concentracion respuesta a los agonistas mencionados,
el endotelio fue dafiado por perfusién de agua desionizada durante 5 minutos.
Posteriormente se perfundié Sol. Krebs + fenilefrina 10° M, una vez que la presion
de perfusion fue de 60 mmHg y el registro fue estable se procedio a realizar las
curvas concentracion respuesta a los mismos agonistas como se explico

anteriormente.

6.4.5. Curva dosis respuesta a cada uno los alcaloides aislados del extracto

cloroférmico  sobre la presion arterial sistélica de ratas normotensas

La preparacion experimental se realiz6 como se menciona en la seccion 6.2.1.
Solo que las curvas dosis-respuesta se hicieron a cada uno de los alcaloides las dosis
administradas fueron 0.5 1, 1.5y 2 mg/kg.

6.4.6. Curva dosis respuesta a cada uno de los alcaloides en ausencia y presencia

de angiotensina Il

Las curvas dosis respuesta a angiotensina Il se obtuvieron de la misma forma como
se menciona en la seccion 6.4.1. Una vez obtenida la curva dosis respuesta a
angiotensina Il se esperd a que la presion regresara a su nivel inicial, y enseguida se
administré una sola dosis (2 mg/kg, i.v.) de cada uno de los alcaloides aislados. Los
alcaloides fueron cuatro y se mencionaron de acuerdo a su migracion en la placa de
silica gel G. Después de 10 min se realizé nuevamente la curva dosis-respuesta a
angiotensina Il utilizando las mismas dosis que en la curva control. Los resultados
obtenidos mostraron que el alcaloide-3, produjo mayor efecto hipotensor vy
antihipertensor por lo que las demas series experimentales se hicieron con este

alcaloide.
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6.4.7. Valoracién farmacoldgica del alcaloide 3 sobre anillos de aorta toracica

Los animales fueron sacrificados por sobre-exposicion a éter etilico e inmediatamente
se abrio la cavidad toracica y se retir0 la aorta, y se colocO en una caja de petri con
solucion Krebs a temperatura ambiente. Después de eliminar el tejido conectivo, las
arterias fueron seccionadas en anillos de 3-4 mm de longitud; de cada arteria se
obtuvieron cuatro anillos adyacentes. El endotelio se removié mecanicamente por

friccion suave de la superficie luminal con pinzas de diseccion.

Los anillos fueron suspendidos horizontalmente entre dos ganchos de niquel-cromo en
forma de L (0.5 y 0.2 mm de didmetro) en camaras de tejido aislado. EIl gancho inferior
fue fijado al fondo de la cAmara mediante un sujetador de vidrio, el gancho superior se
conecto directamente al transductor de tension isométrica para registrar los cambios de
tensién en analizadores de tension (Grass Ft03c), los cuales estaban conectados a su
vez a una computadora Pentium Il. Los datos fueron colectados a través de un
programa de Digi-Med y procesados posteriormente con MS Excel 7.0. Los anillos
arteriales se dejaron estabilizar por 2 h, durante este periodo se realizaron cambios de
solucién Krebs cada 15 min, y al mismo tiempo se realizaron estimulaciones cada 30
min con fenilefrina 10° M, al término de estas 2 h se le administr6 a cada anillo
carbacol 10° M con la finalidad de corroborar la presencia o ausencia de endotelio.
Posteriormente se realizé una curva concentracion respuesta a fenilefrina 10°M a 10’
M y se incubaron los anillos aérticos con fenilefrina 107 M, en presencia de ésta se

administro el alcaloide- 3 en dosis de 20 hasta 80 ug.
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6.4.8. Reactividad vascular del lecho mesentérico en presencia del alcaloide 3

El efecto vasodilatador del alcaloide 3 se estudid en el lecho vascular mesentérico como

se describi6é previamente en la seccion 6.4.4.

Se realizaron una serie de curvas concentracion respuesta a fenilefrina de (0.5, 1, 2.5,
5, 10, 20, 40 y 80ug), una vez que se obtuvo la respuesta maxima se dejo estabilizar
hasta regresar a nivel de su presion de perfusion inicial y enseguida se perfundio con
sol. Krebs + fenilefrina 10° M; observandose aumenté de la presién de perfusion de
85-90 mmHg una vez que se mantuvo estable se realizaron curvas concentracion

respuesta a:

a) Acetilcolina (20, 40, 60y 80 ug).
b) Alcaloide 3 (20, 40,60y 80 ug).

En otras series experimentales el lecho vascular mesentérico se perfundié con sol.
Krebs + fenilefrina 10° M mas uno de los siguientes inhibidores durante 10 minutos:
L-NAME 10° M; wortmanina 10° M, azul de metileno 10®° M, atropina 10° M,
histamina 10° M vy difenhidramina 10° M; durante 10 minutos y enseguida se

realizaron curvas concentracion respuesta a:

c) Acetilcolina (20, 40, 60 y 80 ug).
d) Alcaloide 3 (20, 40,60y 80 pg).

6.5. Andlisis estadistico

Con los datos obtenidos de todas las series experimentales se calcularon la
media y el error estdndar de la media; posteriormente para determinar la significancia
entre los tratamientos se utilizé la prueba de t-Student para datos pareados y no
pareados utilizando el programa SPSS version 12, las diferencias entre los grupos se

consideraron estadisticamente significativas cuando p < de 0.05.
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7.0. RESULTADOS

7. 1. IDENTIFICACION DE LA PLANTA

La planta fue identificada por la Biol. Edith Lopez Villafranco en el Herbario “IZTA” de la
FES lztacala, UNAM como H. salicifolia (HBK.) Link; el ejemplar de respaldo se integrd

a la coleccion cientifica con el nimero de registro 41653.
7.2. ALCALOIDES AISLADOS

Con las técnicas quimicas de extraccién y separacion utilizados y partiendo de 5 kg de
hojas secas de H. salicifolia se obtuvo un rendimiento de 15 g de EC y al separar el EC
mediante cromatografia en columna y capa fina se obtuvo un rendimiento de 0.310 g de

AL lo que corresponde al 0.034%.

Por medio de la cromatografia en capa fina con la mezcla de disolventes cloroformo-
metanol 3:2 del EC se logro separar 4 compuestos que por reacciones quimicas fueron

identificadas como alcaloides (Fig. 7).

