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RESUMEN

Efecto hipotensor y vasorelajante de la corteza del ahuehuete (Taxodium
mucronatum) en la rata (Rattus novegicus)”

RESUMEN

En un estudio previo se mostrd que un extracto metandlico (EM) obtenido de la corteza seca del
Taxodium mucronatum (Ahuehuete), posee actividad relajante del musculo liso de Anillos de
Aorta Aislada de Rata (AAAR). El propdsito de la presente investigacion es caracterizar dicho
efecto en AAAR, y correlacionarlo con la actividad del EM en el sistema cardiovascular de la
rata anestesiada y sobre la Presion Arterial (PA) del Lecho Mesentérico Aislado de Rata
(LMAR). En la rata anestesiada la administracion i.v. [100 mg/kg] de EM produjo hipotension
inmediata de corta duracién acompafiada de bradicardia sostenida. En los AAAR contraidos
con NA [100 nM] o con KCI [50 mM], el EM produjo relajacion dependiente de la concentracion
(CEsp del EM = 409 y 484,57 pg/mL respectivamente), con remocion del endotelio o con
pretratamiento de L-NAME [30 uM], el efecto vasorelajante se bloquea parcialmente. En adicion
a este mecanismo que involucra la participacion de éxido nitrico (NO), se encuentra la posible
produccion de prostaglandinas en el anillo vascular, lo cual se pone de manifiesto al
antagonizar la vasorelajacion con indometacina [1x10™* M]. Parte del efecto hipotensor puede
explicarse por una accién directa de al menos un componente del EM sobre el musculo liso
arteriolar, ya que en el LMAR la perfusion de este extracto [0,05 mg/mL] bloque6 parcialmente
las curvas concentracion-respuesta realizadas con NA o KCI. La CEsy de NA fue de 200,4 uM y
con el EM de 489,4 uM, mientras que para KCI fue de 190,48 uM y con el EM de 314,5 uM.
Estos resultados demuestran que 1) el metanol extrae de la corteza del T. mucronatum mas de
un compuesto con importante actividad vaso-relajante cuyo mecanismo de accién podria estar
relacionado con la producciéon y/o liberacion de NO y prostaglandinas; 2) al menos un
componente del EM tiene actividad hipotensora que guarda estrecha relaciébn con acciones
directas sobre los vasos de resistencia arteriolar; 3) al menos un componente del EM tiene
actividad bradicardizante la cual podria participar en el efecto hipotensor. La presente tesis
aporta evidencias farmacoldgicas experimentales, preclinicas que fundamentan el estudio de la
corteza de T. mucronatum como potencial fuente de nuevos medicamentos. Sin embargo, aun
son estudios preliminares, y para un completo entendimiento de las acciones cardiovasculares
que produce el EM, se requiere la separacién de los principios activos y el estudio
farmacoldgico de cada uno de ellos.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La vida del humano esta intimamente ligada a su ambiente, en particular a las plantas, las
cuales, ademas de ser una fuente de alimentos, han sido utilizadas como remedios medicinales
para conservar el estado de salud de la gente de todos los pueblos, incluido por su puesto
México. Desde tiempos inmemorables la medicina tradicional mexicana ha empleado las
plantas superiores como fuente de productos curativos,' y el conocimiento empirico derivado de
esta practica, ha sido transmitido por generaciones hasta llegar a los misioneros viajeros
espafioles quienes los inmortalizaron en diversas obras monumentales como el codice De
Martin de la Cruz y Badiano? Tan importante fueron las plantas superiores como remedios
medicinales que en México a principios del siglo XX, constituian la base de prevencion y
curacion de la mayoria de las enfermedades.* Con el progreso de la industria quimico
farmacéutica y el incremento de la sintesis de nuevos productos, el interés cientifico por la flora
medicinal disminuyé drasticamente durante gran parte del siglo XX.* “Sin embargo, ante la
necesidad de mejores medicamentos el interés por las plantas resurgié en las ultimas tres
décadas. De hecho, el hombre ha mantenido vigentes su interés por entender y explicar las
propiedades curativas de las plantas, ha desarrollado diversas disciplinas, como la quimica en
cuya historia abundan los estudios destinados a identificar y purificar los constituyentes de los
vegetales:;™ ° la farmacologia disciplina encargada de estudiar el sitio, el mecanismo de accion y
la intensidad de los efectos con relacidn a las dosis administradas; la antropologia que trata de

entender los aspectos socioculturales que enmarcan el uso de las plantas medicinales, etc.’

Se estima que el nimero de plantas superiores (angiospermas y gimnospermas) en el planeta
tierra es de 215 000 a 500 000. De estas plantas, cerca del 6 por ciento han sido valoradas
cientificamente para demostrar su actividad biologica, y 15 por ciento para determinar sus

componentes quimicos.®

La informacién cientifica sobre este campo se ha incrementado notoriamente; 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. Con meétodos de tamizado mas avanzados, se espera obtener la
informacién cientifica necesaria para ubicar a las plantas medicinales dentro de un contexto

cientifico que permita el uso racional.?®



INTRODUCCION

En la Republica Mexicana se registran mas de 3 000 plantas medicinales® y con relacién al
sistema cardiovascular, mas de 50 de ellas han sido referidas como activas en dicho sistema.
Sin embargo, se carece de suficientes evidencias experimentales que avalen dichos efectos.
Tal es el caso del Taxodium mucronatum (ahuehuete) arbol de importante significado en la vida
cultural, social y medicinal del pueblo mexicano, al cual se le atribuyen propiedades curativas

sobre el sistema cardiovascular atin no confirmadas.*
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2. ANTECEDENTES TEORICOS

2.1. Hipertension arterial sistémica

La hipertension arterial sistémica (HAS) es uno de los factores de riesgo mas significativo en el

desarrollo y progresion de las enfermedades cardiovasculares.'” ' 2 Se estima que cada 4

segundos ocurre un sindrome coronario agudo'® '

14, 15

y cada 5 segundos un accidente vascular
cerebral en el mundo, padecimientos en donde la HAS, la obesidad, las hiperlipidemias, el
sedentarismo, el tabaquismo, el alcoholismo, etc., tienen un papel determinante.™
Desafortunadamente, en etapas tempranas de la HAS su diagndstico esta limitado porque el
enfermo no refiere sintomatologia, y cuando esta se presenta, ya existen problemas severos en
diferentes 6rganos del cuerpo, incluyendo el sistema cardiovascular, que en la mayoria de los
casos llevan a la muerte del paciente.'®'® ' Por tal motivo el diagnostico oportuno y el
tratamiento temprano son cruciales para modificar favorablemente la historia natural de dichas

enfermedades.

2.1.1. Epidemiologia

La HAS forma parte del conjunto de enfermedades crénicas no transmisibles denominadas
“‘enfermedades cronicas esenciales del adulto” (ECEA) entre las que ademas se encuentran: la
diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), dislipidemias, obesidad y aterosclerosis. Estas enfermedades
han demostrado un crecimiento exponencial en las ultimas dos décadas,® lo cual constituye un
problema de salud publica mundial, pues ahora se reconoce a las ECEA como la primera causa

mundial de morbimortalidad en el adulto.” "

En México la HAS es un problema de salud publica muy importante, se considera que de toda
la poblacion de la Republica Mexicana, el 80,8 % tiene algun tipo de hipertension la cual se
distribuye de la siguiente manera: 34,9 % con estadio |; 41,4 % con estadio Il; y 4,5 % con
estadio I11."® Los pacientes mayores de 55 afios son los que presentan mayor incidencia de HAS
con un 91,5 % en estadio Il y 4,5 en estadio lll, es decir el 95,6 % de los individuos mayores de

55 afios presentan hipertensiéon moderada o severa.'

La prevalencia de la HAS guarda estrecha relacién con la edad, medio ambiente, estilo de vida,

género y factores co-morbidos, tales como diabetes, pues de toda la poblacidn diabética en
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México (10,8 %), el 46,2 % de ella tiene hipertension arterial, la obesidad (en individuos en
donde el indice de masa corporal (IMC) es mayor a 30 kg/m?) existe un incremento en la

d,10' 11, 16

prevalencia de HAS en todos los subgrupos de eda otros factores son dislipidemias,

tabaquismo y predisposicién genética.

Hoy en dia existen numerosos medicamentos que se utilizan para el tratamiento de las

'7.18 en especial para el control de la HAS. ' % Sin embargo, la

enfermedades cardiovasculares,
mayoria ocasionan efectos secundarios®’. Ademas, su alto costo ocasiona un gasto publico
elevado. Tan solo en 1999 el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) tuvo un gasto anual
promedio de $1 067, la medicina privada de $2 868 y la poblacion abierta invirtio $701 por cada
un individuo hipertenso atendido.’® Ante esta realidad, son necesarios nuevos farmacos que
resuelvan las limitantes de eficacia, seguridad y costos que tienen los farmacos

antihipertensivos existentes.

El costo de la atencion es millonario pues la HAS es un padecimiento unicamente controlable y
no curable, por lo que se requiere de atencién médica y tratamiento farmacoldgico de por vida.??
Esto abre un gran campo de investigacién en la busqueda de nuevos farmacos en donde el

presente proyecto se ubica.

2.1.2. Definicion

La regulacion de la presién arterial (PA) es un mecanismo dinamico en equilibrio que mantiene
un riego adecuado a todos los érganos, la presion arterial sistémica (PAS) esta regulada por
factores hormonales, neuronales, metabodlicos que estdan mutuamente relacionados vy
controlados por sistemas de regulacion central, a través del Sistema Nervioso, y local a través
de multiples sefiales localizadas en diversos tejidos.'” #* La PAS en todos los individuos fluctia
durante todo el dia como respuesta a diversos estimulos,” ? tiende a aumentar por actividad
fisica constante, ingesta de algunos alimentos y por la edad, todo ello sin exceder en

condiciones de reposo, los valores considerados como limite de normalidad (130/90 mmHg).%**

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS), el limite para definir a un paciente
como hipertenso es > 130 mm Hg en la presion sistélica y/o > de 90 mm Hg en la diastdlica.’**
Cuando los valores de un paciente se encuentren por encima de la “normalidad”, antes de

catalogarlo como hipertenso se debe descartar la posibilidad de que el incremento de la PA sea
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transitorio. Por ejemplo el ejercicio reciente, la ingesta de café, té, o cualquier otra sustancia
estimulante administrada previamente a la toma de la PA puede incrementar los valores, por tal
motivo se deben realizar varias mediciones (2 6 3 por semana) antes de establecer el

diagnostico definitivo de HAS.*" %+ %%

Cuando se detecten cifras de PA limitrofes o levemente elevadas durante varias ocasiones,
independientemente de la causa, debe ser un motivo de busqueda intencionada del diagndstico
de HAS, porque la perfusién tisular puede estar comprometida. Ademas, es recomendable la

busqueda de otros factores de riesgo.?* %

Nuevos conocimientos en relacion con HAS indican que no soélo es el nivel numérico en mm Hg,
lo que establece el riesgo, sino que existen otros factores que deben ser tomados en cuenta al
momento de estratificar el riesgo del paciente. Las cifras de PA bien registradas, siguen siendo

piedra angular en la graduacién de riesgo, pero el enfoque debe ser integral.?

2.1.3. Clasificacion por niveles de presion arterial

El nivel de PA es un importante parametro para la prescripcion y el abordaje terapéutico,
siempre y cuando se tome en cuenta el contexto del enfermo. En la Tabla | se demarca la

clasificacion segun el nivel de PA en mm Hg.?% %24

Tabla I. Valores de referencia para la presion arterial en el humano.

Categoria Presién diastdlica/sistélica
Presion Arterial éptima <120/80 mm de Hg
Presion Arterial normal 120-129/80-84 mm de Hg
Presion Arterial normal alta* 130-139/ 85-89 mm de Hg
Presion Arterial elevada o hipertension 2140/290 mm Hg

* Si se trata de un paciente diabético con nefropatia (proteinuria) estas cifras deben ser consideradas como si fuera hipertension y
requiere tratamiento farmacoldgico.
Fuente: Hipertension arterial en México Guias y recomendaciones para su deteccion, control y tratamiento. NOM-030-SSA2-1999

2.1.4. Clasificacion por estadios

La clasificacion por estadios se basa en las cifras de PA en mm Hg registrados tanto en la
diastélica como en la sistélica (Tabla 11).?* ?* Si un paciente hipertenso de acuerdo con las cifras
de presion detectadas cae en una categoria con la sistdlica y en otra con la diastélica, se debe

clasificar de acuerdo con el valor mas alto de las dos.
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Tabla Il. Etapas de la hipertension arterial sistémica.

Etapa Hipertension Presion mm Hg Caracteristicas

El pronéstico de este grupo es muy bueno, el tratamiento
se fundamenta en métodos no farmacolégicos, como la
disminucion de peso, mejores habitos alimenticios y
ejercicio constante. Sin embargo, si el paciente tiene
diabetes o dafo renal con proteinuria, debe ser
catalogado como hipertenso estadio II.

Leve 140-159/90-99

Aparecen manifestaciones como es el aumento de
triglicéridos, sodio, mayor lipdlisis y un aumento
considerable de glucosa. En general este grupo de
pacientes dificilmente responde a un solo medicamento.
Es conveniente sefalar que si el paciente es ademas
diabético con proteinuria, o bien hay evidencia de dafo
renal o a otro 6rgano blanco, el paciente debe ser
considerado de riesgo mayor.

