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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales tienen una gran importancia en el campo de la salud,
ya que constituyen una alternativa segura y eficaz para el tratamiento de
distintas afecciones y cada vez es mayor el nimero de pacientes que recurren

a ellas como remedio o como complemento a su medicacion habitual.

En la prehistoria, los humanos probablemente observando las costumbres de
los animales, empezaron a manipular las plantas medicinales como los perros 'y
gatos que utilizan la grama para purgarse; es muy frecuente encontrar tomillo
en los nidos de los insectos por su poder desinfectante. EI hombre Neanderthal
ya utilizaba plantas medicinales. Los conocimientos sobre las plantas
medicinales, antes del nacimiento de la escritura, se transmitian oralmente

(Mundo Natural Historia de las Plantas Medicinales, 2005).

Las grandes civilizaciones antiguas como la china y la hindd proporcionan
escritos como evidencia del ingenio del hombre en utilizar las plantas en el
tratamiento de una amplia variedad de enfermedades. En México se han
utilizado las plantas desde la época prehispanica para diversas aplicaciones las
cuales van desde la alimentacion, vestimenta y como remedio (Guasch e
Hinostroza 2005; Mitscher et al., 2000).

Asimismo se sabe que México cuenta con una gran variedad de recursos
herbolarios. En lo que a plantas medicinales se refiere, se sabe que su
transmision ha sido mediante la linguistica prehispanica la cual es amplia y
heterogénea, puesto que son variadas las lenguas o dialectos nativos que
mantienen su vigencia y vitalidad a pesar del tiempo transcurrido; ejemplo de
lenguas vivas son el quechua, aymard, guarani, mazateca, guajiro, entre otras
(Velarde, 2002).

Después del descubrimiento de América, en el siglo XVI, la imagen que se
percibia del mundo tomo un camino distinto; atrayendo el interés de viajeros,

cronistas y cientificos quienes se encargaron de llevar y convertir en fuentes de
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primera mano las cronicas escritas directamente por la poblacion autéctona o

descendientes de estos entre los siglos XV y XVII.

En dichas cronicas se resaltan los diversos tratados de herbolaria indigena
escritos entre los siglos XVI y XVII. El manuscrito titulado “Libellus de
Medicinalibus Indorum Herbis”, de Martin de la Cruz, nativo mexicano educado
por religiosos de Tlatelolco, publicado en 1552, contiene informacién sobre
plantas medicinales, posee ilustraciones y nombres nahuatl. A este manuscrito
se le conoce como “Cadice Badiano” por la traduccion al latin que realizé Juan

Badiano.

Posteriormente, el fraile franciscano Bernardino de Sahagun present6 el
manuscrito “Historia General de las Cosas de la Nueva Espafia”, el cual esta
basado en encuestas sistemaéticas, realizadas a un grupo de selectos sabios y
meédicos nahuas en las cuales recogi6 informacidén sobre plantas medicinales,

creencias y practicas de la época (Velarde, 2002).

Por otra parte, los escritos del doctor Francisco Herndndez, médico enviado
por Felipe 1l hacia los fines del Siglo XVI, con objeto de estudiar la flora
medicinal de la "La Nueva Espafa". Este libro denominado "Historia de las
Plantas de la Nueva Espafa”, agrupa de manera concisa y clara 1500 plantas
usadas por los nativos y médicos; describen sus propiedades botanica y

curativas.

Afos después de consolidada la dominacion espafiola en Mesoamérica,
autores indigenas de origen maya escribieron los libros de Chilam Balam:
Kéua, Ixil, Tekax, Nah. Estos libros contienen recetas en idioma maya y
espafiol; manuscritos similares han sido encontrados, y aun son objeto de
estudio (Velarde, 2002).

En 1565 Nicolas Monardes, médico sevillano, present6 su obra clasica

“Historia Medicinal de las cosas que se traen de nuestras Indias Occidentales”.
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Obra que consiste de tres tomos que describen las principales propiedades

medicinales de las plantas americanas (Velarde, 2002).

En el “Atlas de las Plantas Medicinales de México” se establece que en el pais
existen alrededor de 30,000 especies de plantas de las cuales
aproximadamente 3,000 tienen accion terapéutica y solo del 1% se han
estudiado sus propiedades medicinales (Argueta, 1994). De la especies
medicinales resaltan 1000 que se utilizan en la medicina tradicional para tratar
enfermedades respiratorias, cardiovasculares, de la piel, desordenes
gastrointestinales, hipertension, dolor, diabetes, para inducir el suefio y para la
induccion de parto (Aguilar, 1994; Lozoya, 1994; Bye, 1995; Lozoya 1999).

Las enfermedades cardiovasculares constituyen uno de los principales
problemas de salud en México, lo que ha motivado la busqueda de nuevos
tratamientos. En este sentido las plantas medicinales representan una de las
alternativas para el tratamiento de padecimientos cardiovasculares los cuales
se encuentran entre las primeras causas de muerte en México; dentro de este
padecimiento podemos encontrar como principales factores la hipertension

arterial, dislipidemias, obesidad y el consumo de tabaco (SSA, 2009).

En la literatura herbolaria de México se destacan plantas para el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares dentro de las cuales estan las siguientes
especies: Chiranthodentron  penthadactylon, Talauma mexicana, Prunus

serotina y Lepechinia caulescens (Argueta, 1994).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Incidencia de enfermedades cardiovasculares en México.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que las enfermedades
cardiovasculares representan la causa mas frecuente de mortalidad en el
ambito mundial, rebasando a la mortalidad ocasionada por enfermedades
infecciosas y parasitarias. Asimismo, reconoce que las enfermedades
cardiovasculares avanzan rapidamente tanto en los paises desarrollados como

en los que se encuentran en vias de desarrollo (SSA, 2009).

Las enfermedades cardiovasculares incluyen un grupo de afecciones del
aparato circulatorio, entre las que se destacan la enfermedad isquémica del
corazoén, la enfermedad cerebro-vascular y la enfermedad hipertensiva. Las dos
primeras constituyen las causas de morbilidad y mortalidad circulatoria mas
frecuentes y comparten junto con la enfermedad hipertensiva y la
aterosclerosis, factores de riesgo comunes que pueden ser identificados
tempranamente y sobre los cuales se puede intervenir favorablemente, lo que

facilita su prevencion y control (SSA, 2009).

Segun cifras de la Escuela Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2006), en
México la prevalencia de la Hipertension Arterial Sistémica (HAS) en la
poblacién mayor de 20 afios es de 30.8% y es mayor en los estados del norte
del pais (Nayarit, Zacatecas, Sinaloa, Coahuila, baja california sur, Durango y
Sonora), en donde alcanza cifras de 35%. A partir de los 60 afos la
prevalencia se incrementa y mas del 50% de los hombres y casi del 60% de las

mujeres padecen HAS.

La HAS es una enfermedad cronica, controlable de etiologia multifactorial, que
se caracteriza por un aumento sostenido en las cifras de la presion arterial
sistélica (PS) por arriba de 140 mm Hg, y/o de la presién arterial diastolica (PD)
igual o mayor a 90 mm Hg (SSA, 2009).