F rente del solvente

F1

F2

F3

Fa

IR

Origen

Figura. 7. Separacion cromatografica del extracto cloroférmico de Heimia salicifolia con la
mezcla cloroformo-metanol (3:2). (*F Fraccion).
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7.2.1. IDENTIFICACION CUALITATIVA DEL ALCALOIDE 3

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos con la reaccién de la 4-

nitroanilina de los AL separados cromatograficamente en capa fina.

ALCALOIDES

(A1)

(A2)

(A3)

(A4)

Rf

0.92

0.87

0.55

0.35

Reaccién 4-
nitroanilina
diazotizada

Naranja

Pdrpura

Gris

Verde

Tabla 4. Factor de retencion (Rf) de los alcaloides aislados del extracto cloroférmico

de Heimia salicifolia separados por cromatografia en capa fina con la mezcla de

eluyentes (cloroformo-metanol 3:2).

En base a los resultados obtenidos en los ensayos de la rata anestesiada

normotensa e hipertensa, se decidio realizar el estudio espectroscopico del AL-3

debido a que mostré el mayor efecto hipotensor y de mayor duracion.
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7.2.2. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL ALCALOIDE 3

La interpretacion de los espectros se hizo por comparacién con espectros realizados
por Blomster (1964), por medio del programa ACD / RMNC*® y H*, predictor Versién 5.0
y con el apoyo del Dr. Guillermo Avila Acevedo (Lab. Fitoquimica, UBIPRO, FES-
Iztacala, UNAM).

El espectro de RMN C*® (Fig. 8) permitié asignar las posiciones de los carbonos,
mientras que el espectro de RMN H! (Fig. 9) permitié asignar las posiciones de los
hidrégenos, del compuesto aislado de H. salicifolia, las sefiales quimicas que se
observaron se enlistan en la tabla 4 y las sefiales observadas con el programa ACD,
predictor Version 5.0 se enlistan en la tabla 5.

Figura.8. Espectro de RMN C*3del alcaloide-3 aislado del extracto cloroférmico de

Heimia salicifolia
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Figura.9. Espectro de RMN H' del alcaloide-3 aislado del extracto cloroférmico de
Heimia salicifolia
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CarbonofCHn|Desplazamiento|Carbono|CHn|desplazamiento] [Carbono |H|& [Carbono|H [&

No. quimico No. quimico No. No.

2 IcH [70.32 16 jc ]170.30 > 1 Ja.95[20 1 13.59

j Iggz gg.égs i; Eg 122326 3 121521 1 254

I6 |CH2I53.15 o |c 3808 : s %

: = 26.15 = T 406 le 12.77J22 1 [7.724
. : 7 1 |2.54)26 1 16.39

I8 Ich2pa.148 21 |CH2J38.716 Is 15328 1 |5.03

o IcH [33.501 22 |cH |135.781 9 1 |1.50[30 3 |3.85

10 |c_|67.757 23 |CH ]118.941 10 1|L.36]23 3 |3.75

11 IcH [118.941 24 Ic  Ji46.29 T1 1133

12 IcH [148.265 25 Ic |154.442 > 1720

13 Ic ]150.043 26 IcH J111.933 13 1]7.50

14 IcH |127.186 30 IcHals6.226 14 lr18

15 lcH |125.758 32 [cH3[56.008 15 .90

Tabla. 5. Sefiales observadas en el espectro de resonancia magnética nuclear de
RMN c* y RMN H* del alcaloide-3.
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CarbonofCHn|Desplazamiento|Carbono|CHn|desplazamiento]

No. quimico NoO. quimico CarbonofH[& Carbon|H [&
2 fcH o5 16 Ic |i65.68 No. o No.
3 lcH2|37.27 17 lc |i36.6 2 1§5.05 |20 1 |3.59
4 lcH I55.64 18 [c J1i29.91 3 1f2.15 |1 1 254
le lcH2l53.15 19 fc ]138.023 4 1f2.08 o1 1 |.08
7 lcH2l26.15 20 fc |s8.11 le 177 |2 1 |7.73
I lcH2l24.65 21 lcH2]38.08 7 1254 |26 1 |6.39
9 lcH §33.56 22 lcH J136.11 I8 1[1.53 28 1 |5.03
10 Ic J166.33 23 cH J118.73 9 1150 |30 3 [3.85
11 cH Ji18.84 24 Ic Ji46.29 10 1f1.36 |23 3 [3.75
12 lcH |146.13 25 lc 5471 11 1[1.33
13 Ic J149.93 26 fcH J111.933 12 1[7.32
14 lcH J127.72 30 [CcH3]56.99 13 17.50
15 lcH J125.96 32 [cH3]56.71 14 17.41

15 1]6.94

Tabla. 6. Sefiales observadas en el espectro de resonancia magnética nuclear de
RMN c® y RMN H* del alcaloide-3 de acuerdo al programa ACD, predictor Versién
5.0.& desplazamiento quimico.



OCH3

Litrina

Las sefiales obtenidas en los espectros de RMN C** y RMN H' muestran que se
trata del alcaloide litrina, el cual al ser comparado con los estudios de Blosmter
(1964) y Dobberstein (1974) se determind que pertenece al grupo de las bifenil-

quinolizidinas .
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7.3. EFECTO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO SOBRE LA PRESION ARTERIAL
SISTOLICA DE RATAS ANESTESIADAS NORMOTENSAS.

La presion arterial sistolica de las ratas normotensas disminuyo por la administracion
del extracto cloroférmico de H. salicifolia; a partir de la dosis de 1 mg/kg. El valor de la
presion arterial sistolica control fue de 128 + 8 mmHg y con la dosis de 1 mg/kg
disminuyo a 108 + 4 mm Hg, por lo tanto el extracto cloroférmico produjo un decremento
de 20 + 7 mm Hg (Fig.10).

Figura. 10. Efecto del extracto cloroférmico de Heimia salicifolia sobre la presién arterial sistélica
de ratas anestesiadas normotensas; Cada punto de la curva corresponde a la media £ error
estandar de la media; n=5.
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7.4. EFECTO DE ANGIOTENSINA Il EN AUSENCIA Y PRESENCIA DEL EXTRACTO
CLOROFORMICO

En las ratas anestesiadas normotensas la Angiotensina Il aumenté la presion arterial
sistolica basal de manera proporcional a la dosis administrada. Las ratas mostraron una
presion arterial sistélica de 128 + 8 mm Hg y un efecto maximo de 165 £ 3 mmHg, lo
que indica un incremento maximo de 37+1 mmHg. El incremento maximo (Emax) se
obtuvo con la dosis de 100 ng/kg de Angiotensina Il y la dosis efectiva media (DE50) fue
de 50 ng/kg (Figura 11). Al realizar la curva dosis-respuesta a Angiotensina Il en
presencia del extracto cloroférmico (2 mg/kg) se observd una inhibicién del 60% de la

respuesta maxima con la dosis de 100 ng/kg (Fig. 11).