Il Moderada 160-179/100-109

La HAS severa lesiona los vasos sanguineos renales,
cardiacos y cerebrales, ademas produce un aumento en
la frecuencia de insuficiencia renal, enfermedad coronaria
y embolia cerebral. El paciente amerita estudios
especiales y debe ser valorado por un especialista. Por lo
general dificilmente responden a un solo farmaco y no es
raro que se requiera la combinacion de mas de 2
farmacos.

1l Severa >180/>110

Fuente: NOM-030-SSA2-1999

2.1.5. Etiologia

Aunque la HAS puede ser secundaria a otras enfermedades (Tabla Ill) solo en 10 al 15 % de

25,26 |os demas casos

los pacientes puede establecerse una causa especifica de hipertension
representan una variedad conocida como hipertensidon esencial o ideopatica (de causa
desconocida). Los antecedentes familiares de hipertension aumentan la posibilidad de que un
individuo desarrolle dicha enfermedad. En la mayor parte de los casos, la PA elevada se
relaciona con un aumento global en la resistencia al flujo de la sangre normal.'® 2% 2!

La PA elevada suele provocarse por una combinacién de varias anormalidades (multifactorial).
Pruebas epidemiolégicas sefialan que factores hereditarios, estrés, factores ambientales asi
como alimenticios (aumento en el consumo de sal y decremento de potasio o calcio) y
tabaquismo puede contribuir al desarrollo de hipertensién.’® En poblaciones con poca ingesta de
sodio al dia no se detecta un aumento en la PA y son mas propensos que los controles

normales a sufrir elevaciones de PA después de consumir sal.?"?’
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Tabla lll. Principales causas de hipertension.

1.Hipertension Primaria (esencial)

2.Hipertensién secundaria
A. Renales

Hipertensién renovascular
a.Enfermedad ateroesclerotica
b.Enfermedad fibromuscular

. Enfermedad renal parenquimatosa
i. Glomerulonefritis aguda
. Insuficiencia renal crénica
. Pielonefritis crénica
vi.
Vii.
viii.
iX.
X.
Xi.

Hidronefosis

Nefropatia diabética

Nefrectomia

Tumores productores de renina

Renopriva

Retencion primaria de sodio (sindrome de Liddle, sindrome de Gordon)

B. Endocrinas.

iv.
V.
Vi.
Vii.
viii.

Sindrome de Cushing
a.Disfuncién Hipotalamo-hipofisiaria
b.Tumor productor de ACTH
c.Neoplasia suprarrenal

. Aldosteronismo primario

a.Hiperplasia bilateral de la corteza suprarrenal
b.Adenoma de la corteza suprarrenal
c.Carcinoma de la corteza suprarrenal
Feocrocitoma
a.Benigno vs. maligno
b.Unico vs. Mdltiple
c.Suprarrenal vs. extrasuprarrenal
Acromegalia
Exceso de mineracorticoide
Hipertiroidismo
Hiperparatiroidismo
Exceso de hormona de crecimiento.

C. Anticonceptivos por via bucal.

D. Hormonas exogenazo.

E. Alimentos con tiamina e inhibidores de la aminoxidasa.
F. Coartacién de la aorta y aortitis.

Fuente: Kaplan N. Hipertension clinica (2004), Goodman & Gilman's. The Pharmacological Basis of Therapeutics (2006).

La hipertension esencial es cuatro veces mas frecuentes entre la poblacion negra que entre la
blanca, y es mas frecuente entre los adultos de sexo masculino respecto a las mujeres de la

misma edad.'®

2.1.6. Fisiopatologia

La HAS es una enfermedad multifactorial. Al lado del indudable componente genético, puede

sefialarse la influencia de los diversos mecanismos que intervienen en la regulacion normal de
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la PA. Los principales determinantes de la PA son el gasto cardiaco y la resistencia vascular
sistémica. Estos factores son controlados por diferentes sistemas neurohormonales que
involucran el rifidn, el sistema nervioso auténomo, el corazén y los pulmones, entre otros. El
rifidn controla la PA a largo plazo, regula el sodio y el volumen de liquido extracelular?' a través
del sistema renina-angiotensina-aldosterona. La estimulacion de este sistema es
prohipertensivo y ha dado origen a los términos hipertension dependiente de volumen, segun
predomine la vasoconstriccion por angiotensina o el aumento de volumen de liquido

extracelular.?" %

Recientemente se ha dado gran importancia a la regulacion local del tono vascular, mediante la
produccion por el endotelio arterial de factores vasodilatadores como el 6xido nitrico (NO), la
prostaciclina y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio. La alteracién en la produccion

de estos factores contribuye a la fisiopatologia de la HAS.%

2.1.7. Tratamiento Farmacolégico.

Por lo general la HAS leve se controla con dieta y ejercicio. La hipertension moderada puede
requerir un medicamento; y la grave requiere tratamiento con varios farmacos, que deben

seleccionarse con base en su efectividad y a la menor produccion de efectos adversos.

Todos los farmacos antihipertensivos tienen efectos adversos, como lo tienen la mayoria de los
farmacos utilizados con otros fines terapéuticos, sin embargo en el caso de la hipertension, los
efectos adversos son especialmente importantes porque la mayoria de los pacientes
hipertensos no tienen sintomas, y la aparicion de estos, incomodan al paciente y son causa de

abandono del tratamiento.

El tratamiento farmacolégico antihipertensivo tiene como objetivos fundamentales retornar y
mantener los valores de PA dentro de la normalidad.’® " '? Para ello se cuenta con una amplia
gama de medicamentos que por diversos mecanismos de accién se clasifican como: diuréticos,
bloqueadores B, inhibidores de la ECA, Antagonistas de la angiotensina Il, bloqueadores de
canales de calcio,?®® ?* * bloqueadores alfa, los cuales repercuten en la hemodinamica

cardiovascular (Tabla IV)."® %
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Tabla IVI. Medicamentos para el control de la hipertensién.

Tipos de antihipertensivos Ejemplos
Bufetanida Espironolactona
Diuréticos Furosemida Triantereno
Hidroclotiacida
Atenolol Nadolol
Bloqueadores beta Labetalol Propranolol
Metropolol Timolol
Benacepril Lisinopril
Inhibidores de la ECA Captopril Moexiprl
Enalapril Quinapril
Fisinopril Ramipril
Antagonistas de la angiotensina Il Losartan Valsartan
Amlodipina Nicardipina
. Diltiacem Nifedipina
Bloqueadores de canales de calcio - . L
Felodipina Nisoldipina
Isradipina Verapamilo
Doxazosino Terazosino
Bloqueadores alfa . o
Prazosino Fentilamina
Clonidina Alfametildopa
Otros Diazo6xido Minoxidilo
Hidralacina Nitroprusiato de sodio

Fuente: Kaplan N. Hipertension clinica (2004), Goodman & Gilman's. The Pharmacological Basis of Therapeutics (2006).

2.1.7.1. Diuréticos

La terapia con diuréticos a bajas dosis es segura y efectiva para prevenir el accidente vascular
cerebral, infarto al miocardio e insuficiencia cardiaca.' "' Los diuréticos mas utilizados para el
tratamiento de la HAS se clasifican en tres grandes grupos: tiazidas, diuréticos de asa y

agentes ahorrados de potasio.' ?’

El mecanismo del efecto antihipertensivo de los diuréticos no se ha dilucidado por completo. La
caida inicial de la PA en un inicio, se debe al incremento de la excrecion de sodio y agua, lo
cual disminuye el volumen extracelular, el gasto cardiaco y el flujo sanguineo renal, sin
embargo, en etapas posteriores se asocia una accion, no del todo comprendida, sobre el
musculo liso arteriolar que probablemente tenga que ver con la modulacion de los canales de K*

dependientes de ATP.% %

El incremento en la incidencia de cardiopatias y la impotencia sexual son los efectos adversos

mas informados, la hiperuricemia que producen las tiazidas puede precipitar un ataque de gota,

y la hiperglilcemia contraindicar su uso en pacientes con DM. "' Los calambres musculares son

10
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consecuencia del desequilibrio hidroelectrolitico particularmente la hipocaliemia que en

presencia de otros farmacos, como digoxina, puede ser mortal. % ?’

2.1.7.2. Bloqueadores B-adrenérgicos

Este grupo de farmacos antihipertensivos es el segundo grupo mas utilizado en la practica
clinica.’® Su efecto benéfico parece deberse al antagonismo directo que ejercen farmacos como
el metoprolol, atenolol, timolol etc.," sobre los receptores Bs-adrenérgicos. Al bloquearse estos
receptores se disminuye la frecuencia cardiaca, la fuerza de contraccion y la secrecion de

renina.'® %

Entre los efectos adversos de los bloqueadores B-adrenérgicos se encuentran: fatiga, letargo,
insomnio, alucinaciones, alteracion del metabolismo de lipidos al reducir las lipoproteinas de
alta densidad.?’ La interrupcion subita del medicamento puede provocar hipertension de

rebote.?

2.1.7.3. Bloqueadores a-adrenérgicos

Los medicamentos pertenecientes a este grupo bloquean en forma competitiva a los receptores
adrenérgicos a; actuan sobre el componente efector de la unién neuroefectora simpatica. Su
mecanismo de accion tisular es por consiguiente la inhibicion de la constriccion de los vasos
sanguineos mediada por el receptor a; adrenérgico, de este modo disminuyen la resistencia
vascular periférica y la PA al relajar el musculo liso arterial y venoso."® Estos medicamentos
actuan como antagonistas y producen un cambio minimo en el gasto cardiaco, en la perfusion
renal y en la filtracion glomerular.” Por lo tanto no producen taquicardia a largo plazo como

tampoco aumento de la liberacién de renina.?®

Los efectos adversos son: hipotensién postural, vértigo, fatiga, cefaleas y somnolencia.'® 2

2.1.7.4 Inhibidores de la ECA y antagonistas de la angiotensina Il

En condiciones de hipoxia tisular renal, la renina es liberada del aparato yuxtaglomerular a la
circulacion sanguinea, en donde por su capacidad enzimatica, cataliza la conversion del
sustrato angiotensinogeno al decapéptido angiotensina |. Este decapéptido es desdoblado
mediante la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) al octapéptido angiotensina II,
sustancia que interacciona con receptores localizados en la membrana celular de diversos

tejidos como el muscular de los vasos de resistencia y glandular de la corteza suprarrenal. La

11
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vasoconstriccion arteriolar y la retencion de liquidos producida por la liberacién de la
aldosterona incrementan la PA.'" La inhibicion de la ECA por farmacos como el captopril,
enalapril, lisinopril etc. bloquean la produccién de angiotensina Il y el bloqueo del receptor de
angiotensina 1l con farmacos como el losartan, valsartan etc.'" impiden la accion
vasoconstrictora y liberadora de aldosterona.’" ?® Ambos mecanismos de accion explican el uso

antihipertensivo de estos dos grupos de farmacos.

Los efectos adversos informados para los inhibidores de la ECA son: tos seca caracteristica,
erupciéon cutanea, fiebre, hipotension, para los antagonistas del receptor a la angiotensina son:
angioedema poco frecuente, potencialmente teratogénicos e insuficiencia renal con

hipercaliemia.

2.1.7.5. Bloqueadores de canales de calcio

La concentracion intracelular de calcio es importante para mantener el tono del musculo liso
vascular y la contractilidad del miocardio. Ambas funciones son incrementadas por la apertura
de los canales de calcio ubicados principalmente en las membranas de la célula y del reticulo
sarcoplasmico."® En general, los canales de calcio tipo L sensibles a voltaje, son particularmente
importantes para regular la contraccion del musculo liso y cardiaco. Los farmacos utilizados
constituyen el grupo conocido como dihidropiridinas (nifedipina, verapamil, amlodipina etc.), y su
mecanismo antihipertensivo se explica por bloquear la entrada de calcio al unirse a los canales
de tipo L en el corazén y en el musculo liso de los vasos coronarios y periféricos.?' Esto
ocasiona disminuciéon de la PA debida a la relajacion del musculo liso, y en consecuencia
dilatacién de los vasos de resistencia arteriolares.? %°

Los mas comunes efectos adversos observados con este grupo de farmacos se deben a la
excesiva vasodilatacion e incluyen: mareos, hipotensiéon, cefalea, enrojecimiento de piel,
parestesias en dedos de las manos y nauseas. También se ha informado de constipacion,
edema periférico, tos, dificultad respiratoria y edema pulmonar. Entre los efectos adversos poco
frecuentes estan: urticaria, somnolencia y ocasionalmente elevacion de las pruebas de
funcionamiento hepatico.?” #° Es importante mencionar que los efectos depresores de las
dihidropiridinas sobre el sistema de conduccién y la contraccion cardiaca, limitan su utilidad en

pacientes con cardiopatias isquémicas.'® %

12
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2.2. Taxodium mucronatum Ten. (Ahuehuete)

2.2.1. Origenes y Descripcion
El ahuehuete es una especie endémica del pacifico, centro y sureste del territorio mexicano. Su
presencia en México es tan antigua que los registros fosiles de polen son mas antiguos a los
12 000 afios.*

Conocido con el nombre comun de Ciprés Mexicano, Ciprés de Moctezuma,? Sabino, bachil,
ahuehuetl, quetzalhuehuetl (sabino precioso)*® o Ahuehuete ("arbol viejo de agua" del nahuatl

Huéhuetl, viejo, y Atl, agua),* Yaga guichicifia en lengua zapoteca (Oaxaca).* *

Pertenece al Reino: Plantae, Subreino: Tracheobionta, Division: Coniferophyta, Clase:

Pinopsida, Orden: Pinales, Familia: Taxodiaceae, Género: Taxodium y Especie: mucronatum.*’

El T. mucronatum es un arbol corpulento, de 20-30 m de altura;* 32 1a corteza es de un color

café rojizo y su follaje es verde brillante, penduloso y laxo, que al madurar cae en jirones largos

13
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y anchos.*" % Un tronco recto que se ensancha cerca de la base.*® Las hojas de color verde y
con nervadura principal muy notoria,** “°son como hilos de 6-12 mm de largo que se reconocen

por estar dispuestas alternadamente en dos hileras colocadas en el mismo plano sobre las

41,42

ramillas (Figura 1).