Dependiendo de los factores asociados a su desarrollo, la HAS puede

clasificarse como esencial primaria y secundaria (SSA, 2006).
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Las HAS primarias representan entre el 90-95% de los casos y son de etiologia

multifactorial y se relacionan con:

Antecedentes hereditarios de hipertension

Sobrepeso y obesidad

Sedentarismo

Estrés mental

Habitos alimenticios: consumo excesivo de alimentos ricos en sodio y
bajos en potasio, pobre ingesta de frutas y verduras

Abuso en el consumo de alcohol y drogas

Tabaquismo

Otros factores de riesgo que precipitan la aparicion de HAS en individuos

mayores de 30 afios son:

Uso de ciertos medicamentos (vasoconstrictores, antihistaminicos,
esteroides, AINES)
Diabetes mellitus (DM)

Sindrome cardiometabdlico

Unicamente son secundarias el 5-10% de los casos, y estan asociadas a las

siguientes causas:

Apnea del suefio

Insuficiencia renal crénica
Aldosteronismo primario
Enfermedad renovascular
Feocromocitoma

Coartacion de la aorta
Enfermedad tiroidea o paratiroidea

Terapia con esteroides o sindrome de Cushing
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La hipertensién arterial es un importante factor de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares y renales. La mortalidad por estas complicaciones ha
mostrado un incremento sostenido durante las Ultimas décadas. Las
enfermedades del corazon, la enfermedad cerebro-vascular y las nefropatias

se encuentran entre las primeras causas de muerte (NOM 030 SSA2-1999).

El problema de la hipertensién arterial se ha detectado con mayor incidencia en
personas adultas con edades que oscilan entre los 45 y 49 afos
respectivamente, aunque también se tienen datos que la incidencia de dicha
enfermedad es dos veces mas en paises del primer mundo representando esto
un problema entre hombres y mujeres por igual.

En cifras presentadas por la OMS se muestra que en el mundo se invierten
mas de 50 mil millones de délares para diagnosticar y combatir este grave
problema; mientras que en paises en vias de desarrollo que presentan el 80%
de incidencia de hipertension arterial en el mundo, solo se dispone de un 10%
(cerca de 12 mil millones de dolares) para este fin.

México por su parte invierte en tratar este padecimiento, cerca de 2.5 millones
de dolares anuales, cifra que representa aproximadamente medio punto del
producto interno bruto del pais. Aunque a pesar de los esfuerzos e inversion
realizada anualmente, se tienen datos que menos del cuatro porciento de los
mexicanos que padecen hipertension arterial estan controlados o en vias de
tratamiento

(Alcocer, 2009).

La hipertensién arterial afecta a mas de 20 millones de adultos en México, de
los cuales 10 millones ademas de la presion elevada, tienen alguna otra

complicacion y menos del 10 por ciento estan controlados adecuadamente.

México es un pais donde la hipertension no es un problema resuelto. Se
calcula que 17.5 millones de hipertensos no estan recibiendo el tratamiento

adecuado o no siguen las indicaciones de su médico (Alcocer, 2009).
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2.1.1 Fisiologia del endotelio vascular.

El endotelio es una capa unicelular que cubre la superficie interna de los vasos
sanguineos y conforma la pared de los capilares. La integridad estructural y
funcional de las células endoteliales es importante en el mantenimiento de la

pared de los vasos y de la funcion circulatoria.

Las células endoteliales son dinamicas y tienen funciones tanto metabdlicas
como sintéticas. Ademas, ejercen acciones autocrinas, paracrinas, endocrinas
e influyen en las células del musculo liso vascular (CMLV), plaquetas y

leucocitos periféricos (Sanchez, 2007).

El endotelio esta constituido por células altamente especializadas y bastante
heterogéneas. Ademas, no solo expresan diferentes antigenos de superficie y
receptores sino que pueden generar distintas respuestas al mismo estimulo
(Gallagher, 1997).

Las células endoteliales ejercen numerosas funciones bioldgicas, entre las que
destacan el mantenimiento de una interfase sangre-tejido no trombogénica, la
regulacion del tono vascular, del flujo sanguineo tisular y de la presion arterial
(Sanchez, 2007).

El endotelio es considerado un tejido esencialmente paracrino en relacion al
tono vascular, ya que tiene la capacidad de sintetizar mediadores biolégicos
gque modulan el estado de contraccidbn y/o relajacion del musculo liso
adyacente. El endotelio sintetiza tanto agentes vasodilatadores como agentes
vasoconstrictores. En el Cuadro 1 se resumen los agentes vasodilatadores y

vasoconstrictores conocidos (Vanhoutte, 1993).
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Cuadro 1. Agentes vasodilatadores y agentes vasoconstrictores.

Vasodilatadores Vasoconstrictores ‘
Oxido nitrico (NO) Endotelina
Factor hiperpolarizante derivado del Angiotensina Il
Endotelio (EDHF) Tromboxano A, (TXA,)
Prostaciclina (PGl,) Endoperéxidos
Bradicinina Prostaglandina H, (PGHy),
Acetilcolina (Ach) Superoxido
Serotonina (5-HT)
Histamina
Sustancia P

Péptido natriurético tipo C.

El endotelio es indispensable para la homeostasis corporal y en muchos
procesos patolégicos incluyendo la aterosclerosis, la hipertension, la
hipertension pulmonar, la sepsis y los sindromes inflamatorios, se ha descrito
una respuesta alterada de las células endoteliales. Estas enfermedades estan
relacionadas con lo que se denomina dafio, activacion o disfuncién endotelial
(Gallagher, 1997).

La relajacion del masculo liso vascular en respuesta a una sefal iniciada por la
estimulacion del endotelio, es conocida hoy en dia como “relajacion
dependiente del endotelio” y esta relacionada con la liberacion de al menos un
factor relajante derivado de endotelio (EDRF). Los tres factores vasodilatadores
producidos por el endotelio son el oxido nitrico (NO), la PGl, y el factor
hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), siendo el principal el NO, ya
que es el Unico que ejerce un efecto ténico vasodilatador sobre la pared

vascular (Sanchez, 2007).
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2.1.2 Mecanismo de produccion de NO en la célula endotelial.

El NO es una pequefia molécula gaseosa que actia como mediador en
numerosos procesos biologicos. Se produce a partir del grupo guanidino de la
L-arginina, siendo el otro producto de esta reaccion biolégica la L-citrulina. La
oxido nitrico sintetasa (NOS) es la enzima que cataliza esta reaccion. Esta
enzima es una hemoproteina que, ademas del substrato, requiere oxigeno
molecular (Leone, 1991), la presencia de calmodulina (CaM) y cuatro
cofactores: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (forma reducida)
(NADPH), dinucleétido de flavina-adenina (forma oxidada) (FAD), flavin
mononucle6tido (forma oxidada) (FMN) y tetrahidrobiopterina (BH,4) (Stuehr,
1997).

La activacion de receptores endoteliales de la acetilcolina, produce un
aumento en la entrada de calcio (Ca?*) por canales especificos, lo que se

traduce en un incremento de la concentracion de inositol trifosfato (IP3).