40

T

32

24

Presién arterial sistélica (mmHg)

O | L | |
0 32 64 96 128 160

ANGIOTENSINA Il (ng/kg)

Figura. 11. Curvas dosis-respuestas a angiotensina Il en ausencia ( —#) y presencia (—5-)
del extracto cloroférmico sobre ratas anestesiadas normotensas; cada punto de la curva
corresponde a la media de £ error estandar de la media; n=5. * P<0.05.
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7.5. EFECTO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO SOBRE LA PRESION ARTERIAL
SISTOLICA DE RATAS NORMOTENSAS DESPIERTAS

La administracion oral del extracto cloroférmico por 10 dias disminuyd la presion arterial
sistdlica de las ratas normotensas, el efecto fue mayor con las dosis de 10 y 20 mg/kg.

Antes de administrar los tratamientos no se observaron diferencias significativas en la
presion arterial sistolica que fue de 120 £ 2 mmHg. La dosis de extracto cloroférmico 40
mg/kg no disminuyo significativamente la presion arterial sistdlica en relacién con el
grupo control que recibid carboximetilcelulosa (Fig. 12). Las dosis de 10 y 20 mg/kg de

extracto cloroférmico disminuyeron la presion arterial sistélica en 25%.

—_—
&)
o

120F —— o __

L *
H %

90

60

30

Presién arterial sistélica (mm Hg)

vehiculo 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
EXTRACTO CLOROFORMICO

Figura. 12. Efecto del extracto cloroférmico de Heimia salicifolia administrado por 10 dias (10,
20 y 40 mg/kg, v.0) sobre la presion arterial de ratas normotensas. Cada barra representa la
media * error estandar de la media; los grupos tratados con extracto cloroférmico fueron
comparados estadisticamente con el grupo del vehiculo a los 10 dias de tratamiento* p< 0.05
n=5
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7.6. EFECTO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO SOBRE LA PRESION ARTERIAL
SISTOLICA DE RATAS HIPERTENSAS

La presion arterial sistélica se incremento, por efecto del tratamiento con el inhibidor de
la sintasa de oxido nitrico L-NAME, desde 118 + 3 mmHg hasta 164 + 2 mmHg.

El grupo control mantuvo la presion arterial sistolica de 111 +2 mmHg; las ratas que
recibieron L-NAME + enalapril (5 mg/kg) mostraron una disminucion significativa de la
presion arterial sistolica de 138 £ 3 mmHg, con respecto al grupo de ratas que solo
recibié L-NAME (Fig. 13).

El grupo de ratas que recibié L-NAME + extracto cloroférmico de H. salicifolia (10 y 20
mg/kg) mostraron disminucion de la presion arterial sistélica de 148 £ 2 mmHg (16

mmHg) y 149 + 1.7 mmHg (15 mmHg), con respecto al grupo de L-NAME.
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Figura. 13. Efecto del extracto cloroféormico de Heimia salicifolia (10, 20 y 40 mg/kg, v.0) sobre
la presion arterial de ratas hipertensas por administraciéon de L-NAME por 10 dias. Cada barra
representa la media + error estandar de la media; & los grupos tratados con extracto
cloroférmico fueron comparados estadisticamente con el grupo de L-NAME vy a los 10 dias de

tratamiento* p< 0.05 n=5vy * el grupo control fue comparado con el de L-NAME p=< 0.05
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7.7. EFECTO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO SOBRE LA REACTIVIDAD
VASCULAR DEL LECHO MESENTERICO DE RATA

El lecho vascular mesentérico se tomo como un modelo in vitro de lecho vascular de
resistencia. La perfusion de solucion Krebs produjo una presion de perfusion de 50 +
2.2 mmHg; al realizar la curva concentracion respuesta a FEN se observé un aumento
de la presiéon de perfusion maximo de 38 + 3 mmHg con 90 ug de fenilefrina, mostrando
de esta manera la funcionalidad de la preparacion. Posteriormente la perfusion continua
de fenilefrina aumentd la presion de perfusion a 84 + 1.2 mmHg; en estas condiciones
se realizaron curvas concentracion respuesta al extracto cloroférmico observandose
disminucién de la presion de perfusion de 27 £+ 3 mmHg con 90 pg de extracto
cloroférmico (Fig. 14). De manera similar a lo observado con la curva dosis respuesta
acetilcolina cuyo efecto vasorrelajante se observd con 10 ug de acetilcolina y el efecto
maximo se alcanz6é con 90 pg (Fig. 15). Cuando estas curvas se repitieron con el
endotelio dafiado por perfusion de agua desionizada (5 min) no se observaron cambios
en la presion de perfusion. En el caso de las curvas dosis respuestas a nitroprusiato
sédico se observd que este agonista fue capaz de relajar al endotelio en presencia y

ausencia de endotelio (Fig. 16).
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Figura. 14. Efecto del extracto cloroférmico de Heimia salicifolia sobre la presion de perfusion
del lecho vascular mesentérico de ratas normotensas con (—#) vy sin (=) endotelio
precontraido con fenilefrina (10° M). Cada punto de la curva corresponde a la media de + error
estandar de la media; n=5. * P<0.05
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Figura. 15. Efecto de la acetilcolina sobre la presiéon de perfusion del lecho vascular
mesentérico de ratas normotensas con ( —#-) y sin (—5-) endotelio precontraido con fenilefrina
(10° M). Cada punto de la curva corresponde a la media de + error estandar de la media; n=5.
* P<0.05
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Figura 16. Efecto del nitroprusiato sodico sobre la presion de perfusion del lecho vascular
mesentérico de ratas normotensas con llll y sin B endotelio precontraido con fenilefrina
(10 M). Cada punto de la curva corresponde a la media de + error estandar de la media; n=>5.
* P<0.05
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7.8. EFECTO DE LOS ALCALOIDES AISLADOS DEL EXTRACTO CLOROFORMICO
DE Heimia salicifolia SOBRE LA PRESION ARTERAIL SISTOLICA DE RATAS
ANESTESIADAS NORMOTENSAS