Figura 2. Hojas del T. mucronatum.

Tiene flores sexuadas femenina y masculina.>* * Sus robustas ramas (Figura 2) se extienden
horizontalmente y se prolongan al dividirse sucesivamente en ramillas rematadas en racimos de
frutos conicos esponjosos,*" * los cuales son de color verde azuloso® (Figura 3). Como semilla

genera conos de 2 cm de didametro duros y aromaticos,* ** presentes durante todo el afio.*

Figura 3. Frutos del T. mucronatum.

14
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Este arbol es muy longevo, hay ejemplares vivos con mas de 2 000 afos, como el célebre arbol
del Tule, en Oaxaca, este ejemplar tiene el récord mundial como el arbol mas grueso del
planeta, ya que su diametro es de 14,05 metros y tiene una altura de 41,85 metros. Para poder

abarcar su tronco serian necesarias al menos 30 personas con los brazos extendidos.*?

2.2.2. Habitat
Crece principalmente entre los 100 y los 180 metros sobre el nivel del mar, pero puede
encontrarse en todos los lugares de clima calido o semicalido a orillas de los rios y arroyos en
gran parte de la Republica Mexicana.*® * Dependiendo del lugar, florece en los primeros meses

del afio 0 en los meses de mayo y junio.*"

El Ahuehuete presenta caracteristicas de adaptacion media fuera de su habitat ideal,
desarrollandose plenamente en climas subtropicales. Es un arbol de altos requerimientos de
agua, prosperando en suelos aluviales profundos y con deficiente drenaje, prefiriendo aquellos
sustratos con valores de pH por debajo de 7. La tierra de brezo o con altos contenidos de
humus y cama de granulometria grande no absorbente, es el mejor sustrato para macetas que

tienen fondo impermeable o con buena retencion de agua.®?

2.2.3. Historia
En el siglo XVI el cédice florentino menciona a esta planta, sin indicar algun tipo de uso

medicinal.*

En el mismo siglo Francisco Hernandez asegura: “la corteza es astringente, sana
las quemaduras, la piel escoriada y corroida, cura las ulceras, favorece la cicatrizacion, estrifie
el vientre, provoca la orina, su sahumerio atrae a los fetos y secundinas. Las hojas curan la
sarna y las hinchazones de las piernas, mitigan las inflamaciones y quitan las llagas de las
mismas, previene de dolores de dientes, alean los temores vanos y sin fundamentos. La resina
es sumamente acre, de un olor fortisimo y calorifica en cuarto grado, cura los dolores causados
por el fri6 y alivia con rapidez la enfermedad articular, arroja la flatulencia, disipa las
hinchazones de origen flematico, afloja los nervios distendidos por los humores espesos fortifica
y fortalece”.*®

A inicios del siglo XVII, Juan de Esteyneffer refiere “las agallas en cocimiento para gargantismo,
en sahumerios contra los pujos, restregadas en las encias contra el mal de loanda. Las agallas
0 nueces molidas en pitita o bebidas para la menstruacion excesiva, la hernia, heridas de pecho

y como uncién para fracturas”.*®
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A finales del siglo XIX Eleuterio Gonzalez repite la informacién proporcionada por Hernandez, y
de la Farmacopea Mexicana cita lo siguiente: “se usa la corteza al interior como abortiva y
diurética las hojas topicamente contra la sarna y resolutivas, del lefio se prepara un alquitran,

que se ha usado con ventaja en pomada para curar enfermedades de la piel”.*’

Finalmente, en el siglo XX Alfonso Herrera refiere a la planta sin indicar uso medicinal. Luis
cabrera afirma que “el empleo del cocimiento ayuda a la desapariciéon de la dificultad para
respirar, disminuye la tos, las funciones hepaticas mejoran, y favorecen la eliminacién por
diuresis, de los liquidos acumulados en los tejidos, constituyendo la hinchazén generalizada,
disminuyendo la hipertension. El cocimiento es ligeramente antiséptico y favorece la

cicatrizacion de las heridas y ulceras”.*®

2.2.4. Etnobotanica
Hoy en dia, todas las partes de esta planta contindan utilizandose empiricamente en el
tratamiento de la diarrea, y el cocimiento de la corteza y el fruto, junto con las hojas y los brotes,
sirve para tratar las llagas y problemas de tipo circulatorio.* 4" 4
En varios estados de la Republica Mexicana este arbol se utiliza como remedio para algunos
padecimientos, por ejemplo en Guanajuato se toma el cocimiento preparado con las hojas y el
tallo para tratar la diarrea; en Sonora se recomienda la corteza, la madera, los frutos™ y el

alquitran para el mismo fin.*" 42

Asi mismo, el cocimiento de la corteza, hojas, frutos y renuevos se recomienda para el
tratamiento de llagas. Este mismo cocimiento se aconseja ingerirlo en ayunas, cuando hay
problemas circulatorios. La forma de consumo incluye tomarlo durante tres dias consecutivos,

alternados por otros tres dias de no ingesta.*

Otros padecimientos incluidos en las propiedades medicinales del ahuehuete son: las
hemorroides, hidropesia, emenagogo, varices, infecciones de la piel, afecciones cardiacas y

para regular la PA.* %
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Fuente: Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana.
Figura 4. Estados de la Republica Mexicana en donde se utiliza al T. mucronatum por sus propiedades
medicinales.

2.2.5. Estudios cientificos
En la literatura cientifica consultada hay pocos estudios farmacoldgicos (Tabla V) y quimicos
(Tabla VI) realizados con el T. mucronatum. En uno de ellos se aislan de la corteza de T.
mucronatum las biflavonas: 7,4-dimetilamentoflavona, podocarpusflavona y amentoflavona, y se
prueban sus potentes efectos inhibidores sobre la catepsina B humana, proteasa que ha sido
implicada en la patologia de numerosas enfermedades, incluyendo artritis y cancer.’® *' Asi
mismo, en varios estudios cientificos el compuesto 3-O-B-D-glucésido de quercetina se le ha

%253 que pueden explicar su efecto

comprobado efectos inhibitorios de las ciclooxigenasas
antiulcerante.* la amentoflavona es antagonista de la bradicinina® e inhibe la produccién de NO
en macréfagos®® ademas de presentar propiedades anti-VIH.*® La 3-O-B-D-glucésido de
quercetina y la sciadopiticina tienen actividad diurética y antifingica.’” *® Se informa también
sobre la actividad inhibidora del extracto acuoso obtenido de la parte aérea de T. mucronatum,
sobre el efecto contractil de Noradrenalina (NA) en anillos de aorta aislada de la rata (AAAR).*®
En la Tabla VI se enlistan algunos compuestos aislados de esta planta, su nombre comun,
especie quimica y de que parte de la planta se aisl6.%% °" 5253 | 3 estructura y la informacién mas

importante se enlistan en el Anexo.
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Tabla V. Partes de la planta con pruebas cientificas de actividad bioldgica.

Parte estudiada Disolvente Actividad Organismo de prueba
Parte aérea Agua Espasmolitica Aorta de rata
Corteza - Inhibidor de catepsina B humana Cultivo celular

Fuente: Plantas medicinales de México Il, usos y actividad biolégica (1999).

Tabla VI. Compuestos quimicos aislados del T. mucronatum.

Nombre

Tipo de compuesto Parte de la planta

Acido 8, p-hidroxipimar-15-en-19-oico
Acido tanico

Amentoflavona
3-0-B-D-glucésido de quercetina
Criptomerina A

Criptomerina B
7,4-Dimetilamentoflavona
Hinoquinflavona

Isocriptomerina

Nitrato de potasio

Oxalato de calcio
Podocarpusflavona A
Sciadopitisina

Silicato de sodio

Sulfato de potasio

Diterpenoide
Acido organico
Biflavona
Biflavona
Biflavona
Biflavona
Biflavona
Biflavona
Biflavona

Sal inorganica
Sal inorganica
Biflavona
Biflavona

Sal inorganica
Sal inorganica

Hojas y frutos
Corteza y toda la planta

Hojas

Hojas

Corteza y toda la planta
Corteza y toda la planta
Hojas

Hojas

Corteza y toda la planta
Madera y hojas

Madera y hojas

Hojas

Hojas

Madera y hojas

Madera y hojas

Fuente: Plantas medicinales de México Il, usos y actividad biolégica (1999). Las Plantas medicinales de México (1990).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La HAS es un factor de riesgo concomitante y determinante de la evoluciéon y mal prondstico de
los enfermos con padecimientos cardiovasculares, renales y cerebrales.’® ** 2 Como problema
de salud publica mundial, su adecuado y efectivo manejo conduciria ha disminuir la mortalidad y
a mejorar la calidad de vida de poblaciones. Sin embargo, a pesar de la amplia diversidad de
medicamentos antihipertensivos, hoy dia no se cuenta con un medicamento eficaz y seguro
para lograr dicho objetivo. Porque, ademés de las reacciones adversas severas inherentes a la
mayoria de los farmacos antihipertensivos, la cronicidad del tratamiento y el alto costo, dificultan
la continuidad del tratamiento y en consecuencia, se fracasa en el proposito de llevar a la PA a

valores considerados normales.?® 24

Por otra parte, México tiene una rica biodiversidad de flora y fauna, ademas de una larga
tradicion herbolaria de plantas empleadas para el tratamiento de diversas enfermedades.® Estos
hechos hacen creible poder encontrar entre sus plantas autdéctonas, compuestos activos que
abran la posibilidad de iniciar el desarrollo de nuevos medicamentos. Para ello, es necesario: a)
realizar estudios cientificos preclinicos de cernimiento que permitan identificar plantas Gtiles en
enfermedades relativamente “modernas”, como lo es la HAS, b) caracterizar la actividad
bioldgica de la planta activa, y sobre todo, su seguridad y su eficacia y ¢) aislar e identificar el o

los principios activos.

El T. mucronatum no cuenta con estudios etnobotanicos como remedio antihipertensivo, pero
se cuenta con evidencias experimentales preliminares de estudios prospectivos de actividad
hipotensora producida por un EM obtenido de la corteza de esta planta. La confirmacion de este
hallazgo, abre la posibilidad de estudiar una posible accion directa sobre el muasculo liso
vascular. Si esto fuera cierto, la presente investigacion representaria la primera fase de
investigacion farmacologica sobre una planta que podria proporcionar nuevas sustancias

vasodilatadores que podrian tener mejor eficacia y seguridad en el tratamiento de la HAS.
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4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

General

Comprobar si el extracto metandlico obtenido de la corteza del T. mucronatum, tiene
efecto sobre el sistema cardiovascular de ratas normotensas, y establecer si existe
correlacion de este efecto con los estudios en anillos de aorta aislada de rata y en el

lecho mesentérico aislado de rata.

Especificos

Recolectar y depositar un espécimen de la planta en el herbario del IMSS.

Obtener un extracto metanolico con la corteza de T. mucronatum.

Evaluar la actividad del extracto metandlico de T. mucronatum sobre la presién arterial

media y la frecuencia cardiaca en ratas anestesiadas

Evaluar el efecto de dosis crecientes del extracto metanélico en anillos de aorta aislados

de rata

Evaluar la influencia de L-NAME, atropina, indometacina, propranolol y loratadina sobre
el efecto de concentraciones crecientes del extracto metanolico administradas en anillos

de aorta aislados de rata.

Evaluar el efecto del extracto metandlico sobre curvas concentracion respuesta de NA 'y

KCI en el lecho mesentérico aislado de rata.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

> La corteza de T. mucronatum posee actividad hipotensora, por o que una extraccion con
metanol de dicha parte, permitiria obtener un extracto que modificaria la PAM y la FC de

la rata anestesiada.

2 EI EM de la corteza de T. mucronatum con actividad sobre el sistema cardiovascular de
rata, posee componentes que relajan el musculo liso de AAAR y del LMAR.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Reactivos

La + Noradrenalina (NA), indometacina, Nitro-L-arginina, metilester (por sus siglas en ingles L-
NAME), loratadina, propranolol, &cido ascérbico, atropina, prazosina, nifedipina y el cloruro de
acetilcolina (ACh) son de marca Sigma—Aldrich (St. Louis, MO USA). El carbonato acido de
sodio (NaHCOs), cloruro de calcio (CaCly), cloruro de potasio (KCI), cloruro de Sodio (NacCl),
dextrosa (CgH1,04:H,0), fosfato monobasico de potasio (KH,PO,), metanol y el sulfato de

magnesio (MgSQ,) son reactivos de marca J.T.Baker.