El IP5 causa la liberacién de Ca®* desde el reticulo endoplasmatico (RE). Este
aumento intracelular de Ca®" activa a la Calmodulina (CaM), que a su vez
activa a la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), que a partir de L-arginina (L-
Arg) produce o6xido nitrico (NO). El NO sale por difusion pasiva de la célula
endotelial y entra de igual forma en célula del musculo liso vascular (CMLV),
donde activa a la guanilato ciclasa soluble (GCs). Se forma asi el guanosin
monofosfato ciclico (cGMP) a partir de guanosin trifosfato (GTP). El guanosin
monofosfato ciclico (cGMP) puede disminuir la actividad de fosfodiesterasas
(PDE), con lo que aumenta la concentracion de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP) al no ser degradado por éstas. El guanosin monofosfato ciclico (cGMP)
puede activar diversas proteinas cinasas (PK), lo que causa la disminucion de
la concentracién intracelular de Ca?* ([Ca®'];), debido a la inhibicién de su
entrada por canales tipo L de Ca?’, a su mayor salida mediante el
intercambiador Na*/Ca?*y a su mayor acumulacién en el reticulo sarcoplasmico
(RS). ElI guanosin monofosfato ciclico (cGMP) también activa canales de K"
estimulando su salida. Todos estos efectos del cGMP tendentes a reducir la
[Ca?'];, producen la relajacién de la fibra muscular, y con ello la vasodilatacién.

En la Figura 1 se ilustra el mecanismo para la produccion de NO.

9



ANTECEDENTES

Célula endotelial

Célula del musculo
liso vascular

RELAJACION

Figura 1. Mecanismo de produccion de NO (-): Inhibicién. : Aumento

: Disminucién (Sanchez, 2007).

2.1.3 Prostaciclina.

La prostaciclina (PGIl,) fue el primer factor relajante derivado de endotelio
(EDRF) que se identifico. Se caracterizo en tiras de tejido adrtico a mediados
de los afos sesenta, como una sustancia capaz de inhibir la activacion y la

agregacion plaquetaria y producir vasodilatacion (Moncada, 1976).

La PGl se sintetiza fundamentalmente en las células endoteliales vasculares a
partir del acido araquidénico (AA) mediante la accién del complejo enzimético
COX-PGil; sintetasa. También se sintetiza en la célula del muisculo liso vascular

(CMLV) y plaquetas, donde contribuye a regular el estado de agregacion
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plaguetaria. Parte de la accién de la PGI, se debe a su unién a receptores
especificos en la superficie de las células del musculo liso vascular (CMLV) que
se encuentran acoplados a través de proteinas G a la adenilato ciclasa (AC), lo
gue conduce a un aumento de los niveles intracelulares de cAMP (adenosin
monofosfato ciclico) y a la consiguiente relajaciéon del musculo liso (Vanhoutte,
1993; Furchgott, 1989; Hajjar et al., 1982; Gorman et al., 1977; Best et al.,
1977). Entre los factores que estimulan la sintesis y liberacion de PGI, estan la
angiotensina Il (Ang IlI), la acetilcolina (ACh) o la bradicinina (Bk), asi como
productos derivados de las plaquetas como la serotonina y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). EI NO y la PGI, actian de forma
sinérgica para producir tanto la relajacion de las fibras de musculo liso vascular

como para inhibir la agregacion plaguetaria (Moncada, 1978).

2.1.4 Factor hiperpolarizante derivado de endotelio.

El factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF) se encarga de
hiperpolarizar el masculo liso vascular mediante la activacion de los canales de
K" sensibles al ATP o Na’-K* ATPasa, provocando su relajacion. La entidad
qguimica del EDHF no esta definida con exactitud, se sugiere que puede ser un
metabolito del acido araquiddnico (Cingolani, 2000; Dvorkin, 2003; Rang et al.,
2004). Este acido proviene de la hidrdlisis de fosfolipidos de la membrana
catalizada por la enzima fosfolipasa A,. La actividad de esta enzima se eleva
cuando se incrementa la concentracién de Ca?* citosélico ([Ca*]i.). Por lo
tanto, todo estimulo que aumente la [Ca®']i en la célula endotelial, estimula la
liberacién del EDHF y del NO (Rang et al., 2004). EI EDHF abre canales de
calcio en la célula del musculo liso, provocando una hiperpolarizacion. Esta
hiperpolarizacion cierra los canales de calcio tipo L y disminuye la entrada de
Ca?* a la célula, por lo tanto; la disminucién en la [Ca?']i provocando la

relajacion del masculo (Rang et al., 2004).
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2.2 Antecedentes botanicos y etnobotanicos del genero Prunus.

Las plantas agrupadas en la familia Rosaceae a la cual pertenece Prunus
presentan las siguientes caracteristicas botanicas: una semilla con dos
cotiledones, una flor con cinco pétalos libres, estambres numerosos con Atenas

introna.

Dentro de la familia Rosaceae se distinguen cuatro grupos dependiendo de las

caracteristicas del pistilo y del receptaculo:

¢ Rosaceas con numerosos carpelos fijos sobre un receptaculo ambobado
(fresal)

e Rosaceas con un solo carpelo fijo en el receptaculo hundido y caduco
(ciruelo, cerezo y melocotonero)

e Rosaceas con numerosos capelos fijos en el fondo de un receptéaculo
hundido y persistente (Rosal salvaje o escaramujo, arbustillo enano)

e Rosaceas con cinco carpelos soldados en un receptaculo hundido

(manzano)

Habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado. Los frutos del
genero se han utilizado en la medicina tradicional coreana para el tratamiento
cardiaco, mareos, mastitis, dolores de dientes asi como para la destoxificacion,

relajacion y como antitusivo (Sanchez, 2000).

Algunos ejemplos de especies del género Prunus son: P. persica (durazno), P.
domestica (ciruelo), P. armeniaca (chabacano) y P. serotina (capulin), entre
otros (Calderén, 2001).
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2.3 Antecedentes botanicos y etnobotanicos de la especie Prunus

serotina.

Prunus serotina es comunmente conocido como capulin (Ordaz et al., 1999). El
capulin por pertenecer al género de las cerezas negras, se le asemeja mucho
en apariencia y sabor a estas. Es redondo y brillante, su pulpa es verde palido,
carnosa y jugosa de sabor dulce y algo astringente, contiene una sola semilla
de mayor proporcién que la pulpa con una almendra de sabor amargo en su
interior, su piel es delgada pero lo suficientemente firme para poder ser

transportada sin que se rompa (Sanchez, 2000).

El arbol tiene copa ancha de forma ovoide que produce una sombra densa,
tiene una altura de 10 a 15 m, la corteza es de una coloracion rojiza o café
(Figura 2), con tronco largo y recto en el bosque, pero en los claros es corto y
ancho de hojas lanceoladas y aserradas (Figura 3), con flores de color blanco
gue se agrupan en racimos (Figura 4), su fruto es globuloso de color negro o
rojo, de 1.5 cm de diametro con semilla (Figura 5) y fructifica entre los meses

de mayo a agosto (Argueta, 1994; Lara et al., 1996).