Una vez que los alcaloides fueron separados por cromatografia en capa fina del
extracto cloroférmico, se evalu6 cada uno de ellos en la presion arterial sistolica de las
ratas normotensas.

a) Alcaloide 1 (Rf = 0.92) a las dosis administradas (1-2 mg/kg) no se observaron
cambios significativos en la presion arterial sistélica (Fig. 17A).

b) Alcaloide 2 (Rf = 0.87) a las dosis administradas (1-2 mg/kg) se observo
disminucién en la presion arterial sistolica, siendo maximo con la dosis de 2
mg/kg (26 = 3 mmHg) (Fig. 17 B).

c) Alcaloide 3 (Rf = 0.55) a las dosis administradas (1-2 mg/kg) se observo
disminucién en la presion arterial sistélica, siendo maximo con la dosis de 2
mg/kg (27 = 4 mmHg) (Fig. 17 C).

d) Alcaloide 4 (Rf = 0.35) a las dosis administradas (1-2 mg/kg) se observé aumento

en la presion arterial sistolica de 15 + 3 mmHg (Fig.17 D)
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7. 8. EFECTO DE LOS ALCALOIDES AISLADOS DEL EXTRACTO CLOROFORMICO
DE Heimia salicifolia SOBRE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA DE RATAS
ANESTESIADAS NORMOTENSAS
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Figura. 17. Efecto de los alcaloides aislados del extracto cloroférmico de Heimia salicifolia
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7.9. EFECTO DE LOS ALCALOIDES EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE
ANGIOTENSINA II

Al realizar la curva dosis-respuesta a angiotensina Il en presencia de cada uno de los
alcaloides a la dosis de 2 mg/kg, se observo lo siguiente:
a) Alcaloide 1 no modificé la respuesta hipertensora a angiotensina Il (Fig. 18 A).
b) Alcaloide 2 disminuy6 la respuesta maxima de angiotensina Il de 165 + 3 mmHg
a 136 =+ 2 mmHg (Fig.18 B).
c) Alcaloide 3 disminuy0 la respuesta méxima de angiotensina Il a partir de la dosis
de 75 ng/kg siendo maxima esta disminucion con la dosis de 125 ng/kg fue de
165 £ 3 mm Hg a 66 £ 2 mm Hg (Fig. 18 C).
d) Alcaloide 4 no mostré diferencias significativas con respecto a la curva control de
angiotensina Il (Fig.18 D).
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7.9. EFECTO DE Ang Il EN AUSENCIA'Y PRESENCIA DE LOS ALCALOIDES
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Figura. 18. Curva dosis-respuesta angiotensina Il en ausencia ( —#—) y en presencia (—€-) de
los alcaloides sobre la presion arterial sistélica de ratas normotensas. Cada punto de la curva
corresponde a la media £ error estdndar de la media; n=5. El grupo tratado con el alcaloide fue
comparado estadisticamente con el grupo que recibié angiotensina Il * p< 0.05.
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7.10. EFECTO DEL ALCALOIDE 3 SOBRE LOS ANILLOS DE AORTA TORACICA
CON Y SIN ENDOTELIO

En anillos arteriales con endotelio precontraidos con fenilefrina 10° M, se estudié el
efecto del alcaloide-3 y se observd disminucion significativa del efecto maximo de
fenileferina del 10% con la dosis de 10 pg/ml, al seguir aumentando las dosis del
alcaloide-3, no se modifico el efecto (Fig. 19). Los experimentos realizados en anillos
arteriales sin endotelio, el alcaloide-3 no mostré efecto vasorrelajante, a pesar de haber

aumentado las dosis 10 veces (Fig. 19).

A
110
100 ¢ I
L T T
c o0 r T 1
'S 80
S 70|
g
£ 60r
8 50t
$ 47t
® 30r
20
10
0 ‘ ‘
0.1 1 10 100
ALCALOIDE 3 (ug/ml)
B
130
104._/0\./.———.
C
e}
‘B
S 78
]
e
g 827
c\c
26
0 : : :
0.1 1 10 100

ALCALOIDE 3 (ug/ml)

Figura. 19. Efecto del alcaloide- 3 sobre los anillos arteriales de rata con (Fig 19 A) y sin
endotelio (Fig. 19 B) precontraidos con fenilefrina 10° M. Cada punto de la curva corresponde a
la media = error estandar de la media; n=5.
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Para comprobar la integridad funcional de los anillos arteriales ante agentes
vasconstrictores como la fenilefrina se hicieron curvas dosis respuesta a fenilefrina.
Mostrando que la fenilefrina produjo vasoconstriccion dependiente de la dosis

administrada, obteniendo la respuesta maxima con 10 M (Fig. 20).
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Figura. 20. Curva dosis respuesta a fenilefrina en anillos adrticos de rata con endotelio. Cada
punto de la curva corresponde a la media £ error estandar de la media; n=5.
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Debido a que el alcaloide-3 mostré poco efecto vasorrelajante en los anillos arteriales
(apenas del 10 %), se decidié continuar con la preparacion del lecho mesentérico. La
perfusion de solucién Krebs en el lecho vascular mesentérico produjo una presion de
perfusion de 50 + 2.2 mmHg; en estas condiciones se realiz6 una curva concentracion
respuesta a fenilefrina (10° M) observandose un aumento de la presién de perfusion
dependiente de la concentracion de fenilefrina (Fig. 21). Esta curva permitié establecer
la integridad de la preparacion, del mismo modo para conocer la integridad del endotelio
se realizd una curva concentracion respuesta a acetilcolina, para lo cual fue necesario
mantener precontraida la preparacién por perfusién continua de fenilefrina (10° M), lo

que aumento la presion de perfusion a 80 + 1.2 mmHg (Fig. 22).