6.2. Preparacion de las soluciones

La composicién de la solucién Krebs-Henseleit modificada (KH),** esta expresada en milimolar
(mM) y es la siguiente: NaCl 121,40; KCI 4,70; CaCl, 2,50; MgS0O, 1,25; KH,PO, 1,18; NaHCO;
25; glucosa monohidratada 11; acido ascorbico 0,60. La solucién se prepara en agua
desionizada y es burbujeada con una mezcla de 95 % de O, :5 % de CO, (carbégeno) para

mantener el pH a 7,4 + 0,5.

La acetilcolina y la noradrenalina asi como los blogqueadores y las disoluciones del EM fueron

disueltas en solucién de KH, la cual se prepar6 diariamente.

6.3. Coleccion y comprobacién taxondmica

La corteza de Taxodium mucronatum se colecto en Santiago Tepetlapa, municipio de
Tepoztlan, estado de Morelos, México. Un ejemplar de la planta se deposité en el herbario del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) para ser identificado por la maestra Abigail Aguilar

Contreras, jefa del herbario.

6.4. Preparacion de extracto metandlico (EM)

La corteza del material recolectado se secO bajo la sombra a temperatura ambiente y
previamente pulverizada, se macerd en metanol, el cual se sustituyé cada 24 h por un volumen
similar de disolvente. EI EM extraido, se evaporé a sequedad. Este procedimiento se repitié

hasta que el residuo extraido, fue menor al 5 % del obtenido en la primera extraccion.
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6.5. Estudio del EM sobre el sistema cardiovascular de la rata anestesiada

Los procedimientos experimentales fueron realizados conforme a las guias oficiales

65 € @ internacionales®” de las buenas practicas de investigacion preclinica. Los

nacionales
experimentos se llevaron a cabo en ratas macho de la cepa Wistar con un peso que va desde
250 a 300 g, proporcionadas por el Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Todos los
animales utilizados fueron mantenidos bajo condiciones de alimentacion, temperatura e higiene

controladas con alimentacion de Purina Chow y agua ad libitum.

Se conformaron 2 grupos de seis ratas cada uno. Cada una de las ratas de ambos grupos, se
anestesio con pentobarbital [50 mg/kg] administrado por via intraperitoneal (i.p.). Se colocaron
tres canulas: una en la traguea para favorecer la respiracion espontanea, otra en la arteria
femoral para el registro directo de la PAM y de la FC, y la ultima en la vena femoral para la
administracion de la Solucién salina (Ss) o de EM. La canula arterial se conectd a un
transductor de presion statham P.231D y la sefial filtrada electronicamente, se registré en un
poligrafo Grass modelo 79 D. La FC se registr6 con un tacégrafo Grass 7P4 f accionado por
otro canal del poligrafo en el que se registré la sefial proveniente del canal de la PA. Ambas
sefiales fueron enviadas a través de una computadora que contiene el software PREFRE-EME
para almacenamiento de los registro. Estos fueron analizados y graficados por el programa
Origin 7.5°.

Figura 5. Imagen del montaje de la preparacié de la rata anestesiada para registro de PAM y FC.

A cada una de las ratas del grupo 1 se les administro por via intravenosa (i.v.), una dosis de
EM. Para tal propdsito, 100 mg de peso seco del extracto se disolvié en 1 mL de Ss y para

obtener una solucion lo suficientemente homogénea, se introdujo en un sonificador durante 5
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min. Para evitar que residuos sélidos fueran administrados, la solucion se centrifugo a 3000 rpm
durante 5 min. En el grupo 2 cada rata recibié por via i.v. una dosis de Ss de 0,1 mL por cada
100 g de peso corporal.

En todos los experimentos, la PAM y la FC se registr6 en forma continua desde la
administracién del EM o de la Ss hasta 60 min después. Los cambios en la PAM y en la FC
producidos por el EM en grupo 1 (experimental) fueron comparados con los cambios
observados en el grupo 2 (control).

6.6. Estudio del EM en anillos de aorta aislada de rata.

La rata previamente anestesiada con pentobarbital 50 mg/kg se dislocé en la regién cervical
para diseccion, aislamiento y extraccion de la aorta toracica. Este vaso sanguineo se colocé en
solucion de KH a 37°C, contenida en un recipiente con doble pared y burbujeada con
carbégeno. La aorta removida de tejido graso y conectivo, se cortd en anillos de
aproximadamente 5 mm de longitud. En el lumen de cada anillo se introdujeron dos ganchos de
acero inoxidable. Uno de los ganchos se fijo en la base de una camara para 6rgano aislado y el
otro se atd a un hilo de seda fijado a un transductor de tension FT03-C, el cual se conectd a un
poligrafo Grass 79 Medical Instruments, Quince, USA, para registrar la contraccion vascular
bajo condiciones isométricas (Figura 6). Todas las camaras contenian 3 mL de solucion de KH

termo regulada a 37°C + 0,5°C con pH 7,4 y constantemente burbujeada con carbdgeno.

Figura 6. Imagen del montaje de la preparacién de AAAR.
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Los AAAR se sometieron a una tension basal de 1 g, la cual se ajustd durante 30 min.
Transcurrido este tiempo, el tejido fue estimulado con NA [1x107 M] hasta alcanzar la
contraccion maxima estable o meseta. Posteriormente se sustituyé la solucibn KH para
recuperar la tension basal de 1 g. Este procedimiento se repiti6 en cada ensayo las veces
necesarias hasta que la contraccion obtenida por la adicibn de NA, no aumenté
significativamente con respecto a la estimulacion anterior (5 estimulaciones con NA
aproximadamente). La integridad del endotelio vascular se verific6 al adicionar una
concentracién de ACh [1x10® M] en la dltima estimulacién con NA. La funcionalidad del
endotelio vascular se clasific6 en base al por ciento de relajacibn obtenido con ACh.
Posteriormente se removi6é la acetilcolina sustituyendo la solucion de KH hasta recuperar la

tension basal.

Los AAAR en estado basal (1 g de tension) se contrajeron con NA [1x107 M] o KCI [50 mM] y en
el estado de la contraccion estable (alcanzada la meseta) se procedié a adicionar 9
concentraciones crecientes y acumuladas del EM de T. mucronatum, las concentraciones
finales en el bafio son las siguientes: 3,1; 10; 31; 100; 310; 368; 417; 560 y 1000 [ug/mL]. Los
cambios en la tensidn de los anillos, fueron enviados al poligrafo a través de un transductor de
tensién que a su vez los envié a una computadora que contiene el software TENSION41 para
almacenamiento de los registros. Los resultados contenidos en el software se graficaron con el

programa Origin 7.5°

Para estudiar el mecanismo de accion del efecto relajante del EM, se realizaron curvas
concentracion-respuesta con el EM antes y 10 min después de agregar al bafio y de forma
independiente los siguientes tratamientos: propranolol [10 mM], L-NAME [30 pM], loratadina
[1 uM], indometacina [0,10 mM], atropina [100 nM].

6.7. Estudio del EM sobre el lecho mesentérico aislado de rata

Después de administrar por via i.p. [1000 Ul] de heparina por kg de peso corporal, las ratas se
anestesiaron con pentobarbital [50 mg/kg] i.p. para realizar una incision abdominal y disecar la
arteria mesentérica superior y el lecho mesentérico®® En el origen de esta arteria se colocé una
canula (PE-60) proveniente de una bomba peristaltica (Heidolph Pumpdrive 5006) para
perfundir al LMAR con solucién KH a 37°C, pH de 7,4 y burbujeada con carbégeno (Figura 7).
La velocidad de perfusion se mantuvo a 5 mL/min, lo cual permitié6 que la PA se mantuviera

entre 25-35 mm Hg (presion basal). La presion del liquido perfundido se registré a través de un
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traductor P23XL acoplado a un poligrafo Grass 79 Medical Instruments Quince, USA, el cual a
la vez se acoplo a una interfase que convertia la sefial analdgica a una digital. Esta sefial fue
enviada a una computadora en donde el programa PREFRE-EME capturaba y almacenaba los
resultados registrados. Los cambios en el tono vascular del lecho mesentérico originados por
las sustancias vasoconstrictoras administradas (NA o KCI), incrementaron la resistencia
vascular a la perfusion de la solucion KH, la cual fue registrada en el poligrafo como

incrementos en mm Hg de la PA basal.

— Poligrafo Solucidn
h ||| Krebhs (37)

+
Carbogeno

Bomba peristaltica

37 °C

Figura 7. Representacion esquematica del montaje del LMAR.

En el LMAR bajo condiciones estables y basales, se realizaron curvas concentracion-respuesta
de NA (1x107'M hasta 1x10™*M en progresion de medio logaritmo) o KCI (31 hasta 310 mM en
progresion logaritmica) antes y después de agregar al liquido de perfusién el EM (0,05 mg/mL
de KH), o el antagonista alfa adrenérgico prazosina [1x10°M] o el bloqueador de canales de
Ca*?% nifedipina [1x10° M]. Estas dos dltimas sustancias se utilizaron como controles positivos
para demostrar que el incremento de la PA producido por concentraciones crecientes de NA o
KCI en el LMAR es antagonizado en nuestras condiciones experimentales. EI LMAR fue
perfundido con el EM, prazosina o nifedipina adicionados a la solucion de KH, 10 min antes de

realizar las segundas curvas concentracién-respuesta con NA o KCI.

Los registros obtenidos de PA fueron analizados por medio del software Origin 7.5, para

construir las curvas concentracidn-respuesta.
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6.8. Andlisis estadistico

En los experimentos realizados con la rata anestesiada, la significancia estadistica de las
diferencias encontradas en la PAM y en la FC del grupo experimental (tratado con EM) con

respecto al grupo control (tratado con Ss), se determind mediante la prueba de t de student’s.

En los experimentos realizados en AAAR, se establecid la significancia de las diferencias entre
tres grupos con diferente funcionalidad endotelial, realizando un ANOVA de una ruta con la
subsiguiente aplicacién de la prueba de Dunnett para comparaciones mdultiples con un control.
El grupo de AAAR sin funcionalidad endotelial probada con ACh se considero el grupo control.
El andlisis de los antagonistas se realiza con una prueba de t de student's pareada,
comparando las curvas concentracion-respuesta antes y después de la adicion del antagonista

correspondiente.

Los cambios producidos por NA o KCI antes y después de perfundir el LMAR con EM, se

compararon mediante una prueba de t de student’s pareada,

El valor de probabilidad limite para establecer si las diferencias observadas tienen significancia

estadistica es de 0,05.

Todos los datos fueron graficados en el software Origin 7.5® 0 Excel y el analisis estadistico se

realizé con Excel y el programa Statical Package for the Social Science (SPSS).
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7. RESULTADOS

7.1. Obtencion de la corteza e identificacion del T. mucronatum.

El 1 de octubre de 2006 se recolectaron en Santiago Tepetlapa, municipio de Tepoztlan, estado
de Morelos, México, 420 g de corteza de un arbol localizado en el centro del pueblo. El ejemplar
de este arbol fue identificado en el herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) por

la maestra Abigail Aguilar Contreras, jefa del herbario, como proveniente de:

Clase: Pinopsida
Orden: Pinales
Familia: Taxodiaceae
Género: Taxodium
Especie: mucronatum

Numero de clasificacion: 14134

7.2. Rendimiento del extracto metandlico y sus caracteristicas fisicas

El rendimiento obtenido de la maceracion de la corteza del arbol pulverizada con metanol fue de
2 % con respecto al peso seco de la planta. Este producto denominado EM es un polvo amorfo,

de color café claro con olor caracteristico y ligeramente soluble en agua.
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7.3. Efectos del EM sobre el sistema cardiovascular de la rata anestesiada

Una dosis de 100 mg/mL de EM de T. mucronatum administrado por via i.v. a ratas
anestesiadas, produjo disminucién inmediata de la PAM y sostenida de la FC. Observe que los
valores basales de la PAM se recuperaron a los 10 min después de la administracion del EM y
en contraste, la FC se mantuvo por debajo de la basal hasta el final de los experimentos
(durante 60 min). El promedio de los resultados registrados cada 10 min para la PAM y la FC

con sus respectivos controles, se agrupan respectivamente en la Tabla VIl y Tabla VIII.

Tabla VII. Valores promedio de la PAM registrados durante 60 min en ratas anestesiadas tratadas con Ss
o con una dosis de EM [100 mg/kg].

TRATAMIENTO

Tiempo
Solucion salina Extracto metandlico
0 -1,667+1,667 -13,57+3,891
10 -1,667+1,667 -3,571+2,608
20 0,000+5,000 -2,857+4,480
30 13,33348,333 -5,714+5,393
40 8,333+£10,93 -5,714+4,809
50 10,00£10,00 -0,71415,393
60 -8,333+6,009 5,714+4,932

Los resultados se expresan como la media de los cambios en la PAM * el Error Estandar de la Media. ( X + EEM); n=8.

Tabla VIII. Valores promedio de la FC registrados durante 60 min en ratas anestesiadas tratadas con Ss
o con una dosis de EM [100 mg/kg].