Figura 2. Prunus serotina (corteza). Figura 3. Prunus serotina (hojas).
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Figura 4. Prunus serotina (flor). Figura 5. Prunus serotina (fruto).

La semilla es esférica y rodeada por un endocarpio o hueso lefioso (almendra)
de sabor amargo. La raiz es un sistema radical que se presenta de forma
superficial y extendida a medianamente profunda. La mayoria de las raices
ocupan los primeros 60 cm del suelo. La raiz crece muy rapido y presenta una

sexualidad hermafrodita (Sanchez, 2000).

Se desarrolla sobre pendientes acentuadas y se le encuentra en zonas de
cultivo (cafetal). Habita en muchos lugares templados y frios de la Republica

Mexicana.

Es intolerante a la sombra. Se establece bien después de perturbaciones como
fuego, tala y ciclones. Los tipos de vegetacion en donde se encuentra son:
bosque de encino, bosque de pino, bosque de pino-encino, bosque mesdéfilo de
montafia (cerca de su limite superior) y pastizales (vegetacion sabanoide)
(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Los suelos en los que abunda esta especie son: pedregosos 0Scuros, SOomeros,
profundo con abundante materia organica, regosol eutrico, cambisol, acrisol
ortico, toba andesitica, acido, humedo. Se distribuye ampliamente por la
Republica Mexicana en los estados de Baja California Sur, Coahuila, Colima,

Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Estado de México, Guanajuato,
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Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledén, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Lara
et al., 1996).

El capulin cuenta con otros nombres con los que se conoce entre ellos estan:
capoli (Mex), capolin (Mex y Puebla), capulin, capulin blanco, ceraso (BCS),
cerezo (Chis), chencua y chengua (purépecha), cusabi (Taraumara), detse y
ghoto (otomi), jeco y guasiqui (guarigio), pa ksmuk (mixe), pate y chimal-ma-u
(chontal), sacaton (Jal). T-mundaya (Mixteco), tunday (zapoteco), tzu“uri (cora)
y usabi (tarahumara) (Lara et al., 1996). También cuenta con regionalismos:
Nayarit (agualamo), Jalisco (aguilote), Oaxaca (capulina), México (saracuacho)
(Sanchez, 2000).

En EU los frutos se conocen como black o cherry, “cerezo” en Guatemala,
“cerezo criollo” en Venezuela y “cerezo de los Andes” en Colombia (Chavez,
1990).

2.4 Usos de Prunus serotina.

En los Estados de Michoacan, Hidalgo, Morelos, Aguascalientes y Estado de
México utilizan el fruto para preparar jarabe; el cual se toma a cucharadas y se
recomienda ingerir una infusion de las hojas cada ocho horas para el
tratamiento de la tos (Argueta, 1994; Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009).

En el Distrito Federal utilizan las hojas para preparar un té para el tratamiento
de la diarrea y el cocimiento de la raiz, otra forma de utilizacion es la
combinacion de la corteza, las hojas junto con la miel de abeja para el
tratamiento de dolor abdominal, también se llega a utilizar el té de las hojas,
aunque suele acompafarse con hojas de durazno, tejocote y manzana

(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En el estado de Sonora las hojas y la corteza son utilizadas en el tratamiento
de la diarrea, catarro, nubes en los 0jos, y fiebres periddicas; el cocimiento de

las hojas puesto al sol se utiliza para el tratamiento de las “camaras” de sangre.
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En cuanto al fruto se sabe que su cocimiento es utilizado en el “mal de orin” y
por ultimo, las hojas son utilizadas también como antiespasmaodico (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En los Estados de Veracruz, Michoacan, Chiapas y el Distrito Federal, se
recomienda esta planta para problemas digestivos y de la bilis, para lo cual se
prepara un cocimiento que se ingiere por la mafiana; también ayuda a mejorar
la digestion y fortalecer el estbmago, mediante la coccidén endulzada con miel
de abeja, que debe tomarse tres veces al dia después de comer, o bien, por la
mafiana beber como té el cocimiento mezclado con mirto y albahaca. Otros
USOS comunes son para tratar la tos y gripa, en los cuales se recomienda tomar

como té la infusion resultante de las hojas hervidas (Argueta, 1994).

Durante el siglo XVI Martin de la Cruz lo describe para el tratamiento de la
dermatosis, dispepsia y como agente antipuriginoso. Francisco Hernandez lo
seflala como sedante, ténico, el cocimiento de la corteza cura los disentéricos,
el polvo de la misma disuelve las nubes, aclara la vista, disminuye las

inflamaciones de los 0jos y suaviza la lengua reseca por exceso de calor.

A finales del siglo XIX la Sociedad Mexicana de Historia Natural lo menciona
como antipaltudico (Argueta, 1994; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009). Durante el siglo XX Alfonso Herrera lo sefiala como sedativo
y narcético. Maximino Martinez describe los siguientes usos: antidiarreico,
antiespasmadico, antipaludico, para el tratamiento de la neumonia,
enfermedades respiratorias y para tratar la disenteria (Martinez, 1989;

Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

La Sociedad Farmacéutica de México lo describe como antidiarreico,
astringente, para tratar gastritis atdnica, sedante cardiaco, sedante de la
circulacion y sedante en catarros bronquiales, laringeos y tonicos (Argueta,
1994; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Las semillas contienen de un 30% o 40 % de aceite semisecante apropiado

para la elaboracién de jabones y pinturas (Sanchez, 2000).
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El capulin presenta madera de buena calidad, facil de labrar y que adquiere
color rojizo y brillante al pulirla. Es usada para construcciones rurales,

decoracion de interiores y carpinteria en general.

El producto del capulin mas apreciado es el fruto, pues es comestible en
fresco, en jaleas, dulces regionales, mermeladas, tamales y para preparar
licores. El fruto contiene 20 por ciento de azucar y mucha pectina (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

La corteza de capulin contiene glicésidos cianogénicos, en particular prunasina.
Estos glicésidos, una vez degradados en el organismo, calman los espasmos

del musculo liso que rodea a los bronquiolos, aliviando la tos (Health, 2008).

En algunos estados de la republica adquiere otros usos, por ejemplo en
Morelos, Hidalgo y en el Estado de México se usa el capulin en arreglos y
amuletos para protegerse del mal.. También se usa para realizar limpias
agregando un manojo de plumas de chupamirto moradas, rojas y azules.
Cuando el caso no es muy grave, el manojo se pasa por todo el cuerpo del
paciente sin quitarse la ropa, en caso contrario, las hierbas se tienen que
desmenuzar y restregar directamente sobre el cuerpo, para dejar la piel
impregnada con la savia (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

2.5 Antecedentes quimicos de Prunus serotina.

Estudios quimicos realizados previamente sobre la especie Prunus serotina
demuestran el aislamiento e identificacion de metabolitos pertenecientes a la
categorias de flavonoides, terpenoides glicésidos cianogénicos y compuestos

fenolicos simples, de los cuales los dos primeros se presentan en el Cuadro 2.