40

32

24

Presion de perfusion (mmHg)

O L L L L T T S N | L L L TR N B
1 10 90

FENILEFRINA (ug)

Figura.21. Efecto de la fenilefrina sobre la presion de perfusion del lecho vascular mesentérico
de ratas normotensas. Cada punto de la curva corresponde a la media + error estandar de la
media; * P<0.05
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7.11. EFECTO DEL ALCALOIDE 3 SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR DEL
LECHO MESENTERICO DE RATA

En todas las series experimentales la presion de perfusion de la preparacion se
mantuvo en 80 + 1.2 mmHg, bajo estas condiciones se realizaron curvas concentracion
respuesta al alcaloide-3 observandose disminucion de la presion de perfusion,
dependiente de la dosis; la disminucién maxima fue de 23 + 2 mmHg con 80 pg de
alcaloide-3 de manera similar a acetilcolina (Fig. 22 B). Esta es la primera evidencia del
efecto vasorrelajante del alcaloide-3. En estas mismas condiciones se realizaron las
siguientes series experimentales.
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Figura. 22. Efecto del alcaloide- 3 (Fig. 22 A) y acetilcolina (Fig. 22 B) sobre la presion de
perfusion del lecho mesentérico de ratas normotensas con endotelio precontraido con fenilefrina
(10 M). Cada punto de la curva corresponde a la media + error estandar de la media; n=5.
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7.11.1. EFECTO DEL ALCALOIDE 3 EN PRESENCIA Y AUSENCIA DEL AZUL
METILENO SOBRE EL LECHO VASCULAR MESENTERICO

Al realizar la curva concentracion respuesta al alcaloide-3 en presencia de azul de
metileno, inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, se observo disminucion de la presion
de perfusion dependiente de la dosis, la disminucion maxima fue de 7 = 2 mmHg con 80
pg de alcaloide-3 de manera similar a acetilcolina (Fig. 23 B). Este resultado nos indica
que el alcaloide-3 para ejercer su efecto vasodilatador requiere de la activacion de la

guanilato ciclasa soluble.
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Figura. 23. Efecto del alcaloide-3 (Fig. 23 A) y acetilcolina (Fig. 23 B) sobre la presion de
perfusion del lecho mesentérico de ratas normotensas con endotelio precontraido con fenilefrina

(—&- )y fenilferina + Azul de metileno (10° M) ( —#-). Cada punto de la curva corresponde a
la media + error estandar de la media; n=5
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7.11.2. EFECTO DEL

ALCALOIDE 3 EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE
WORTMANINA SOBRE EL LECHO VASCULAR MESENTERICO

Al realizar la curva concentracion respuesta al alcaloide-3 en presencia de wortmanina,

inhibidor de la enzima fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), se observé disminucion de la

presion de perfusion dependiente de la dosis, la disminucion maxima fue de 1.6 + 2

mmHg con 80 pg de alcaloide-3 de manera similar a acetilcolina (Fig. 24 B). Este

resultado indica que el alcaloide-3 para ejercer su efecto vasorrelajante requiere de la

via PI3K /Akt activadora de la sintasa de 6xido nitrico.
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Figura. 24. Efecto del alcaloide-3 (Fig. 24 A) y acetilcolina (Fig. 24 B) sobre la presion de
perfusion del lecho vascular mesentérico de ratas normotensas con endotelio precontraido con

fenilefrina (—©-) y fenilefrina + wortmanina (10 M) ( —#-). Cada punto de la curva corresponde

ala media + error estandar de la media; n=5.
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7.11.3. EFECTO DEL ALCALOIDE 3 EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE  ATROPINA
SOBRE EL LECHO VASCULAR MESENTERICO

Al realizar la curva concentracion respuesta al alcaloide-3 en presencia de atropina,
antagonista de los receptores muscarinicos, se observé disminucion de la presion de
perfusion dependiente de la dosis, la disminucibn maxima fue de 5 + 2 mmHg con 80

pHg de alcaloide-3 de manera similar a acetilcolina (Fig. 25 A). El alcaloide-3 para

ejercer su efecto vasodilatador requiere de la union al receptor muscarinico.
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Figura.25. Efecto del alcaloide-3 (Fig. 25 A) y de acetilcolina (Fig. 25 B) sobre la presion de
perfusion del lecho vascular mesentérico de ratas normotensas con endotelio precontraido con

FEN ( —#) + Atropina (10®° M) (—&-). Cada punto de la curva corresponde a la media + error
estandar de la media; n=5.
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7.11.4. EFECTO DEL ALCALOIDE 3 EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE L-NAME
SOBRE EL LECHO VASCULAR MESENTERICO

Al realizar la curva concentracion respuesta al alcaloide-3 en presencia de L-NAME,
inhibidor competitivo de sintasa de éxido nitrico endotelial, se observd disminucién de
la presion de perfusion dependiente de la dosis, la disminucibn maxima fue de 7 + 2
mmHg con 80 pg de alcaloide-3 de manera similar a acetilcolina (Fig. 26 B). El

alcaloide-3 para ejercer su efecto vasodilatador requiere de la sintesis de 6xido nitrico.
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Figura. 26. Efecto del alcaloide-3 (Fig. 26 A) y de acetilcolina (Fig. 26 B) sobre la presion de
perfusion del lecho vascular mesentérico de ratas normotensas con endotelio precontraido con
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7.11.5. EFECTO DEL ALCALOIDE 3 EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE LA
DIFENHIDRAMINA SOBRE EL LECHO VASCULAR MESENTERICO

Al realizar la curva concentracion respuesta al alcaloide-3 en presencia de
difenhidramina, antagonista de los receptores H1 para histamina, se observo
disminucién de la presién de perfusion dependiente de la dosis, la disminucibn maxima
fue de 30 % 2 mmHg con 80 pg de alcaloide-3 en presencia y en ausencia de
difenhidramina (Fig. 27A). Con respecto a lo observado con histamina el efecto

vasorrelajante fue inhibido. El alcaloide-3 no depende de su union a receptores

histaminérgicos H1 para ejercer su efecto vasodilatador.
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Figura.27. Efecto del alcaloide-3 (Fig. 27 A) y de histamina (Fig. 27 B) sobre la presion de
perfusion del lecho vascular mesentérico de ratas normotensas con endotelio precontraido con

fenilefrina d—'—) y fenilefrina + difenhidramina (10° M) (—©-). Cada punto de la curva
corresponde a la media + error estdndar de la media; n=5.
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DISCUSION

El aislamiento de los alcaloides se realiz0 siguiendo parte de la metodologia propuesta
por Blomster (1964) y Dobberstein (1974). Los alcaloides de acuerdo a Mann (1992),
son compuestos de origen quimico natural caracterizados por la presencia de uno o
mas atomos de nitrdgeno de naturaleza basica. Hasta finales del siglo XIX, este grupo
quimico representaba en la Medicina el recurso farmacoldgico primario para el
tratamiento de padecimientos gastrointestinales, respiratorios, cardiovasculares y del
sistema nervioso central.