Tiempo TRATAMIENTO
(min) Solucién salina Extracto metandlico
0 0,000+0,000 -15,00+6,655
10 0,000+0,000 -11,66%4,419
20 -3,333+3,333 -19,1615,401
30 0,00015,774 -12,50+7,906
40 -1,667+1,667 -11,66+9,386
50 0,000+£0,000 -5,8331+9,443
60 -10,00+10,00 -5,000+£12,13

Los resultados se expresan como la media de los cambios en la PAM = el Error Estandar de la Media; n=8.

En la Figura 8 y Figura 9 se muestran graficamente los efectos que el EM produjo sobre el
sistema cardiovascular de la rata anestesiada. En cada una de las graficas hay dos curvas que
representan los valores promedio de la PAM o FC en ratas tratadas con el EM o con Ss por via
i.v. EI EM [100 mg/kg] produce una inmediata disminucién en la PAM (Figura) que se
acompafa de bradicardia inmediata y sostenida durante los 60 min que dura el registro
(Figura).
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El analisis mediante la prueba de t student’s de las medias obtenidas con la administracion de
una dosis de EM o de Ss fue de tcac = 0,483 con un valor critico de 2,119 y un valor p = 0,483.
Siendo la t.ac menor que el valor critico de t y la p > 0,05, el efecto del EM sobre la PAM de la
rata anestesiada no es significativamente diferente con respecto al grupo control cuando se
compara el total de valores obtenidos durante los 60 min de registro. Sin embargo, si las medias
se comparan cada 10 min, el EM produce una disminucién de la PAM significativa durante los

primeros 10 min posteriores a su administracion ya que el valor de tc,.= 2,366 y el de p = 0,032

Para la FC el analisis mediante la prueba de t student’s de las medias obtenidas con la
administracion de una dosis de EM o de Ss fue de tcac = 2,946 con un valor critico de 2,119 y un
valor p = 0,019 Siendo la t.,c mayor que el valor critico de ty la p < 0,05, el efecto del EM sobre
la FC de la rata anestesiada es significativamente diferente con respecto al grupo control
cuando se compara el total de valores obtenidos durante los 60 min de registro. Sin embargo, si
las medias se comparan cada 10 min, el EM produce una disminucién de la FC significativa solo
durante los primeros 30 min posteriores a su administracion.

20 - Presion Arterial Media

15

10

Diferencia [mm Hg]

'30 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo [min]

Figura 8. Curvas dosis-tiempo del efecto producido sobre la PAM (mm Hg) de la rata anestesiada por la
administracion i.v. de una dosis de EM (-¢-) o de Ss (-o-).Las barras indican el EEM y el * p < 0,05; n=7.
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Frecuencia Cardiaca
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Figura 9. Curvas dosis-tiempo del efecto producido sobre la FC (Lat./min) de la rata anestesiada por la
administracion i.v. de una dosis de EM (-¢-) o de Ss (-o-).Las barras indican el EEM y el * p < 0,05; n=7.
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7.4. Efecto del EM en anillos de aorta aislada de rata

Debido a la participacion conocida del endotelio en las respuestas relajantes y contractiles de
los vasos sanguineos, estudiamos el efecto del EM en 3 diferentes estados de funcionalidad
endotelial, probada por la magnitud del efecto relajante producido por ACh [1x10® M]. Con
funcionalidad: 1) >75 %, 2) <45 % y 3) 0 % de relajacion de la respuesta contractil maxima
obtenida con NA [1x107 M.

La Figura 10 es un ejemplo del procedimiento seguido para determinar la respuesta de los
AAAR a una serie de estimulaciones con NA. Observe que la tension obtenida con cada
estimulacion de NA [1x107 M] se va incrementando, hasta alcanzar la contracciéon maxima en la
cuarta o quinta estimulacion. Se indica también el momento en que se aplica ACh, y la
intensidad de su efecto relajante, lo que indica la funcionalidad endotelial de los AAAR. Observe
que en este ejemplo, la funcionalidad del endotelio vascular permitié que la ACh relajara al

anillo de aorta precontraido con NA, en mas del 75 %.

25-
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Figura 10. Gréfica digitalizada que ejemplifica los efectos obtenidos en un AAAR al estimularlo durante 5
ocasiones con NA [1x107 M] (A) previo lavado del anillo con KH (V). Observe que en la Gltima
estimulacion no se lavé y se le agregdé ACh [1x10°M] (7).

Los AAAR se distribuyeron, por los resultados de la funcionalidad endotelial en tres grupos,
basados en la intensidad del efecto relajante de la ACh: 1) mas del 75%, 2) menos 45% y 3) 0%
de relajacién. En la Tabla IX se resumen los valores promedio de las tensiones obtenidas con la
dltima estimulacion de NA [1x107M] asi como de los valores maximos de la tension alcanzada

después de la administracion de ACh [1x10®M] y el por ciento promedio de relajacion.
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Tabla IX. Valores promedio de la tensiéon maxima alcanzada por la adicién de NA [1x10” M] en AAAR que
tienen una funcionalidad endotelial >75 %, <45 % y de 0 %, probada con ACh [1x10'6 M].

CALIDAD ENDOTELIO VASCULAR

>75 % <45 % 0%
Te”S'Ome(ZF)’“eS de 1,658 0,109 1,97740,137 1,8258+0,1605
Tension después de 0,246+0,0337 1,432+0,107 1,8258+0,1605
ACh (9)
Relajacion (%) 85,37+1,6405 26,98+3,565 0,000£0,000

Los resultados se expresan como la media de la tensién en gramos * el error estandar de la media, se sefiala también el porcentaje
de relajacion promedio para cada uno de los tres grupos; (n=12).

El analisis mediante la prueba de ANOVA de las respuestas obtenidas por la administracion de
NA [1x107 M] fue de Feuc. = 1,119 con un valor critico de 3,284 y un valor p = 0,38. Siendo la
Fcaic menor que el valor critico de F y p > 0,05 se prueba que la contraccién en esta serie de
experimentos es independiente de la funcionalidad del endotelio vascular. La representacion

grafica de lo anterior se expresa en la Figura.

Contraccion maxima
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Figura 11. Contraccién maxima estable alcanzada por una concentracién de NA [1x10'7 M] en AAAR con
diferente funcionalidad endotelial >75 %(A), <45 %(B) y 0 %(C) probada con ACh [1x10° M].

Determinada la funcionalidad endotelial se procedié a la aplicacion de concentraciones
crecientes y acumuladas de EM a cada uno de los AAAR que conformaron los tres

agrupamientos.
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La Figura 12 ejemplifica las respuestas obtenidas con la administracién de concentraciones

crecientes y acumuladas de EM.

Tensidn (g)

A g 10 15 20 25 30 35 40 45 a0

Tiempo {min)

Figura 12. Grafica digitalizada que ejemplifica los efectos obtenidos con concentraciones crecientes $3,1;
10; 31; 100; 310; 368; 417; 560 y 1000 ug/mL) del EM (V) en AAAR precontraidos con NA (A) [1x107 M].

Los valores promedio y la Concentracién Efectiva 50 (CEsy) del EM para relajar los AAAR con
>75 %, <45 % y 0 % de funcionalidad endotelial probada con ACh [1x10° M] se resumen en la
Tabla X. Observe que se necesita una menor concentracion del EM para relajar el 50 % de la

contractilidad maxima producida con NA, cuando hay mayor funcionalidad endotelial.

Tabla X. Valores promedio y CEsy de la tension resultante después de la administracion de
concentraciones crecientes y acumuladas de EM, en AAAR que tienen una funcionalidad endotelial >75
%; <45 % y 0 %.

Concentracion EM

FUNCIONALIDAD DEL ENDOTELIO VASCULAR

[ng/mL ] >75 % <45 % 0%
Inicial 1,838+0,124 1,569+0,156 1,8600,100
3,16 1,668+0,125 1,45620,143 1,838+0,107
10,0 1,556+0,136 1,398+0,133 1,8170,108
31,6 1,389+0,136 1,323+0,114 1,733+0,102
100 1,101£0,159 1,1740,118 1,561+0,085
316 0,831£0,105 0,874£0,092 1,3460,080
368 0,51740,083 0,578£0,087 1,084+0,087
417 0,214£0,048 0,300£0,053 0,849£0,103
530 0,044£0,018 0,108+0,033 0,429+0,077
1000 00,00£00,00 00,00£00,00 0,035£0,020
CEso 356,0+7,842 385,748,495 442,9+19,63
[ug/mL]

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de relajacion + el Error Estandar de la Media; (n=12).
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El efecto producido por la administracién de concentraciones crecientes y acumuladas del EM
en AAAR precontraidos con NA y que relajan con ACh en mas de 75 %, menos 45 % y 0 %, y la

comparacion entre ellos se observa en la Figura 13.

Relajaciéon inducida por EM
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Figura 13. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante del EM obtenidas en AAAR contraidos
con NA y con un endotelio funcional >75 % (=), <45 % (-) y 0 % (-A-).Las barras indican las
desviaciones estandar y el * p < 0,05; n=12.

El analisis mediante la prueba de ANOVA de las respuestas obtenidas por la administracién de
concentraciones crecientes del EM fue de F.y; =17,825 con un valor critico de 3,023 entre los
grupos de AAAR con diferente funcionalidad endotelial y F.,. = 103,76 con un valor critico de

1,908 entre las diferentes concentraciones administradas a los tres grupos de AAAR.

Ya que por ANOVA se encontré que si existe diferencia significativa entre los tres grupos con
diferente funcionalidad endotelial, se estableci6 mediante la prueba de Dunnett, entre que
grupos y cuales concentraciones muestran diferencias estadisticamente significativas
(Tabla XI).
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Tabla XI. Estadistica inferencial (prueba de Dunnett) realizada con los datos obtenidos con diferentes
concentraciones del EM, entre los tres grupos de AAAR con diferente funcionalidad endotelial probada
con ACh.

Funcionalidad Concentracién EM [ug/mL]

endotelial 3,1 10 31 100 310 368 417 530 1000
<45%vs.0% 02668 02913 03728 02156 0,0636 0,0086* 0,000163** 0,00243*  0,0928
0%vs.>75% (9855 0,8386 05472 04373 01450 0,0335*  0,0016**  0,00013*  0,0934

*p<0,05 *p<0,005

Como podemos observar la respuesta relajante producida entre los grupos con funcionalidad
endotelial >75 % y <45 % no tiene diferencia significativa en ninguna de las concentracion, sin
embargo ambos grupos tienen diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo

control que no posee endotelio funcional (0%).

7.4.1. Estudios preliminares sobre el mecanismo de accion

7.4.1.1. Influencia del cloruro de potasio sobre el efecto relajante del EM

Con el propésito de iniciar estudios experimentales sobre el mecanismo de accion relajante del
EM de la corteza de T. mucronatum, se determino si dicho efecto también se observa en AAAR
precontraidos con KCI. En la Tabla Xll se compara la estadistica de las contracciones maximas

alcanzadas por los AAAR al administrar NA o KCI.

Tabla Xll. Comparacién de las tensiones maximas alcanzadas por los AAAR estimulados con dos
vasoconstrictores diferentes NA y KCI.

TRATAMIENTO
NA [1x10° M] KCI [50 mM]

1,978+0,187 1,883+0,161 0,556

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de relajacion + el Error Estandar de la Media; n=10.

Observe que debido a la variabilidad en la intensidad de la contraccion alcanzada por cada una
de las sustancias contractiles, no se obtiene diferencia significativa. Este hecho se observa con
claridad en la Figura 14 en donde se grafica el promedio de la contraccibn maxima de los
AAAR contraidos con NA y con KCI.
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El analisis mediante la prueba de t student’s pareada de las respuestas contractiles obtenidas
por la administracién de NA [1x107 M] y KCI [50 mM] fue de tgc = 0,612 con un valor critico de
2,262 y una p > 0,05 por lo que se confirma que las contracciones maximas producidas por la

NA y KCI no son significativamente diferentes.
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Figural4. Comparacion de los promedios de las tensiones maximas alcanzadas por los AAAR con la
adicion de NA (A) y KCI (B). Las barras indican los EEM. (n=10).

En la Tabla Xlll se resumen los valores de tension obtenidos por la relajacion resultante
después la adicion de nueve concentraciones crecientes del EM en AAAR que fueron
estimuladas con NA [1x107 M] o KCI [50 mM] y el valor de p respectivamente. Ademas en la
misma tabla se sefiala la concentracién efectiva que disminuye al 50 % la maxima contraccion
lograda con la sustancia contractil, la CEs, es moderadamente menor en los AAAR estimulados

con NA que los estimulados con KCI.
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Tabla XIll. Valores promedio y CEsg de la relajacion producida por la administracion de concentraciones
crecientes del EM en AAAR precontraidos con NA [1x10'6 M] o KCI [50 mM].

Concentracion EM VASOCONSTRICTOR
[ng/mL] NA KCl b
3,1 0,142+0,032 0,064+0,015 *0,033
10 0,186+0,036 0,096+0,0205 *0,043
31 0,240+0,045 0,142+0,0307 *0,045
100 0,343+0,054 0,245:0,047 0,158
310 0,640+0,074 0,437+0,060 *0,024
368 1,071£0,112 0,678+0,092 *0,011
417 1,415£0,121 0,983:0,118 *0,015
530 1,73240,147 1,27740,129 *0,040
1000 2,030£0,171 1,654+0,132 0,089
CEso 409,7+26,55 484,57+11,22 *0,0195
[pg/mL ]

Los resultados se expresan como la tensién media en g + el Error Estandar de la Media; el * indica significancia estadistica
utilizando la prueba de t de student’s pareada; n=10.