Se han identificado en las hojas de Prunus serotina los siguientes compuestos:
aceite esencial, grasa sélida, resina acida de funciones glucosidicas,
amigdalina, un alcaloide de constitucion desconocida, acido ténico, glucosa,
principios pépticos, colorantes, clorofila y sales minerales, siendo los elementos
mas importantes la amigdalina y el alcaloide, de igual forma se han identificado

los triterpenos urs-12-en-28-al-3-beta-ol, los compuestos aromaticos [-D-
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glucopiranosil benzoato y prunasina (Argueta, 1994). Mientras que la corteza,
contiene almiddn, resinas, taninos, acido galico, materia grasa lefiosa, materia

colorante roja, cal, hierro y potasa (Martinez, 1989).

2.6. Farmacologia de Prunus serotina.

El extracto fluido preparado a partir de la corteza, mostré actividad bioldgica
frente a la cepa patdégena Mycobacterium tuberculosis, obteniéndose un valor

de 6.2 mg/ml para la minima concentracion inhibitoria (CMI).

En la Farmacopea Mexicana de 1896, se indica la aplicacion de la corteza en
infusion a la dosis de 4g en 500ml de agua como antidisentérica, y a la dosis de
1 a 2g en 500 ml de agua como antipirética (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).
2.7. Toxicidad encontrada de Prunus serotina.

Las hojas de la planta, al ser ingeridas por el ganado vacuno, han provocado
una serie de sintomas de intoxicacion que en ocasiones ha llevado a la muerte
a los animales, los que presentan dificultad en la respiracién, dilatacion de las
pupilas, pérdida de la conciencia, convulsiones y pardlisis total, antes de la

muerte.

Se han reportado intoxicaciones en humanos provocadas por esta planta. Los
sintomas mas frecuentes que manifiestan los sujetos que la han ingerido,
pueden ser dificultad en la respiracion, espasmos, coma y muerte repentina. Se
considera que esta planta, la especie mas peligrosa del género Prunus, es tan
téxica, que con una cantidad menor de una libra de follaje puede llegar a ser
fatal si es ingerida por los animales y el hombre. Los nifios suelen intoxicarse
con ella al ingerir las semillas (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).
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CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de la especie Prunus serotina.

Estructura

Nombre

Referencia

Flavonoides

3-0-B-D-glucopirandésido de

camferol (astragalina) (1)

Olszewska et al.,

2005

3-0O-a-L-arabinofuranésido

de camferol (juglanina)

)

Olszewska et al.,

2005

3-0-B-D-galactosido de

guercetina (hiperina)

®3)

Olszewska et al.,

2005

3-0-(27-0-a-L-
ramnopiranosil)-B-D-
glucopiranosido de

quercetina (neohesperdsido)

(4)

Olszewska et al.,

2005
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CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de la especie P. serotina
(continuacion).

Nombre Referencia

Estructura

Flavonoides

3-0-a-L-
arabinopiranosido de | Olszewska et al.,

guercetina (guaijaverina) 2005

®)

3-O-B-glucopiranosido
B-g p Olszewska et al.,

de quercetina 2005

(isoquercetrina) (6)

3-0O-a-L-arabino
Olszewska et al.,

furandsido de quercetina
2005

(avicularina) (7)

O 3-0-(2" -a-L

ramnopiranosil)-B-D- | Olszewska et al.,

galactopiranésido de 2005

<8H$ guercetina (8)
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CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de la especie P. serotina
(continuacion).

Estructura

Nombre

Flavonoides

Referencia

3-O-rutindsido de

quercetina (rutina)

(9)

Olszewska et al., 2005

3-O-a-arabinofurandésido

de isoramnetina (10)

Olszewska et al., 2005

OH

OH

3-O-B-D-xilopiranésido

de isoramnetina (11)

Olszewska et al, 2005

3-0-glucdsido de

cianidina (12)

Ordaz et al, 1999
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CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de la especie P. serotina

(continuacién).

Estructura

Nombre

Referencia

Flavonoides

OH

OH OH

OH

3-O-rutinésido de

cianidina (13)

Ordaz et al., 1999

Estructura Nombre Referencia
Triterpenoides
2a,3a-dihidroxiurs-
12-en 28-ato de Biessels et al.,
metilo (14) 1974
) Biessels et al.,
: 1974

acido ursalico (15)

Hass et al., 1999

Shengmin et al.,
2002
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las plantas medicinales tienen una gran importancia en el campo de la salud,
ya gue estas constituyen una opcion segura y eficaz para el tratamiento de
distintas afecciones y cada vez es mayor el nimero de pacientes que recurren
a las plantas como alternativa a su medicacién habitual. Un claro ejemplo de la
utilizacién de plantas medicinales en el tratamiento de algun padecimiento, lo
encontramos dentro de la literatura herbolaria de México en la especie Prunus
serotina, utilizada para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares como
la hipertension arterial. Esta enfermedad representa un problema de salud
publica en el mundo, y México no es la excepcion ya que en el pais es una de
las principales causas de muerte. En la medicina convencional existen
tratamientos para la hipertension arterial, sin embargo, son caros, presentan
numerosos efectos colaterales. Por las razones antes mencionadas existe la
necesidad de buscar nuevos compuestos que demuestren mayor seguridad y
efectividad que los ya existentes en el mercado para el tratamiento de este
padecimiento. Evidencias cientificas han demostrado que en las plantas
medicinales existe una fuente importante de nuevos compuestos y que el
conocimiento etnomédico es un criterio Gtil para seleccionar las plantas a
estudiar.

El capulin (Prunus serotina) es conocido en la medicina tradicional de nuestro
pais como remedio para tratar la tos, enfermedades respiratorias y problemas
cardiovasculares. De manera adicional, estudios previos realizados utilizando el
extracto acuoso de las hojas del capulin y como modelo farmacolégico la aorta
de rata han permitido cuantificar el efecto relajante de la infusién sobre el
musculo liso arterial por medio de un mecanismo dependiente de endotelio
(Pérez et al., 2002; Ajay et al., 2003).

Con base en lo anterior el objetivo primordial es el aislamiento de los
compuestos con actividad relajante sobre el musculo liso de la aorta de rata y
para el cumplimiento del objetivo general de este proyecto se plantearon los

siguientes objetivos particulares:
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1.- Aislar los compuestos bioactivos de las hojas de la especie Prunus serotina

mediante la aplicacion de procedimientos fitoquimicos convencionales.

2.- Evaluar la actividad vasorrelajante del compuesto en el modelo de la aorta

aislada de rata.

3.- Determinar la estructura molecular del compuesto aislado mediante la

aplicacion de técnicas espetroscopicas y espectrométricas.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Procedimientos Generales.
4.1.1 Andlisis cromatogréficos

La cromatografia analitica en capa delgada se realizo en placas de aluminio de
diferentes dimensiones recubiertas con gel de silice (60 F254 Merck, malla 3.5-
7.0 ASTM de 0.25 mm de espesor). Los compuestos se visualizaron con luz
UV de longitud de onda corta (254nm) y larga (365nm) y mediante la aplicacion
de un agente cromogeno adecuado (Cuadro 3); para favorecer la reaccién de
los constituyentes con el agente revelador fue necesario calentar las placas en

una parrilla hasta la visualizacion de los compuestos.