Varias de las técnicas de separacion de los alcaloides se basan en modificar el pH,
ocasionando que precipiten, y de esta manera se pueden disolver en disolventes no
polares como el cloroformo. La técnica de separacion de Blomster (1964) y Dobberstein
(1974) se basa en estos principios y fue utilizada para separar los alcaloides de las
hojas de H. salicifolia. Una vez que se obtuvo el extracto cloroférmico se continuaron los
estudios. Para su administracion en las ratas, fue necesario liofilisarlo y disolverlo en
carboximetilcelulosa, se observé que la presion arterial sistolica de la rata normotensa
disminuy6 de manera dependiente de la dosis como se observa en la Fig. 10, lo que
sugiere que existe interaccion entre el o los compuestos activos y moléculas
receptoras, pues la respuesta a un ligando es proporcional al nUumero de receptores
ocupados por el ligando (Hasrat y col., 2004). Se ha reportado que entre los alcaloides
presentes en H. salicifolia se encuentra vertina (Malone y Rother, 1994) el cual segun
estudios reportados por Robichaud (1964), disminuye la presion arterial sistdlica, lo que
sugiere que el efecto hipotensor observado se debe a la presencia de este alcaloide en
el extracto cloroférmico o a un compuesto muy similar a la vertina.

Para estudiar el efecto antihipertensor de los alcaloides se desarroll6 un modelo de
hipertension aguda por administracién de angiotensina Il, observdndose aumento de la
presion arterial sistolica dependiente de la dosis. La angiotensina Il al unirse a su
receptor AT1 induce un rapido incremento de la presion arterial sistolica por activacion
de la guanosina trifosfatasa pequefia Rho, que se transloca hacia la membrana
plasmatica donde activa a Rho-cinasa, esta enzima fosforila a la fosfatasa de la cadena
ligera de miosina inhibiéndola, lo que favorece la contraccién del musculo liso (Jalil y
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col., 2005), aumento de la resistencia periférica total y del gasto cardiaco (Trinity, 2005)
lo que conlleva a un aumento de la presion arterial.

Cuando se hizo la curva dosis-respuesta a angiotensina Il en organismos pretratados
con el extracto cloroférmico, el efecto hipertensor de angiotensina Il fue reducido
(Fig.11), lo que sugiere que alguno de los alcaloides del extracto cloroférmico bloquea
el receptor AT1 (Katzung, 1991) o que el efecto antihipertensor es a través de la
activacion de otro tipo de receptores diferentes a los de angiotensina Il (p. €j.,, H1 vy
colinérgicos de tipo muscarinico) cuyo efecto vasodilatador es por liberacion de NO
(Stankevicius, 2003; Thors, 2004).

Los resultados obtenidos mostraron que el extracto cloroférmico disminuyo la presion
arterial sistdlica de las ratas normotensas e hipertensas por la administracion de
angiotensina Il. Por lo que se considerd la administracion del extracto cloroférmico a
ratas normotensas, observandose disminucién de la presion arterial sistolica el efecto
maximo se alcanzé con la dosis de 10 mg/kg (Fig. 12), lo que sugiere que los
mecanismos reguladores de la presion arterial sistélica a través del sistema nervioso
central evitan los cambios bruscos de esta variable. Estudios realizados por Kaplan
(1966) demostraron que la administracion de vertina y litrina en dosis de 100 mg/kg/dia
disminuyeron la presion arterial sistdlica en ratas normotensas. Robichaud (1964) y
Malone (1972) demostraron que vertina cuando es administrada en dosis de 100
mg/kg/dia durante 21 dias a ratas normotensas les produce hipotension. Por lo que es
probable que en el extracto cloroférmico de las hojas de H. salicifolia se encuentren
vertina y litrina como compuestos vasodilatadores.

Los resultados obtenidos en la medicién de la presion arterial sistdlica en las ratas
normotensas despiertas mostraron que la administracion oral de L-NAME en dosis de
70 mg/kg/dia durante un periodo de 10 dias, incremento la presion arterial sistolica de
manera sostenida indicando la aparicion de hipertension (Fig.13) de manera similar a lo
reportado por Dae, (2004) y Navarrete, (2005).

En los animales pretratados con el L-NAME, antagonista competitivo del precursor
natural L-arginina en el sitio catalitico de la sintasa de Oxido nitrico (Solari, 1999),
inhibiendo asi la sintesis de O6xido nitrico, lo que permitid que los compuestos

vasoconstrictores incrementen su efecto y aumente la presion arterial via sistema
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nervioso simpatico y sistema renina angiotensina- aldosterona (Rodrigo et al., 2000;
Rees et al., 1990; Navarro, 1994 y Ferrer et al., 1998. El modelo L-NAME ha sido
utilizado tanto para producir hipertensiéon aguda como cronica. Los resultados obtenidos
mostraron que la administracion por 10 dias de L-NAME, aumenté la presion arterial
sistdlica de manera significativa, sin embargo, la administracion conjunta con el
extracto cloroférmico disminuy6 dicho aumento de manera significativa en comparaciéon
con el grupo tratado con L-NAME, de manera similar a lo reportado en Arbutus unedo
(Afkir y col., 2007) Caesalpine sappa (Xie, 2000), Uncaria rhynchophylla (Goto, 2000),
Cordyceps sinensis (Chiou, 2000), cuyo efecto hipotensor es a través de la liberacion de
oxido nitrico.

Los resultados obtenidos muestran que el extracto cloroférmico produce efecto
hipotensor y disminuye la hipertension producida por L-NAME, en modelos in vivo
(Fig.13).

Por otro lado, el grupo tratado con L-NAME + enalapril, inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina, disminuyo la presion arterial sistélica en ratas hipertensas
ya que al inhibir esta enzima se inhibe la degradacion de bradicinina, la cual al unirse a
sus receptores B2 que se expresan en el endotelio vascular produce vasodilatacion a
través de la liberacion de oxido nitrico, prostaciclina y /o acido epoxieicosatetraenoico
(Bener y col.,, 2006). Otra via importante que es activada es la relacionada con la
sintesis de angiotensina 1-7, a partir de angiotensina I, por la enzima convertidora de
angiotensina 2, la cual ha sido informado que produce vasodilatacion.