El analisis estadistico mediante t student’s pareada de los resultados de concentraciones
crecientes del EM en AAAR previamente estimulados con NA [1x107 M] o KCI [50 mM], dio
como resultado que la ts. €s mayor al valor critico de 2,306 en siete de las nueve
concentraciones. Ya que el valor de p fue menor de 0,05 en siete de las nueve
concentraciones probadas se deduce que la relajacion producida por el EM es
significativamente diferente cuando los AAAR son estimulados con NA que cuando son
estimulados con KCI. La Figura 15 representa las curvas concentracion respuesta en donde

con mas claridad se muestra dicha diferencia.
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Relajacion inducida por EM
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Figura 15. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante del EM obtenidas en AAAR previamente
contraidos con NA [1x107 M] (<) o KCI [50 mM]. (-e-). Las barras indican el EEM y el * p < 0,05; n=10.

Debido a que el EM relaja tanto los AAAR precontraidos con NA [1x10” M] como con KCI [50
mM] no fue posible deducir el mecanismo de accion. Por tal motivo, se realizaron otros estudios
preliminares para valorar la influencia de diferentes farmacos sobre dicho efecto relajante. Estos
experimentos se realizaron sin importar la funcionalidad endotelial, ya que el EM relajé a los
AAAR que tenian o no endotelio funcional. Es importante mencionar que para cada sustancia

probada se tiene su respectivo control.

La Figura 16 ejemplifica el efecto relajante observado con concentraciones crecientes y
acumulativas del EM, en AAAR precontraidos con NA, antes y después de adicionar al bafo
una concentracién de atropina [1x107 M]. La misma secuencia de experimentacion fue
empleada para valorar el efecto de Indometacina [1x10™ M], L-NAME [3x10®° M], loratadina
[1x10° M] o propranolol [1x10* M], sobre las curvas concentracion respuesta construidas con el
EM.
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Figura 16. Grafica digitalizada y comparativa de los efectos obtenidos con la adicion de concentraciones
crecientes y acumulativas del EM: 3,1; 10; 31; 100; 310; 368; 417; 560 y 1000 [ug/mL] (V) en AAAR
precontraidos con NA [1x107 M] (A ) con y sin algun tipo de bloqueador ( o), en este caso atropina.

7.4.1.2. Influencia de atropina sobre el efecto relajante del EM

Los valores promedio del porcentaje de relajacion obtenido con cada una de nueve

concentraciones crecientes de EM en los AAAR antes y después de la adicién atropina [1x10”

M] se expresa en la Tabla XIV. Ademas en la misma tabla se sefialan los valores de p y las

CEso. Observe que la CEsp no se incrementa al adicionar atropina.

Tabla XIV. Valores promedio y CEso del por ciento de relajacion que los AAAR, previamente contraidos
con NA, tuvieron después de la adiciéon de concentraciones crecientes de EM; antes y después de la

administracion de una concentracion de atropina [1x107 M].

Concentracion EM

TRATAMIENTO

[ug/mL] Control Atropina i
3.1 5,507+1,169 5,609+1,120 0,837
10 9,512+1,929 8,0844+1,9615 0,333
31 13,703,064 14,853,505 0,759
100 29,01+9,968 26,18+5,421 0,654
310 37,75+6,680 41,398,825 0,435
368 55,45+6,779 52,32+7,887 0,560
417 70,83+7,455 68,83+9,352 0,570
530 87,206,264 86,05+7,629 0,613

1000 98,201,412 98,331,377 0,573
CEso 419,4+36,64 425,7+29.20 0,898
[ug/mL]

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de relajacion + el Error Estandar de la Media; el * indica significancia
estadistica utilizando la prueba de t de student’s pareada. n=10.
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El analisis mediante una prueba de t student’s pareada, del porcentaje de relajacién obtenido
por la administracion de nueve concentraciones crecientes del EM en AAAR con y sin
tratamiento previo de atropina, dio como resultado que la t.,c €s menor al valor critico de 2,306
en todas las concentraciones. Ya que el valor de p > 0,05 en todas las concentraciones se
deduce que la adicién de atropina no afecta de una manera significativa la relajacién producida
por el EM (Figura 17).
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Figura 1. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de EM, obtenidas antes (<-) y después (-
e-) de la administracion de una concentracion de atropina [1x10‘7M] por 10 min, en AAAR estimulados con
NA. Las barras indican el EEM y el * p < 0,05; n=10.
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7.4.1.3. Influencia de indometacina sobre el efecto relajante del EM

Los valores promedio del porcentaje de relajacion obtenido con cada una de nueve
concentraciones crecientes de EM en los AAAR antes y después de la adicién indometacina
[1x10™ M] se expresa en la Tabla XV. Ademas en la misma tabla se sefialan los valores de p y

las CEsp. Observe que la CEsg se incrementa al adicionar indometacina.

Tabla XV. Valores promedio y CEsq del por ciento de relajacion que los AAAR, previamente contraidos
con NA, tuvieron después de la adicion de concentraciones crecientes de EM; antes y después de la
administracion de una concentracion de indometacina [1x10'4 M].

Concentracién EM TRATAMIENTO
[ng/mL] Control Indometacina P
3.1 3,025+0,712 3,002+0,526 0,975
10 9,573+1,775 6,909+0,791 *0,046
31 19,793,937 12,29+1,747 *0,049
100 31,8415,694 22,153,507 *0,033
310 45,2947 ,534 31,20+4,399 *0,039
368 56,20+8,312 47,747,539 0,144
417 70,726,371 62,295,129 0,178
530 79,91+3,950 75,43+2,928 0,313
1000 95,72+2,097 90,35+1,978 0,266
CEso 419,623,75 461,0£19,82 0,205
[ug/mL]

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de relajacion + el Error Estandar de la Media; el * indica significancia
estadistica utilizando la prueba de t de student’s pareada; n=7.

El analisis mediante una prueba de t student’s pareada del porcentaje de relajacion obtenido
por la administracion de nueve concentraciones crecientes del EM en AAAR con y sin
tratamiento previo de indometacina dio como resultado que la t.,c €s mayor al valor critico de
2,306 en cuatro concentraciones de las nueve. Ya que hasta la concentracion de 310 ug/mL el
valor de p es < 0,05 se comprueba que la adicién de indometacina si afecta, aunque de un muy

discreta, pero de una manera significativa la relajacién producida por el EM. (Figura 18).
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Relajacion inducida por EM
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Figura 18. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de EM, obtenidas antes (<) y después
(--) de la administracion de una concentracion de indometacina [1x10™* M], en AAAR estimulados con
NA. Las barras indican el EEM y el *p < 0,05; n=7.
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7.4.1.4. Influencia de L-NAME sobre el efecto relajante del EM

Los valores promedio del porcentaje de relajacion obtenido con cada una de nueve
concentraciones crecientes de EM en los AAAR antes y después de la adicion L-NAME
[3x10° M] se expresa en la Tabla XVI. Ademas en la misma tabla se sefialan los valores de p y

las CEsp. Observe que la CEsg se incrementa al adicionar L-NAME

Tabla XVI. Valores promedio y CEsg del por ciento de relajacion que los AAAR, previamente contraidos
con NA, tuvieron después de la adicion de concentraciones crecientes de EM; antes y después de la
administracion de una concentracion de L-NAME [3x10™° M].

Concentracion EM TRATAMIENTO
[ng/mL] Control L-NAME P
3.1 7,808+1,076 2,0280,599 *0,001
10 14,16+2,975 4,379+1,4451 *0,037
31 18,004,637 6,677+2,535 *0,047
100 27,49+6,152 10,81+3,1730 *0,045
310 46,965,440 22,28+3,498 *0,012
368 69,47+5,852 42,09+3,5713 *0,006
417 84,53+4,634 64,80+4,5047 *0,027
530 94,072,331 86,812,719 0,143
1000 100,00 99,330,667 0,351
CEso 373,8+12,31 435,2+12,22 *0,0033
[ug/mL ]

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de relajacion + el Error Estandar de la Media; el * indica significancia
estadistica utilizando la prueba de t de student’s pareada; n=8.

El analisis mediante una prueba de t student’s pareada del porcentaje de relajacion obtenido
por la administracion de nueve concentraciones crecientes del EM en AAAR con y sin
tratamiento previo de L-NAME dio como resultado que la t.,c €s mayor al valor critico de 2,306
en las primeras siete concentraciones. Ya que el valor de p < 0,05 en el mismo numero de
casos se comprueba que la adicion de L-NAME si afecta de una manera significativa la

relajacion producida por el EM. (Figura 19).
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Figura 19. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de EM, obtenidas antes (<-) y después
(-e-) de la administracién de una concentracion de L-NAME [3x10”° M], en AAAR estimulados con NA. Las
barras indican el EEM y el * p < 0,05; n=8.

45



RESULTADOS

7.4.1.5. Influencia de loratadina sobre el efecto relajante del EM

Los valores promedio del porcentaje de relajacion obtenido con cada una de nueve
concentraciones crecientes de EM en los AAAR antes y después de la adicion de loratadina
[1x10® M] se expresa en la Tabla XVII. Ademas en la misma tabla se sefialan los valores de p y

las CEso. Observe que la CEsg no se incrementa de una manera significativa al adicionar

loratadina.

Tabla XVII. Valores promedio y CEsy del por ciento de relajacion que los AAAR, previamente contraidos
con NA, tuvieron después de la adicién de concentraciones crecientes de EM; antes y después de la
administracién de una concentracion de loratadina [‘lx10'6 M].

Concentracion EM TRATAMIENTO

[ng/mL] Control Loratadina P
3,1 6,517+1,020 4,828+1,302 0,347
10 8,067+1,528 8,387+1,836 0,517
31 13,127+3,385 13,4142,945 0,892
100 21,02+4,819 24,906,540 0,494
310 38,58+3,675 38,08+7,425 0,949
368 57,874,078 53,20+7,024 0,498
417 73,72+3,318 68,12+4,713 0,366
530 89,632,396 80,32+3,99 0,061

1000 100,00+0,00 96,861,150 0,072
CEso 397,9+9,407 420,0+18,37 0,289
[ug/mL]

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de relajacion + el Error Estandar de la Media; el * indica significancia
estadistica utilizando la prueba de t de student’s pareada; n=8.

El analisis mediante una prueba de t student’s pareada del porcentaje de relajacion obtenido
por la administracion de nueve concentraciones crecientes del EM en AAAR con y sin
tratamiento previo de loratadina dio como resultado que la t.,c €s menor al valor critico de 2,306
en todas las concentraciones. Ya que el valor de p > 0,05 en todas las concentraciones se

deduce que la adicién de loratadina no afecta de una manera significativa la relajacion

producida por el EM (Figura 20Figura ).
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Figura 20. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de EM, obtenidas antes (<-) y después
(-e-) de la administracién de una concentracion de loratadina [1x1 0° M], en AAAR estimulados con NA.

Las barras indican el EEM y el * p < 0,05; n=8.
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7.4.1.6. Influencia de propranolol sobre el efecto relajante del EM

Los valores promedio del porcentaje de relajacion obtenido con cada una de nueve
concentraciones crecientes de EM en los AAAR antes y después de la adiciéon propranolol
[1x10° M] se expresan en la Tabla XVIIl. Ademas en la misma tabla se sefialan los valores de p

y las CEsq. Observe que la CEsg no se incrementa al adicionar propranolol.

Tabla XVIII. Valores promedio y CEsy del por ciento de relajacion que los AAAR, previamente contraidos
con NA, tuvieron después de la adicién de concentraciones crecientes de EM; antes y después de la
administracidon de una concentracion de propranolol [1x10'5 M].

Concentracion EM TRATAMIENTO
[ng/mL] Control Propranolol P
3,1 4,539+1,511 6,712+1,751 0,272
10 13,44+3,019 12,69+2,467 0,758
31 22,19+3,102 21,8242,444 0,902
100 36,793,658 42,663,343 0,357
310 52,32+3,743 59,684,699 0,282
368 72,914,091 73,62+2,381 0,887
417 85,373,037 82,02+1,740 0,400
530 97,1243,37 93,16+2,679 0,360
1000 106,543,425 102,05+2,882 0,347
CEso 368,9+1,662 368,1+1,811 0,953
[pg/mL ]

Los resultados se expresan como la media del porcentaje de relajacion + el Error Estandar de la Media; el * indica significancia
estadistica utilizando la prueba de t de student’s pareada; n=9

El analisis mediante una prueba de t student’s pareada del porcentaje de relajacion obtenido
por la administracion de nueve concentraciones crecientes del EM en AAAR con y sin
tratamiento previo de propranolol dio como resultado que la t.,c €s menor al valor critico de
2,306 en todas las concentraciones. Ya que el valor de p > 0,05 en todos los casos se
comprueba que la adiciéon de propranolol no afecta de una manera significativa la relajacién

producida por el EM. (Figura 21).
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Relajacion inducida por el EM
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Figura 212. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de EM, obtenidas antes (<-) y después
(--) de la administraciéon de una concentracién de propranolol [1x10”° M], en AAAR estimulados con NA.