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realiz6 sobre gel de silice
Kieselgel 60 Merck con tamafio de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh
ASTM, o bien con Sephadex LH-20, empacado en columna de vidrio (4.5 x 50

cm) y utilizando diversos sistemas de elucion.

CUADRO 3. Agentes cromogenos utilizados para los analisis cromatograficos

en capa fina.

Agente revelador ‘ Composicion Referencia
Anisaldehido sulfarico 1ml de anisaldehido (Colin, 2003)
2 ml de H,SO,4
concentrado.
100 ml de acido

acético glacial.

Vainillina sulfarica 1 g de vainillina (Gaedcke et al., 2003)
1 ml de HCI
100 ml de MeOH
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4.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y

espectrométricas.

Los andlisis espectroscopicos y espectrométicos se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI), de la Facultad de Quimica
UNAM.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN'H, 400 MHz)
y de carbono 13 (RMN*C, 100 MHz) se generaron en el equipo Varian modelo
VNMRS, utilizando CDCl; como disolvente y tetrametilsilano como referencia
para los desplazamientos quimicos expresados en ppm. Los espectros de
masas por impacto electronico de 70 eV se obtuvieron con el equipo LECO
modelo Pegasus 4D con analizador masico TOF (Tiempo de Vuelo), por
introduccién en cromatégrafo de gases (CG-EM) marca Agilent modelo 6890N
con una columna capilar DB-5MS (5% Fenil-metilsilicon) de 10 m de longitud y

0.18 mm de didmetro interno con un espesor de pelicula de 0.18 pm.

4.1.3 Material Vegetal.

El material vegetal, hojas del arbol del capulin fue recolectado en la localidad
de Pedro de Escobedo, Estado de Querétaro (México) en Agosto del 2004. Se
deposité la muestra de la especie en el Herbario de Querétaro (QMEX),
localizado en la facultad de ciencias naturales. Universidad de Querétaro. En
esta etapa se contd con la participacion de los Doctores Mahinda Martinez y

Jerzy Rzedowski.
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4.2 Ensayo Biologico.

4.2.1 Evaluacién de la actividad relajante en musculo liso de aorta aislada

de rata.

Se emplearon ratas de la cepa Wistar (ambos sexos, 250-300 gr), las cuales
fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital y sacrificadas por
decapitacion. Se removio la aorta toréxica y se coloco en una solucion fria de
Krebs-Heinseleit (pH 7.4; 126.8 mM NacCl, 5.9 mM KCI, 2.5 mM CacCl;, 1.2 mM
MgCl,;, 30 mM NaHCOg3, 1.2 mM NaH;PO,4, 5mM D-glucosa). Se eliminé el
tejido adiposo y conectivo de la aorta y se cortaron anillos de 4-5 mm (Feelisch
et al.,, 1999; Fostermann, 1994). En algunos casos el endotelio se removid
mecanicamente (Galle et al., 1999; Ibarra et al., 2002). Los anillos de aorta se
montaron en camaras de incubacion de 7 ml con solucion de Krebs-Heinseleit a
37 °C, la cual se burbujeé constantemente con una mezcla de 95% 0, / 5%
CO:s.

Las contracciones mecanicas se registraron isométricamente por medio de
transductores de fuerza Grass modelo FTO3 acoplados a un poligrafo Grass de
6 canales modelo 7-8P. El tejido se sometio a una tension de reposo (basal) de
1.5 gr y se dej6 equilibrar por alrededor de 90 min. Una vez que el tejido
alcanzé el equilibrio, los segmentos se pre-contrajeron con KCl (100 mM)
durante 15 min para estimular el musculo arterial. A continuacion, se eliminé el
KCI lavando 8 veces cada una de las cAmaras. La aorta se dejo reposar hasta
alcanzar nuevamente su tension basal de 1.5 gr. Una vez estabilizado el tejido,

los segmentos de aorta se contrajeron con fenilefrina (1 pM).

El hiperésido se evalué en un rango de concentraciones de 1 ug/ml a 1,000
ug/ml. Las diferentes concentraciones del compuesto se disolvieron en agua
tridestilada y se adicionaron a las cAmaras de tejido aislado 20 min después de
haber inducido la contraccion de la aorta con la fenilefrina. La respuesta
inducida por cada una de las concentraciones en la aorta, se registré6 durante
un periodo de 10 min. Los cambios en la tension producidos por los extractos y
compuestos puros se detectaron mediante transductores de fuerza (FTO3

Grass), acoplados a un poligrafo Grass.
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La informacién obtenida fue procesada por el programa PolyView (Grass). Las
respuestas se expresaron como el porcentaje de la concentracion alcanzada al

adicionar la fenilefrina (Feelisch et al., 1999).

4.3 Estudio fitoquimico de Prunus serotina.
4.3.1 Obtencién del extracto total de las hojas de Prunus serotina.

Para la preparacion del extracto total se utilizaron 292 g de hojas secas de
capulin fragmentadas, las cuales fueron extraidas con 700 ml de hexano
durante 2 horas a través de una extraccion Soxhlet, posteriormente se preparé
la infusion utilizando H,O durante 2 horas. Los extractos se filtraron y se

concentraron al vacio, obteniendo un extracto de color café verdoso.

4.3.2 Fraccionamiento primario del extracto total de las hojas de Prunus
serotina.

La infusion se sometié a un fraccionamiento primario mediante un proceso de
particion utilizando como disolventes hexano y AcOEt:butanol (1:1). Este

procedimiento se resume en el Diagrama 1.
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Hojas de Prunus
serotina 292 g

Extraccion con hexano

Extracto hexanico Hojas

1. H,0 a ebullicién 2hrs.
2. Particion con hexano (100ml x4)

Fraccion hexanica Fase acuosa

Particion AcOEt:butanol (1:1)
(100ml x6)

Fraccion AcOEt:butanol FA

Diagrama 1. Fraccionamiento primario de Prunus serotina.
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4.3.3 Fraccionamiento secundario del extracto AcOEt:butanol de Prunus

serotina.

La fraccion AcOEt:butanol (30.4 g) se sometid a un fraccionamiento secundario
utilizando una columna Sephadex-LH-20 (4.5 x 50cm) y como fase movil
metanol, colectando fracciones de 50 ml cada una. Este procedimiento permitié
la obtencion de 20 fracciones, de las cuales se reunieron de acuerdo a su
similitud cromatografica generando un conjunto de 11 fracciones combinadas.

En el Cuadro 4 se resume este procedimiento.

Cuadro 4. Fraccionamiento secundario de Prunus serotina.

Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones Clave
% obtenidas  reunidas

1 1 F1
2
3
4 2-5 F2
5
6 6 F3
7
8 7-9 F4
9
10 10 F5

Metanol 100 11
12 11-12 F6
13
14 13-14 F7
15 15 F8
16 16 F9
17
18 17-18 F10
19
20 19-20 F11
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4.3.4 Aislamiento del hiperésido (PS-001) a partir de las fracciones

secundarias F6 - F10.