Al comparar el efecto del enalapril con el efecto del extracto cloroférmico se puede
observar que el enalapril mostré6 mejor efecto sobre la presion arterial sistélica; esto se
debe a que el enalapril es un farmaco puro que es bien absorbido por el tracto digestivo
y que puede ejercer su efecto hipotensor a traveés de la generacion de prostaciclina y /
0 por activacion de angiotensina 1-7, mientras que el extracto cloroféormico requiere de
la via integra de 6xido nitrico para producir vasorrelajacion.

Debido a que en preparaciones integras es dificil proponer un mecanismo de accion
para el extracto cloroférmico por lo complejo de los mecanismos que regulan la presion
arterial sistélica. Las siguientes series experimentales fueron disefiadas en una

preparacion in vitro, que permite mejor control de las variables como la temperatura, pH
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y que ademas no se presentan variables como absorcion y metabolismo como en el
lecho vascular mesentérico; esta preparacion permite estudiar los cambios de
reactividad vascular en vasos de resistencia.

Los estudios de reactividad vascular realizados con el lecho vascular mesentérico de
ratas normotensas con endotelio integro, mostraron que el extracto cloroférmico tiene
efecto vasorrelajante dependiente de la dosis, con un comportamiento similar al efecto
de la acetilcolina, cuyo efecto vasorrelajante es a traves de la liberacion de 6xido nitrico
(Mucillo et al., 1998). Ya que cuando el lecho vascular mesentérico fue lesionado por la
técnica de Criscione y col. (1984), el efecto del extracto cloroférmico y de acetilcolina
desaparecié (Fig. 14 y Fig.15). Estos resultados también fueron observados por
Muccillo, (2004) con Casimiroa edulis y por Dae (2004) en Bulbus fritillaria.

Los resultados obtenidos con el nitroprusiato sodico mostraron que la vasorrelajacion
se produce de manera independiente de la integridad del endotelio vascular ya que es
un donador de 6xido nitrico, es decir su actividad farmacoldgica se correlaciona con la
cantidad de 6xido nitrico, que es capaz de liberar (Kaibuchi, 2000) (Fig. 16).

Los resultados quimicos obtenidos con el extracto cloroformico mostraron que se
trataba de una mezcla de alcaloides tipo quinolizidina y desde el punto de vista
biolégico con efecto hipotensor, antihipertensor y vasorrelajante. Por lo que, las
siguientes series experimentales se disefiaron para separar los alcaloides y estudiar la
actividad farmacologica de cada uno de los ellos.

La separacion cromatografica del extracto cloroformico se realizo utilizando como fase
estacionaria 6xido de aluminio basico, el inconveniente de dicho soporte es que
sustancias altamente polares, podrian formar enlaces covalentes o adsorberse
irreversiblemente al 6xido de aluminio basico, dificultando su remocion con los
eluyentes convencionales y por lo tanto su valoracién farmacologica (Tabla. 3). No
obstante, de acuerdo al analisis por cromatografia en capa fina, el empleo de la mezcla
metanol - cloroformo como eluyentes, permitié remover del 6xido de aluminio la mayoria
de las sustancias presentes en el extracto cloroformico.

Se obtuvieron 4 fracciones cuyos valores de Rf (Tabla 3) fueron similares a los
obtenidos por Dobberstein (1974). Los alcaloides mencionados en la Tabla 3 fueron
obtenidos de cuatro agrupamientos realizados con las fracciones separadas por
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recromatografia en capa fina que resultaron ser activos. En la separaciéon de los
alcaloides por cromatografia en capa fina se encontraron dos (alcaloide-2 y 3) cuyo
efecto fue hipotensor; sin embargo, el alcaloide- 3 mostr6 mayor efecto y de mayor
duracion (Fig. 17), probablemente este efecto tan marcado sobre la presion arterial
sistélica se debe a que en su estructura quimica tiene grupos metoxilos que
interaccionan con los receptores de las sustancias vasodilatadoras como los
muscarinicos de acetilcolina, los H, de histamina, o los B2 de bradicinina, los cuales
como ya se menciono producen vasodilatacion por liberacion de 6xido nitrico (Amos y
col., 2003; Ganado y col.,, 2004) y de acuerdo a lo observado con el extracto
cloroférmico en los ensayos del lecho vascular mesentérico el alcaloide-3 requiera de la
integridad del endotelio y de la liberacion de Oxido nitrico para ejercer su efecto
hipotensor.

Este efecto ha sido reportado en las plantas Lupinus albus L., L. mutabilis, L. luteus y L.
angustifolius que contienen AL de quinolizidina (Schemeller et al, 2004).

El alcaloide- 1 no modificd la presion arterial sistdlica (Fig. 16 y 20). Aunque los
alcaloides separados del extracto cloroférmico pertenecen al grupo de las quinolizidinas
y por tanto comparten similitudes quimicas es probable que al alcaloide 1 le falten
algunos grupos quimicos para mostrar efecto hipotensor, probablemente los grupos
metoxilos.

El alcaloide- 4 mostré efecto hipertensor (Fig. 11); posteriormente cuando se administro
angiotensina Il en presencia del alcaloide- 4 (Fig. 19) se observo ligera disminucién de
la presion arterial sistélica pero no fue significativa. Este efecto opuesto al de los otros
alcaloides probablemente se debe a que tiene grupos quimicos con afinidad por los
receptores adrenérgicos tipo alfa, comos los hidroxilos (Hardman y col., 1996).

Con el proposito de proponer el mecanismo por el cual el alcaloide-3 produce
vasorrelajacion se realizaron estudios in vitro, de la aorta toracica de rata observandose
gue el alcaloide- 3 produjo vasodilatacion minima (Fig. 25 y 26) aun con dosis altas, en
comparacion con el efecto observado con acetilcolina cuyo efecto vasodilatador fue 10
veces mayor que con el alcaloide- 3. Como se sabe la acetilcolina se une a receptores
muscarinicos para causar vasorrelajacion dependiente del endotelio a través de la