Las barras indican los EEM y el * p < 0,05; n=9.
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7.5. Efecto del EM sobre el lecho mesentérico aislado de rata

La Figura 22 ejemplifica la respuesta del LMAR a concentraciones crecientes de NA (1X107,
3,1X107, 1X10°, 3,1X10°, 1X10°, 3,1X10° y 1X10“*M) o KCI (31,62, 50,11, 79,43, 125,9,
199,52 y 316,20 mM). Observe que con cada administracion de la concentraciéon
correspondiente de NA se produce un pico que sefiala el incremento de la resistencia vascular
producida por la sustancia vasoconstrictora, lo cual se refleja en resistencia al flujo y en
consecuencia, en incremento de la PA del LMAR.

120 -

100
80

60 1

Presién (mm Hg)

40

20 1

0 ’ - ’ .
Figura 22. Gréfica digitalizada de los efectos obtenidos en LMAR al estimularlos con concentraciones
crecientes de NA (A).

En la Tabla XIX se muestran los valores promedio de los efectos obtenidos con
concentraciones crecientes de NA, sobre la PA del LMAR. Observe que la PA del LMAR se
incrementa al adicionar concentraciones crecientes de NA y que este efecto en presencia del
EM [0,05 mg/mL] o prazosina [1 nM] disminuye significativamente. Se observa también el valor
de p obtenido cuando se comparan las respuestas de NA antes y después de adicionar al KH el
EM. Ademas se indica las CEsy de este efecto noradrenérgico, antes y después de adicionar EM
o prazosina. Observe que este valor es notoriamente mayor cuando se adiciona al liquido de

perfusién EM y se incrementa aun mas cuando se adiciona prazosina.
El analisis mediante una prueba de t de student’s pareada de las respuestas obtenidas por la

administracion de concentraciones crecientes NA obtenidas antes y durante de la perfusién de

EM [0,05 mg/mL] sobre LMAR, dio como resultado que la t.;c es mayor al valor critico de 2,447
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en las ultimas cuadro administraciones. Ya que el valor de p es < 0,05 se deduce que el EM
antagoniza significativamente la respuesta a NA. En la Figura 23 se visualiza de manera clara
este resultado al construir las curvas concentraciéon respuesta de los diferentes tratamientos.
Observe que la prazosina, antagonista de los receptores as-adrenérgico y el EM, antagonizan el

efecto de NA y tienen curvas concentracion respuesta parecidas.

Tabla XIX. Valores promedio y CEs, de la presion obtenida por concentraciones crecientes de NA
administradas en LMAR antes y después de la perfusion con EM [0,05 mg/mL] o prazosina [1 nM].

Concentracion TRATAMIENTO

NA [uM] Control de NA EM +NA Prazosina+NA
0,10 6,00+1,183 3,500+1,284 3,667 +1,563 0,232
0,316 8,667+1,838 7,166+1,990 5,667+2,753 0,515
1,00 13,67+2,305 7,833£2,212 8,167+2,960 0,116
3,16 23,003,425 15,83+2,982 12,00+2,683 *0,025
10,00 35,335,637 12,0042,191 17,67+2,155 *0,018
31,6 61,006,367 24,503,250 22,33+2,404 *0,003
100 80,006,011 37,664,410 29,50+1,784 *0,001
Niﬁf,‘\’/l] 200,4+20,49 489,4+65,63 539,4+55,66 *0,002

Los resultados se expresan como la media de la presion (mm Hg); £ el Error Estandar de la Media; p = control vs EM; el * indica
significancia estadistica utilizando la prueba de t de student’s pareada; n=6.

Efecto contractil de NA
100 -+

60

Presion (mmHg)

20 ~

0 Ir ‘ : : : : : : : : : :
0,1 0,316 1 3,16 10 31,6 100
Concentraciéon (uUM)

Figura 23. Curvas concentracion-respuesta del efecto contractil de NA sobre el LMAR obtenidas antes
(--) y después de la perfusion con EM [0,05 mg/mL] (<+) o prazosina [1 nM] (-A-).Las barras indican el
EEMy el * p <0,05; n=6.
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En la Tabla XX se muestran los valores de PA obtenidos con cada una de las seis
concentraciones crecientes de KCIl administradas al LMAR sin tratamiento, y el efecto que el EM
[0,05 mg/mL] y nifedipina [1 uM] provocaron sobre la curva de concentracidn-respuesta. Se
observa también el valor de p conseguido por la comparacién entre los datos del control vs.
EM+KCI y la CEso de KCI con los diferentes tratamientos. Notese que la CEsp se incrementa al

adicionar al liquido de perfusién EM y sobre todo nifedipina.

Tabla XX. Valores promedio y CEs, de la presion obtenida por concentraciones crecientes de NA
administradas en LMAR antes y después de la perfusion con EM [0,05 mg/mL] o nifedipina [1 uM].

Concentracion TRATAMIENTO

KCl [mM] Control de KClI EM +KCI Nifedipina+KCl P
31,60 12,331,302 8,833+2,407 5,3330,617 0,142
50,12 20,002,672 14,172,557 7,00041,434 0,184
79,43 29,50+3,021 21,332,199 10,00£2,354 *0,033
125,9 47,333,453 31,67+3,168 11,172,395 *0,024
199,5 63,504,675 41,505,258 14,00+3,586 *0,009
316,2 78,005,524 46,004,934 16,173,850 *0,001
CEso 190,48+14,48 314,5+39,59 814,9+89,21 *0,015

[ug/mL ]

Los resultados se expresan como la media de la presion (mm Hg); + el Error Estandar de la Media; p = control vs EM; el * indica
significancia estadistica utilizando la prueba de t de student’s pareada; n=6.

El analisis mediante una prueba de t pareada de las respuestas obtenidas por la administracion
de concentraciones crecientes KCI obtenidas antes y durante de la perfusiéon de EM [0,05
mg/mL] sobre LMAR dio como resultado que la t.,c €s mayor al valor critico de 2,57 en las
ultimas cuadro administraciones y el valor p sobrepasa el valor de 0,05 en las mismas, por lo
que se comprueba que la adicion de EM si modifica significativamente la respuesta en las
ultimas cuatro concentraciones de KCI. En la Figura 24 ademas de la curva control y las curvas
obtenidas durante la perfusién de EM [0,05 mg/mL] y nifedipina [1nM] se sefalan las diferencias
significativas de los datos obtenidos de la curva control contra los datos obtenidos cuando hay
perfusion con el EM, mientras que la curva con nifedipina sirve para constatar que la

contraccién producida por el KCl se ve reducida por el bloqueo de canales de calcio.
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Efecto contractil de KCI
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Figura 24. Curvas concentracion-respuesta del efecto contractil de KCI sobre el LMAR obtenidas antes
(-8, después de la perfusiéon con EM [0,05 mg/mL] (<+) o con nifedipina [1uM] (-A).Las barras indican el
EEMYy el * p < 0,05; n=6.
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8. DISCUSION

En la rata anestesiada la administracion i.v. de 100 mg/kg del EM obtenido de la corteza de
T. mucronatum, produjo hipotensién arterial inmediata y de corta duracion (10 min), y
bradicardia sostenida que se mantuvo hasta el final del experimento (60 min). Estos efectos son
discretos comparados con los efectos cardiovasculares producidos por extractos obtenidos de
otras plantas.®® Sin embargo, podrian ser significativos en un sujeto hipertenso moderado, y ser
mas intensos al separar el o los principios activos. Para estimar la importancia de este efecto
moderado, debe considerarse que se esta administrando una sola dosis de una mezcla de
sustancias, que en su mayoria, son de estructura quimica y actividad biolégica desconocida.
Cabe la posibilidad que cuando se realice el fraccionamiento biodirigido del extracto, resulte en
alguna sustancia activa con acciones antagoénicas, que al ser separada de la fraccion

hipotensora, permitira observar este efecto con mayor intensidad y duracién.

La hipotensién (Figura 8) y la bradicardia (Figura 9) producidas por el EM no son producto de
acciones reflejas, ya que el registro difiere completamente del tipico patron de taquicardia
observado con farmacos antihipertensivos que actuan directamente sobre los vasos arteriolares
de resistencia. La bradicardia producida por el EM hace pensar que al menos una sustancia
posee acciodn directa sobre el corazén, pero con los resultados de la presente investigacién no
es posible determinar el sitio, y el mecanismo de accién de dicho efecto. Sin embargo, debido a
la importancia del sistema nervioso auténomo sobre el sistema cardiovascular de la rata, se
podria plantear entre otros mecanismos, una accién antagonica sobre los receptores 34
adrenérgicos’® o bien, estimulante sobre los receptores M, colinérgicos'!, ambos receptores
ubicados en la membrana celular de las células especializadas de conduccién del corazon.
Ademas, y continuando con la hipétesis que el EM podria contener sustancias que modifican el
sistema nervioso auténomo, es posible asociar el efecto hipotensor a una accién de tipo
colinérgica sobre los receptores muscarinicos Mj; localizados en las células endoteliales de los
vasos arteriales de resistencia. Esto implicaria asumir que al menos una de las sustancias del
EM al estimular dicho receptor endotelial, liberaria NO que al difundirse hacia el musculo liso
vascular activaria a la enzima guanilato ciclasa para incrementar la formacién de GMP¢ a partir

' Este efecto

de GTP y en consecuencia, producir relajacion del musculo liso arteriolar.’
vasodilatador es semejante al producido por acetilcolina’ y podria explicar el efecto hipotensor
fugaz producido por el EM. También podria pensarse en una accion adrenérgica sobre los

receptores (3, localizados en la membrana del musculo liso arteriolar. Como se sabe, estos

54



DISCUSION

receptores se encuentran acoplados con la proteina G la cual se desdobla en subunidades al
estimularse el receptor f3,, particularmente la subunidad alfa activa a la enzima adenilato ciclasa
que cataliza la conversion de ATP a AMPc. Estos eventos metabdlicos conducen a una

vasodilatacién.”

Con la finalidad de observar si hay acciones adrenérgicas y/o colinérgicas del EM sobre el tejido
vascular, se emplearon AAAR como modelo experimental. Este modelo in vitro ademas de ser
sensible a numerosas sustancias vasodilatadores y vasoconstrictoras, permite probar menores
concentraciones del extracto y en consecuencia, economizar en el ya de por si bajo rendimiento
(2 %) que se tiene del EM de T. mucronatum. Pero mas que nada, al estudiar las acciones
directas sobre el tejido vascular, evita todos los estimulos multifuncionales presentes en la rata
integra. Es importante sefialar que la preparacion de los AAAR analiza los cambios del tono
vascular, dado fundamentalmente por la contraccion del musculo liso. Este tejido no tiene
contraccidn espontanea pero en condiciones basales, posee actividad miogénica intrinseca.
Para estudiar la influencia de sustancias contractiles sobre su tensioén, es necesario aplicar una
fuerza local de 1g en su estructura. En estas condiciones, el EM no modificé el tono basal de
los AAAR, con lo que se descarta la presencia, en el extracto, de alguna sustancia
vasoconstrictora. En contraste, para observar el efecto de sustancias relajantes, los AAAR
deben contraerse con alguna sustancia vasoconstrictora, para posteriormente adicionar la
sustancia a prueba. El EM produce un importante y significativo efecto relajante dependiente de
la concentracion (desde 3,1 hasta 1000 pg/mL), lo cual sefiala la presencia de al menos una

sustancia vasorelajante (Figura 12).

La relajacién del musculo liso vascular puede deberse al bloqueo de la apertura de los canales
de calcio voltaje dependiente, o por las sustancias que activan la apertura de canales de
potasio, que inducen la hiperpolarizacion del potencial de membrana e inhiben la apertura de
los canales de calcio voltaje dependientes, con la consiguiente disminucién de la concentracion
de calcio, lo que disminuye la capacidad de contraccion del musculo liso.”* Existen numerosas
sustancias vasoconstrictoras con mecanismos de accion reconocidos cientificamente, como por
ejemplo: fenilefrina, angiotensina, serotonina etc. Sin embargo, en estudios preliminares la NA
es las sustancias mas empleada para incrementar la tension de los vasos arteriales. Para
postular una hipdtesis que explique el efecto relajante del EM, hay que considerar el
mecanismo de accion del efecto vasoconstrictor producido por NA, el cual esta asociado a la
estimulacién de los receptores a;-adrenérgicos presentes en el musculo liso vascular.” Estos

receptores se encuentran acoplados a una proteina Gq la cual al ser estimulada, separa su
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subunidad alfa y estimula la fosfolipasa C que incrementa la conversién de IP, (fosfatidilinositol)
a IP; (trifosfato de inositol) y a DAG (diacil glicerol). Estos dos mensajeros (IP; y DAG)
aumentan la concentracion del i6n Ca*? en las células del musculo liso y en consecuencia, se
produce una contraccién que se caracteriza por dos fases. La primera sucede rapidamente y es
debida al IP; que produce una salida abrupta del i6n Ca*? desde el reticulo sarcoplasmico hacia
el citoplasma. Este i6n calcio junto con el DAG, ocasionan la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje localizados en la membrana celular, conformando la segunda fase lenta
de la contraccién.”® ” El efecto resultante de estos mecanismos es un incremento en la tensién
vascular. Debido a que el EM se opone a esta accién adrenérgica, podria considerarse como
posibles mecanismos de accién el antagonismo farmacolégico sobre los receptores a; o la
estimulacion de los receptores B, Estos receptores se encuentran acoplados a proteina Gs y su
estimulacién incrementa el AMPc que conduce a relajacién vascular.”® Desafortunadamente, el
pretratamiento con propranolol [1x10 M] no modificé la curva concentracion-respuesta
producida por el EM en los AAAR precontraidos con NA (Figura 21), por lo que se descarta que
la relajacion sea mediada por estimulacion de los receptores (,. Por otra parte, el EM relaja
también los AAAR precontraidos con altas concentraciones de KCI (Figura 15), i6n que
incrementa la apertura de canales de Ca* sensibles a voltaje localizados en la membrana del

musculo liso vascular.”® 8°

La participacion del sistema nervioso auténomo a través del sistema colinérgico también fue
estudiada. Se conoce que la estimulacion de los receptores colinérgicos M; localizados en el
endotelio vascular, incrementan la entrada de Ca*? y en consecuencia la sintesis de NO a partir
de L-arginina. Este receptor se encuentra acoplado a proteina Gq, y su estimulacién incrementa
la actividad de la enzima sintasa de NO que cataliza la conversion de L-arginina a L-citrulina y
NO.%" La posibilidad que el EM tuviera una sustancia con actividad colinérgica se analizo al
adicionar atropina (antagonista de receptores muscarinicos®) a los AAAR que al ocupar los
receptores muscarinicos endoteliales puede impedir la estimulacién por algin componente del
EM. Los resultados muestran que no hay diferencia significativa entre los efectos relajantes
producidos por el EM en AAAR precontraidos con NA y pretratados o no con atropina
[1x107 M]. (Figura 17)