Las fracciones secundarias F6-F10 cristalizd un solido de color amarillo con
un punto de fusién 235-236 °C (123.0 mg). El compuesto PS-001 se identificd
como hiperosido por comparacion directa con una muestra auténtica.
Hiperésido [3-O-B-galactdsido de quercetina]: IR, KBr, v cm™: 3430 (OH
guelatado), 2900 (C-H, alifatico), 1655 (C=0O quelatado), 1607 (CH=CH
aromatico), 1086 (C-O); RMN*H, (300 MHz, DMSO-de): 84 5.40 (1H, d, J = 7.0,
H-17), 6.20 (1H, d, J = 1.9, H-6), 6.41 (1H, d, J = 1.9, H-8), 6.81 (1H, d, J = 8.4,
H-57), (1H, dd, J = 8.4, 2.1, H-6"), 7.52 (1H, d, J = 2.1, H-2"); RMN*3C (75 MHz
DMSO-dg): 8¢ 177.5 (C-4), 164.1 (C-7), 161.2 (C-5), 156.3 (C-2, C-9), 148.4 (C-
4’), 144.8 (C-3"), 133.5 (C-3), 122.0 (C-1"), 121.1 (C-6"), 116.0 (C-5"), 115.2 (C-
2°), 103.9 (C-10), 101.8 (C-17), 98.6 (C-6), 93.5 (C-8), 73.2 (C-3"), 71.2 (C-
2""), 68.0 (C-47), 75.8 (C-57), 60.4 (C-6"); FAB" m/z (int. rel.): 465 [M+H]"
(C21H20012) (6), 303 (C15H1007) (18), 289 (13.5), 176 (10.5), 154 (100), 136
(67), 107 (18.0).

Figura 6. Estructura del hiperésido.
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5. RESULTADOS Y DICUSION

Los productos naturales constituyen una fuente alternativa muy valiosa en la
busqueda de nuevas moléculas bioactivas, como por ejemplo los flavonoides
gue son sustancias naturales que muestran una amplia gama de actividades
farmacologicas (Middleton, 1984; Gabor, 1986; Pathak et al., 1991).

La especie Prunus serotina fue seleccionada con base en el criterio ethomédico
de acuerdo a los usos descritos dentro de la medicina tradicional para el
tratamiento de la tos, gripa, dolor abdominal asi como los reportes de la época
prehispanica como antiespasmoédico entre otros, ademas de que en
investigaciones anteriores se ha comprobado que las hojas de Prunus serotina
contienen compuestos que ayuda al relajamiento de la musculatura lisa

vascular (Pérez et al., 2002).

Se realiz6 el estudio fitoquimico de la infusion de las hojas de Prunus serotina
con el proposito de aislar los principios vasorrelajantes, dicho estudio se enfocé
a la fraccion de AcOEt:butanol que fue la que presento la mejor actividad en el
ensayo bioldgico utilizando la aorta aislada de rata (ECsp= 316 pg/ml, con un

60% de relajacion).

El presente estudio quimico de la fraccion de AcOEt:butanol permitio el
aislamiento y la caracterizacion del compuesto activo hiperésido (PS-001). En

la Figura 7 se muestra la estructura del compuesto aislado.

Figura 7. Estructura del hiperésido (PS-001).
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5.1 Andlisis estadistico de los resultados del compuesto hiperésido (PS-
001).

Se realizaron de 4 a 6 evaluaciones para cada una de las concentraciones de
las sustancias de prueba. Los resultados son expresados como el promedio +
el error estandar del promedio (S.E.M.).

Los datos experimentales generados en cada evaluacién se ajustaron a una
ecuacion sigmoidal y graficaron mediante el programa PRISMA 5.0 Graph Pad
(Graph Pad Software Inc., San Diego, CA USA) para la obtencion de las curvas

concentracion-respuesta. En cada caso se calculo la ECs.

La ECsp, definida como la concentracibn de sustancia de prueba (ug/mL)
necesaria para producir el 50% de la relajacion maxima sobre el tejido
precontraido con fenilefrina, fue utilizada para evaluar la variacién del efecto
relajante en las diferentes condiciones de valoracion de las curvas

concentracién respuesta.

Estos resultados fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA)
mediante el programa estadistico J.M.P. 8.0.1., seguido por la prueba de Tukey
para evaluar la diferencia significativa entre las medias. Se consideraron

estadisticamente significativas aquellas diferencias con P< 0.05.
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5.2 Determinacién del efecto del hiperésido (PS-001) sobre la

musculatura lisa arterial de rata aislado de la fraccién F6 -F10.

En estudios previos, se ha reportado que los flavonoides relajan el musculo liso
arterial por medio de un mecanismo dependiente de endotelio (Pérez et al.,
2002), sugiriendo que el efecto relajante era causado mediante una
estimulacion de la via del NO/GMPc (Ajay et al., 2003).

En congruencia con la literatura en esta tesis se observo que el hiperésido, un
galactosido de la quercetina, indujo la relajacion dependiente de la
concentracion (ECso) = 91.3 + 14.1 pg/ml; efecto méximo (Emax) = 92.3 + 7.7%)],
de segmentos intactos de la aorta aislada de rata (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del hiperésido aislado de la especie vegetal P. serotina sobre
el tono del masculo liso vascular.
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5.3 Comparacion del efecto relajante producido por el hiperdsido (PS-
001) con el efecto inducido por la acetilcolina en segmentos intactos de

aorta de rata.

La comparacion del efecto relajante del hiperdsido con el efecto producido por
la acetilcolina (ACh), un activador de la via del NO/GMPc que depende de
endotelio, sobre los segmentos intactos de aorta, indico que el flavonoide
aislado de P. serotina posee un efecto relajante aproximadamente diez veces
menor que la ACh (ECso = 8.7 + 0.8 pug/ml). Sin embargo, la eficacia del
hiperosido resultd ser significativamente mayor que la presentada por la ACh
(Emax = 69.5 £ 5.7%) (Figura 9). El Enax, la ECsp Yy la potencia de la ACh y del

hiperésido se muestran en el Cuadro 5.
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Figura 9. Comparacion de las curvas concentracion-respuesta del efecto

relajante del hiperésido y la ACh en segmentos de aorta intacta de rata.
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Cuadro 5. ECsp, Emax Y potencia del efecto relajante inducido por el hiperésido
y la ACh sobre la contraccion inducida por fenilefrina en segmentos de aorta
intacta de rata.

Compuesto ECso (Hg/ml) Emax (%) Potencia
ACh 8.7+0.8 69.5+5.7 10.5
Hiperdsido 913+ 141 92.3+7.7 1

5.4 Determinacion del efecto del hiperosido (PS-001) sobre segmentos de

aorta de rata en ausencia de endotelio.