liberacién de 6xido nitrico y/o el factor hiperpolarizante derivado de endotelio (Ay y col.,
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2000). Esta relajacion difiere en relacion al subtipo de receptor muscarinico del vaso
sanguineo, lecho vascular, especie y calibre de las arterias. El factor hiperpolarizante es
el principal vasorrelajante en los vasos de resistencia (Paulus y cols., 2001). Mientras
que en las arterias de conductancia el 6xido nitrico es el principal mediador (Tuncer y
Vanhoutte, 1993). Lo que sugiere que el alcaloide- 3 tiene poco efecto vasodilatador en
los vasos de conductancia como la aorta, probablemente se debe a que al interaccionar
los grupos metoxilos con el receptor cambie su configuracion tridimensional y por ello
no se esté llevando a cabo esta interaccion, mientras que en el lecho vascular
mesentérico el alcaloide-3 al interaccionar con su receptor esta interaccion se esté
llevando acabo con mayor facilidad y no requiera cambiar su configuracion
tridimensional. Este efecto se ha encontrado en otros alcaloides como la pilocarpina,
agonista muscarinico que no causa vasorrelajacion en anillos de aorta de rata pero si
causa vasorrelajacion en el lecho vascular mesentérico (Shan y Wang, 2002). En base
a estos resultados y a lo reportado por Shan y Wang (2002) se decidié continuar el
estudio en la preparacion del lecho vascular mesentérico cuyo riego sanguineo es a
través de vasos sanguineos de resistencia.

Se observd que el alcaloide- 3 caus6 vasorrelajacion en el lecho vascular
mesentérico precontraido con fenilefrina (Fig. 22) de manera similar a la acetilcolina
sugiriendo que este efecto es dependiente de endotelio.

Al precontraer el lecho vascular mesentérico con el L-NAME, que es un inhibidor
competitivo de la sintasa de Oxido nitrico endotelial, se observdé que el efecto
vasorrelajante tanto del alcaloide-3 como de acetilcolina fue de menor magnitud (Fig.
26) de manera similar a lo observado con otras plantas como Casimiroa edullis
(Rutaceae) por Muccillo y col. (2004), Tribulus terrestris (Zygophyllaceae) por Phillips
(2005). Sugiriendo que el efecto vasorrelajante es a través de la liberacion de Oxido
nitrico, al activarse la guanilato ciclasa incrementa los niveles de GMPc y con ello
disminuye el Ca™ citosolico y se produce la vasorrelajacion (Ghayur y Gilani, 2006). Al
inhibir la guanilato ciclasa con azul de metileno se observé que también se redujo el
efecto vasodilatador del alcaloide-3 y de la acetilcolina (Fig. 23) de manera similar a lo

observado en otras plantas como Casimiroa, Crotalaria sessiliflora por Koh y col (2007)
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y Balistes capriscus (Cavalli, 2003), sugiriendo un papel significativo de la GC en la
relajacion vascular inducida por el alcaloide- 3.

Al inhibir la fosfatildilinositol-3- cinasa con wortmanina, lo que también inhibe la
activacion de Akt que se requiere para la fosforilacion y activacion de la sintasa de oxido
nitrico endotelial, se observé disminucion del efecto vasodilatador tanto del alcaloide- 3
como de acetilcolina (Fig. 24). Sugiriendo una participacién importante de esta enzima
en la activacion de la sintasa de oxido nitrico endotelial. Este efecto se ha reportado en
otras plantas como (Hancornia speciosa) (Ferreira, 2007), cuyo mecanismo de accién
es a través de la enzima Akt.

Al perfundir el lecho vascular mesentérico con fenilefrina mas atropina,
antagonista no selectivo de receptores muscarinicos se observdé que la respuesta
vasodilatadora de acetilcolina y del alcaloide-3 fue menor (Fig. 25) sugiriendo que la
accion hipotensora del alcaloide-3 se debe a la estimulacién del receptor muscarinico
qgue al estar bloqueado por la atropina impide su unién al alcaloide-3, por lo cual la
respuesta vasodilatadora fue menor, de manera similar a los estudios realizados con
otras plantas como Raphanus sativus (rdbano) (Ghayur y Gilani, 2006) y en la familia
de las Leguminosae Lupinus albinus, Lupinus mutabilis (Schmeller y col., 1994). Para
verificar que el efecto del alcaloide-3 es mediado por su uniébn a receptores
muscarinicos, con cierto grado de especificidad el lecho vascular mesentérico se
perfundid con fenilefrina mas difehidramina, antagonista del receptor H; para histamina,
observandose que con alcaloide-3 (Fig. 27) en presencia 0 en ausencia de la
difenhidramina produjo vasodilatacion indicando que este efecto no requiere de la union
a receptores H1 y que es especifico para receptores muscarinicos y que la histamina
no participa en este efecto.

Al realizar el analisis de la estructura quimica de este alcaloide a través de resonancia
magnética nuclear de C* y H' , Spectrum Chemical Organic Data Base, Blomster
(1964) se determind que se trata de litrina, este alcaloide en su estructura quimica
tiene un anillo bifenilico que probablemente sirve de union entre el receptor muscarinico
y el &cido aspartico que a su vez requiere que se una el grupo carbonilo de litrina para
qgue forme un enlace de hidrogeno con el hidroxilo de tirosina para que pueda unirse
este complejo a la proteina G y ésta se disocie del receptor y se divida en las
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subunidades oy el complejo By. (Bikadi y Simonyi, 2003). A su vez la subunidad
a estimule la generaciéon de segundos mensajeros IP3y DAG y con ello se incremente
el nivel de calcio intracelular (Karlson y col., 2000), se active la enzima Akt, se forme
oxido nitrico, se active la guanilato ciclasa, se incrementen los niveles de GMP ciclico y
esto conlleve a disminuir la concentracion de Ca™" citosolico en las células musculares

lisas y ocurra la vasorrelajacion.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio es posible elaborar el siguiente

resumen:

- El extracto cloroférmico mostré efecto hipotensor en ratas anestesiadas normotensas
e hipertensas por administracion de L-NAME.

-Al separar el extracto cloroféormico mediante cromatografia en columna y capa fina se
obtuvieron 4 alcaloides de los cuales los alcaloides 2 y 3 mostraron efectos hipotensor y
antihipertensor en la rata anestesiada normotensa.

- Mediante resonancia magnética nuclear de C*3 y H* se determiné que el alcaloide 3 se
trata de litrina de la cual no existen antecedentes de su uso en el tratamiento para la
hipertension arterial.

-Litrina para ejercer su efecto vasodilatador requiere de la liberacion de oxido nitrico y

de su unidn a receptores muscarinicos.
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9.0. CONCLUSION

Heimia salicifolia contiene por lo menos un alcaloide bifenilquinolizidinico cuyo efecto es

vasodilatador y potencialmente puede ser utilizado como agente hipotensor.
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