Debido a que la participacion del sistema nervioso auténomo no fue demostrada, y que la
funcionalidad del endotelio incrementa significativamente la relajacion producida por el EM, se
busco confirmar este hecho pretratando con L-NAME [1x10* M] a los AAAR precontraidos con

NA. Se sabe que el L-NAME inhibe la sintasa del NO y al disminuir este radical libre no se
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estimula la guanilato ciclasa,®® 3 disminuyendo los niveles citosdlicos de calcio, y en
consecuencia no se produce relajacién del musculo liso vascular.®® El efecto relajante del EM
disminuye significativamente en presencia de L-NAME (Figura 19), lo cual indica que este
extracto contiene alguna sustancia que involucra la sintesis y/o liberacion del NO. Esto implica
que parte de la relajacion producida por el EM en AAAR se debe a la presencia del endotelio
que involucra la liberacion de NO. No habiendo conseguido que el efecto vasorelajante se
bloquee por completo, se explord la posibilidad que el EM tuviera acciones histaminérgicas®® y/o
prostaglandinérgicas.®” El pretratamiento con loratadina no modifican la curva concentraciones
respuesta producida por el EM en los AAAR precontraidos con NA (Figura 20). En contraste, el
pretratamiento con indometacina antagoniza moderadamente pero significativamente parte del
efecto vaso relajante del EM (Figura 18). Esto quiere decir que una posible liberacién de

prostaglandinas también esta involucrada en los efectos del EM.

En resumen el efecto relajante del EM de T. mucronatum se debe en parte: 1) al bloqueo de los
canales o de algun sistema que controlan la movilizacién del calcio intracelular y extracelular 2)
a la inhibicién de la produccién de NO en las células endoteliales de los AAAR y por ultimo 3) a

la modificacién moderada en la sintesis de prostaglandinas.

Con el propdsito de establecer si el mecanismo hipotensor se debe a una accion directa sobre
la musculatura lisa de los vasos de resistencia, se realizaron curvas concentracién-respuesta en
el LMAR con NA (desde 107 hasta 10 M progresion de medio logaritmo) o KCI (desde 31 hasta
310 mM en progresién logaritmica). Estas curvas representan los valores de PA obtenidos
antes y después de perfundir al LMAR con una solucion de KH que contenia EM [0,05 mg/mL].
Los resultados confirman la hipotesis de que el EM posee una accién sobre el musculo liso
arterial ya que la curva de NA como la curva de KCI son significativamente menores con la
adicion del EM. Es importante sefalar que la determinacién de la concentracién empleada en
estos experimentos, se ajusto a la concentracién maxima que se puede disolver en la solucion
KH sin afectar la presién basal del LMAR. Por otra parte, no se adicionaron mayores
concentraciones de 1x10“*M de NA, porque la recuperacién de los valores basales de PA del

LMAR se prolonga y no es completa.

El hecho de que el EM halla bloqueado parcialmente el incremento de PA producido por NA y
KCI, senala que en la corteza de T. mucronatum hay mas de una sustancia con acciones
relajantes que probablemente desencadenan mas de un mecanismo de accion, el cual no fue

estudiado en el LMAR. Sin embargo, el aplanamiento parcial de la curva concentracién-
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respuesta a NA fue similar en intensidad y en la pendiente a la curva concentracion-respuesta
en presencia de prazosina (Figura 23). Esto habré la posibilidad de que algun componente del
EM pudiera disminuir la PA del LMAR por una relajacién muscular mediada por antagonismo en
el receptor as-adrenérgico. En contraste, el aplanamiento de la curva concentracion-respuesta a
KCI producido por la perfusién de HK con EM fue de menor intensidad que el aplanamiento
producido por la adicién al KH de nifedipina (bloqueador del canal de Ca*?) (Figura 24). Esto
muestra una menor actividad del EM sobre el mecanismo de accidn responsable del incremento
de PA producido por KCI.

La presencia de mas un fendmeno vasorelajante hace pensar que el EM contiene mas de un
compuesto vaso-activo. En estudios fitoquimicos previos, diversos compuestos se han aislado
de las hojas de T mucronatum, entre los cuales destacan por su actividad biolégica los
flavonoides como la amentoflavona, inhibidor del factor nuclear que media la expresion del gen

en la produccién de sintasa de NO inducible por lipopolisacaridos.’® *3

y la hinoquinoflavona,
amentoflavona como la 3-O-B-D-glucdsido de quercetina, inhibidores de la ciclooxigenasa 2
(COX-2),°? enzima que cataliza la conversién de araquidonato a prostaglandinas. Es interesante
sefalar que tanto la inhibicién de la produccién de NO, como la produccion de prostaglandinas,
participan en el efecto relajante que observamos con el EM. Sin embargo, no hay evidencia de
que alguna de estas sustancias se halla aislado de la corteza del T. mucronatum, como
tampoco hay evidencias experimentales que sefalen acciones cardiovasculares de sustancias
que si se han aislado de la corteza de esta planta (criptomerina A, criptomerina B e

Isocriptomerina).*®

Finalmente, el analisis de los resultados en conjunto demuestran que el efecto hipotensor del
EM obtenido de la corteza de T. mucronatum, se debe a una accion relajante directa sobre el
musculo liso arteriolar. Este hecho es fundamentado por la disminucién de la PA del LMAR
cuando se perfunde con el EM. A pesar que el mecanismo de accidon vasorelajante no pudo
determinarse de forma completa, y menos aun se logro la identificacion de los principios activos,
la presente investigacibn es importante porque por primera vez se estudia de manera
sistematica, la actividad cardiovascular de esta planta lograndose integrar resultados obtenidos
de modelos experimentales in vitro e in vivo. El estudio preclinico de esta planta apenas se
inicia, y esta tesis aporta una valoracion general que requiere de investigacion farmacolégica y
quimica complementaria que determine el completo mecanismo de accion del efecto

vasorelajante, y la o las sustancias responsables de dicho efecto.
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9. CONCLUSIONES

2 El rendimiento del EM obtenido por maceracién de la corteza de T. mucronatum fue de
2 %.

> El bajo rendimiento del EM, limita la administracion i.v. de altas concentraciones en la

rata anestesiada

> El EM administrado por via i.v. [L00 mg/kg] a ratas anestesiadas, produce hipotension
moderada de corta duracién, y bradicardia sostenida durante los 60 min que duro el

registro.

> EI EM produce vasorelajacion dependiente de la concentracion y de la funcionalidad del
endotelio vascular, en AAAR previamente contraidos con NA [1x10”7 M] o con KCI [50
mM].

> La CEsg del efecto relajante del EM es menor cuando los AAAR contraidos con NA,
muestran mayor funcionalidad del endotelio vascular (CE5=356,0 ug/mL con mas de
75%; CEg,=385,7 pug/mL con menos de 45% y CEgy=442,9 pug/mL con 0% de endotelio

vascular funcional).

> El pretratamiento de los AAAR con L-NAME [3x10® M] o con indometacina [1x10™ M],
bloquea parcialmente y de una manera significativa, el efecto relajante del EM. En
contraste, el pretratamiento de los AAAR con propranolol [1x10™ M], loratadina [1x10°M]

o atropina [1x10” M] no modifican significativamente el efecto relajante del EM.

> Las curvas concentracion-respuesta de NA [de 1x10”" a 1x10“ M] o de KCI [de 31 mM a
310 mM] construidas con los datos de la PA del LMAR, se antagonizan
significativamente cuando se realizan durante la perfusion del LMAR con 0,05 mg/mL del
EM.

> EI EM contiene compuestos vasorelajantes que explican parte del efecto hipotensor

producido por la administracion i.v. de dicho extracto en ratas anestesiadas
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10. PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

2 Las plantas superiores son fuente de sustancias activas, y para su estudio, debe
considerarse el conocimiento popular de sus acciones terapéuticas ya que incrementa la

posibilidad de resultados positivos.

2 Es necesario realizar estudios quimico-farmacolégicos para aislar, identificar y estudiar
el o los principios activos, responsables de los efectos encontrados con la administracion

del EM completo.

> Los resultados de la presente investigacion, aln son preliminares para avalar el uso

popular del T. mucronatum como un medicamento herbolario antihipertensivo.
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11. ANEXO
Sustancias aisladas del T. mucronatum
Tipo de compuesto Estructura Quimica
Biflavona

Numero de CAS: 482-35-9
Nombres conocidos:
3-O-B-D-Glucopiranosido.
Quercetin 3- glucosido.
Glucosil-3-quercetin.
Isoquercetin.
Isoquercitrin.
Formula molecular: Cyq Hog O42
Peso molecular: 464,382 g/mol
Punto de fusidn: 238-242°C
Parte de la planta: Hojas

Biflavona

Numero de CAS: 1617-53-4

Nombres conocidos:
Amenthoflavone.
Amentoflavona.

Foérmula molecular: Czg Hyg O49

Peso molecular: 538,45 g/mol

Punto de fusién: 300°C

Parte de la planta: Hojas, corteza

Biflavona

Numero de CAS: 22136-74-9
Nombres conocidos:

4-Monometilamentoflavone.

Podocarpusflavona A.
Formula molecular: Czq Hyg Oqg
Peso molecular: 552,493 g/mol
Punto de fusién: 322-324°C
Parte de la planta: Hojas

OMe
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ANEXO

Sustancias aisladas del T. mucronatum continuacion

Tipo de compuesto

Estructura Quimica

Biflavona

NUmero de CAS: 34293-14-6
Nombres conocidos:

3,8-Biflavone,Dimetilamentoflavone.

7,4-Dimetilamentoflavona.
Férmula molecular: Cs, Hy, Oqg
Peso molecular: 566,51 g/mol
Punto de fusién: 318-320°C
Parte de la planta: Hojas

Biflavona

NUumero de CAS: 521-34-6
Nombres conocidos:
Sciadopitysin.

7,4' 4"~ Trimethylamentoflavone.

Férmula molecular: C33 H24 010
Peso molecular: 580,547 g/mol
Punto de fusion: 287-289°C.

295-297°C desc
Parte de la planta: Hojas

Biflavona

Numero de CAS: 19202-36-9

Nombres conocidos:
Hinoquinflavona.
Hinokiflavone

Férmula molecular: C30 H18 010

Peso molecular: 538,466 g/mol

Punto de fusién: 353-355°C desc.

Parte de la planta: Hojas

Biflavona

Numero de CAS: 22012-98-2
Nombres conocidos:
Cryptomerina B.
5,5",7"-Trihidroxiflavona.
Formula molecular: Css; Hay Oqp
Peso molecular: 566,52 g/mol

Punto de fusién: 302-303°C desc.

Parte de la planta: Toda la planta

OMe

OMe

HO OH
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ANEXO

Sustancias aisladas del T. mucronatum continuacion
Tipo de compuesto Estructura Quimica
: : H
Diterpenoide H,C— e
OH

Nombres conocidos:
Acido 8, p-hidroxipimar-15-en-19-oico
15-Pimareno-8,19-diol
Formula molecular: CyoH3,03 H,;C

Peso molecular: 320,471 g/mol COOH
Punto de fusion: 186-187°C
Parte de la planta: Hojas y frutos CHs

Biflavona

Nombres conocidos:
Isocriptomerina.
Monometilhinokiflavona.
Isocryptomerin

Férmula molecular: 031 H20 010

Peso molecular: 552,493 g/mol

Punto de fusion: 310°C desc.

Parte de la planta: Toda la planta

Biflavona

Numero de CAS: 22012-97-1

Nombres conocidos:
Cryptomerina A

Formula molecular: Czq Hyg Oqp

Peso molecular: 552,493 g/mol

Punto de fusién: 308-310°C desc. OH ©

Parte de la planta: Toda la planta

OMe

Fuentes: Pan X. Bioorganic & Medical Chemistry (2005),”' Chapman & Ha I/CRC, Dictionary of Natural Products,m Silva GL, , et al
Phytochemistry (1995),%° Pelte A Tetrahedron Letters (1969)*"
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