Para determinar, si el hiperésido interacciona con receptores en las células
endoteliales o directamente con receptores localizados en la célula muscular
lisa, se evalud el efecto de este compuesto sobre la aorta aislada de rata en
ausencia de endotelio vascular. Los resultados de estos experimentos
indicaron que el efecto vasodilatador de este flavonoide es producido
principalmente mediante un mecanismo que depende de la presencia de
endotelio, ya que la eliminacién de este tejido produjo una disminucién
significativa del efecto vasodilatador este compuesto (Figura 10). Sin embargo,
el hecho que el efecto vasodilatador no fuera completamente eliminado en
segmentos de aorta sin endotelio, sugiri6 que el compuesto vasoactivo es
capaz de relajar la aorta por un mecanismo alternativo, el cual no requiere de la

presencia del endotelio vascular.
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5.4.1 Determinacion de la activacion de la via del NO/GMPc por el

hiperdsido (PS-001) empleando segmentos de aorta intacta de rata.

La via bioquimica del NO/GMPc que contribuye a la relajacion vascular
involucra la activacion, inducida por un incremento en el calcio intracelular, de
la 6xido nitrico sintetasa endotelial (NOS III), lo cual origina un incremento en
los niveles del NO. ElI NO activa a su proteina receptora, la enzima guanilato
ciclasa soluble (GCs), lo cual resulta en una elevacion de los niveles de GMPc
(Murad, 1994). ElI aumento en los niveles intracelulares de GMPc relaja el
musculo liso vascular, mediante varios mecanismos que dan como resultado
una disminucién en los niveles de Ca?" intracelular y una disminucién en el

grado de fosforilacion de las cadenas ligeras de la miosina (Lucas et al., 2000).
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Figura 10. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorrelajante
producido por el hiperésido en anillos de aorta intacta y en ausencia de
endotelio.
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Se determiné el papel que juega la activacion de la via NO/GMPc en el efecto
relajante producido por el hiperdsido Para llevar a cabo este experimento, se
construy6 la curva concentracion-respuesta del efecto vasodilatador de este
flavonoide, sobre la contracciéon inducida por fenilefrina, en presencia y en

ausencia, del inhibidor especifico de la GCs, ODQ.

Los resultados obtenidos de estos experimentos mostraron que la hiperésido
es capaz de activar la via del NO/GMPc, ya que la inhibicion de la proteina
GCs desplaz6é la curva concentracion-respuesta de este compuesto a la
derecha (Figura 11). Estos resultados sugieren que el efecto vasodilatador
producido por la hiperdsido se debe, al menos en parte, a la activacion de la via
del NO/GMPc.

100+

®  Hiperdsido
8015  Hiperosido +
0ODQ

60+

404

Relajacion (%)

204

0 1 2 3
log concentracion, pg/ml

Figura 11. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorrelajante
producido por el hiperésido sobre la contraccién inducida por fenilefrina en

anillos de aorta en presencia y en ausencia ODQ.
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5.5 Determinacion de la activacion de la via de la PGI,JAMPc por el

hiperdsido (PS-001) empleando aorta intacta de rata.

La otra via bioquimica importante que regulan la relajacion del masculo liso
vascular es la via de la prostaciclina (PGl;)/AMPc. Esta via involucra la
activacion de la enzima ciclooxigenasa, la cual cataliza la sintesis de PGly, la
cual activa receptores membranales en la célula muscular lisa. La estimulacion
de los receptores a PGI, promueve la activacion de la enzima adenilato ciclasa
(AC), lo cual da como resultado un incremento en los niveles de AMPc vy, por

tanto, de la relajacion del musculo liso vascular (Rasmussen, 1990).

Para determinar si la relajacion producida por el hiperdsido, involucraba
también la activacion de esta via bioquimica, se construyé la curva
concentracién-respuesta del extracto en presencia de indometacina, un

inhibidor de la enzima ciclooxigenasa.

El resultado de este experimento indicé que esta via no participa en el efecto
relajante producido por el hiperésido, ya que la inhibicion de la ciclooxigenasa
no modificd, de manera significativa, la curva concentracién-respuesta de este

flavonoide (Figura 12).
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Figura 12. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante producido por
el hiperdsido sobre la contraccion inducida por fenilefrina en anillos de aorta en
presencia y en ausencia de indometacina.

5.6 Determinacion de la participacion de la activacion de canales de

potasio en el efecto relajante producido por el hiperésido (PS-001).

El musculo liso vascular posee varios tipos de canales de potasio, los cuales
representan blancos farmacol6gicos muy importantes. Moléculas pequefias
sintéticas o de origen natural capaces de abrir estos canales podrian ser Gtiles
para tratar diversas enfermedades cardiovasculares. Este tipo de moléculas
podrian complementar los farmacos dilatadores ya existentes, para ofrecer una
mayor cantidad de posibilidades para el manejo clinico de la hipertension
(Calderone et al., 2004). Para determinar si la activacion de canales de potasio
estaba involucrada en el efecto relajante producido por la hiperésido, se
construyd la curva concentracion-respuesta del hiperésido en presencia de
cloruro de tetraetilamonio (TEA), un bloqueador no selectivo de canales de
potasio (Figura 13).
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Figura 13. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante producido por

el hiperdsido sobre la contraccion inducida por fenilefrina en anillos de aorta en
presencia y en ausencia de TEA.
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El presente estudio quimico realizado a la especie de Prunus serotina permitio
contribuir al conocimiento de los principios vasorrelajantes de esta planta

medicinal, utilizada ampliamente en las practicas medicas tradicionales.

Se ha reportado por otros grupos de investigacion que varios flavonoides son
capaces de modular el tono vascular (Chen et al., 1996; Guerrero et al., 2002;
Pérez et al.,, 2002). De igual forma un estudio comparativo anterior de siete
flavonoides quimicamente relacionados (favonoles, flavonas, y de
flavanoles) encontraron que el orden de la potencia para relajar las
contracciones es la siguiente: flavonoles > flavonas > flavonoides (Duarte et al.,
1993).

El hiperésido es uno de los componentes mayoritarios de las hojas ya que se
encuentra de manera suficiente en la materia prima y se puede identificar y
cuantificar por medio de técnicas analiticas convencionales (Martinez, 2007); y
de acuerdo al efecto observado se concluye, que la vasorrelajacion inducida
por los principios activos de P. serotina es dependiente de endotelio e
involucraba la liberacién de factores endoteliales vasorrelajantes, tales como el

oxido nitrico (NO) o la prostaciclina (PGl,).

Por lo que los resultados del andlisis realizado en esta tesis apoyan la
utilizacion de los extractos de Prunus serotina en el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares tales como la hipertension.
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7. PERSPECTIVAS.

La investigacién y resultados obtenidos en esta tesis han generado las

siguientes perspectivas:

a) Continuar el estudio fitoquimico de las fracciones primarias obtenidas que no
se analizaron en el presente proyecto.

b) Continuar con la caracterizacion quimica de los compuestos minoritarios de
otras fracciones de AcOEt:butanol.

c¢) ldentificar los compuestos minoritarios presentes en las fracciones activas.

d) Continuar evaluando el efecto vasorrelajante de otros compuestos.
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