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RESUMEN

México posee una gran diversidad de especies vegetales, muchas de las cuales
han sido empleadas desde la época prehispanica para el tratamiento de diversos
padecimientos, tales como las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, solo
se tiene un conocimiento empirico de la mayoria de las especies utilizadas en la
medicina tradicional mexicana, careciendo de los estudios sistematicos tendientes
a caracterizar sus principios activos y sus efectos farmacolégicos. En este contexto,
se planted el presente proyecto de investigacion cuyo objetivo fue determinar el
efecto vasodilatador, mediante el ensayo de aorta aislada de rata, de los extractos
obtenidos de plantas empleadas tradicionalmente para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, prop6leos y compuestos puros, aislados de estos
productos naturales. Los extractos evaluados fueron obtenidos de las especies
Cladocolea loniceroides (muérdago) y Eriobotrya japonica (nispero); solamente el
extracto F1-F6 HN del nispero indujo una relajacién, dependiente de la
concentracion de la aorta aislada de rata; el extracto CLA Hojas (muérdago)
produjo un aumento del tono vascular, mientras que los extractos restantes
mostraron un efecto bifasico Los propéleos evaluados  Nico, Cuetzalan,
Guanajuato, Pinotepa, Acuex, Buho, Trojes y Valentin, también indujeron una
relajacion, dependiente de la concentracién, de la aorta aislada de rata. Finalmente,
en relacién a los compuestos puros obtenidos de estos propéleos y extractos, los
flavonoides acacetina, 4’,7-dimetil-naringenina y crisina; y los triterpenos acido
oleandlico y acido corosélico también indujeron un efecto relajante de la
musculatura lisa vascular.



1. INTRODUCCION

La flora mexicana, con su gran diversidad y riqueza, constituye indudablemente el
principal recurso terapéutico empleado en la medicina tradicional de nuestro pais.
Estudios recientes indican que en Meéxico existen siete mil especies vegetales,
botanicamente clasificadas, que son utilizadas por la poblacion mexicana con fines
curativos. Estas especies incluyen un grupo bésico de 1000 plantas, mismo que ha
sido empleado en la medicina tradicional durante siglos. La gran mayoria de estos
vegetales son utilizados para el tratamiento de enfermedades comunes tales como
infecciones, desordenes gastrointestinales, hipertension, dolor y diabetes asi como

para inducir el suefio o el parto.

Sin embargo, sélo se tiene un conocimiento empirico de la mayoria de estas
especies; considerandose que solo se conoce, con criterios experimental y

cientifico, las propiedades farmacologicas de 1.5% de ellas.

Si bien la medicina actual muestra grandes avances en algunas regiones del
mundo; en los paises en vias de desarrollo grandes sectores de la poblacidon
todavia dependen de curanderos, plantas medicinales, medicamentos herbolarios y
recursos tradicionales para el alivio de sus enfermedades; en este sentido, la OMS
estima que 1500 millones de seres humanos recurren a medicinas y terapias
tradicionales para la atencion primaria de la salud, siendo el 95% de estas terapias
de origen vegetal. Por otra parte, durante los ultimos afios se ha observado un
creciente interés por las terapias vegetales tradicionales en los paises
industrializados, por lo que es posible afirmar que el uso de las plantas medicinales
y medicamentos herbolarios se encuentra en plena expansién, reconociéndose el

valor clinico de las plantas utilizadas en las practicas médicas alternativas.

Con base en estos antecedentes se planted el presente proyecto de tesis que tiene
por objetivo evaluar la actividad vasodilatadora de extractos obtenidos de diferentes
plantas y propdleos, asi como de compuestos puros aislados de éstos. Las
especies seleccionadas para este estudio fueron las siguientes: Haematoxylon

brasiletto (palo de Brasil), Chenopodium murale (quelite), Psittacanthus
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calyculathus (injerto o muérdago mexicano), Prunus serotina (capulin), Crataegus
mexicana (tejocote), Cladocolea loniceroides (muérdago) y Eriobotrya japonica
(nispero) Por otra parte, se seleccionaron varios propoleos (propolis) recolectados
en diferentes localidades del centro de México. Todos estos productos se emplean

en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades cardiovasculares y su importancia en México

En México, las enfermedades crénico-degenerativas son los padecimientos que
predominan entre la poblacion de edad adulta y constituyen las principales causas
de mortalidad general. La diabetes, las dislipidemias y la hipertension arterial
destacan entre estos padecimientos por su elevada prevalencia y graves
complicaciones; entre éstas se encuentran las enfermedades del corazén, la
enfermedad cerebrovascular, las neoplasias y las nefropatias. Estas enfermedades
ocuparon el 1°, 2° 5°y 10° lugar, respectivamente en los registros de causas de
mortalidad en 1999. En 1993 la Encuesta Nacional de Enfermedades Croénicas
(ENEC) encontré una prevalencia de tabaquismo de 25% y alcoholismo (ingesta
mayor a 30 ml de etanol por dia) del 66%, ambos considerados dentro de los
factores de riesgo para las enfermedades cardiovasculares (Frenk y col., 2001).

A este respecto, recientemente se indicé que la tasa de mortalidad en México por
enfermedad cardiovascular es de las méas altas con 16.4%; y en lo tocante al perfil
de morbilidad, se muestra una prevalencia de hipertensiéon hasta de 30% en la
poblacién mexicana, ubicandose asi en el primer lugar como principal motivo de
consulta externa en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Ademas, se
calcula una inversion anual por esta enfermedad hasta de 51% del presupuesto
total destinado a la salud y 2.62% del PIB en su escenario extremo a nivel nacional

(Juarez-Garcia y col. 2007).



Los diversos estudios realizados en nuestro pais muestran de manera consistente
un incremento en la prevalencia de la hipertension arterial (HTA). De tal manera
gue en la actualidad, la HTA es uno de los factores desencadenantes de
enfermedad cardiovascular de mayor prevalencia en nuestro pais. (Frenk y col.,
2001).

En la ENEC de 1993 (ENEC, 1993), la prevalencia de hipertension (cifras iguales o
superiores a 140 y/o 90 mmHg) fue de 26.6%. En la Figura 1 se muestran los
resultados de la Encuesta Nacional de Salud 2000, donde la prevalencia actual de
hipertension arterial es de 30.05%; siendo en el sexo masculino de 34.20% y en el
femenino de 26.30% (Juarez-Garcia y col., 2007; Frenk y col., 2001).

Hipertensos segin género

Masculino M 2%

Femenimne 26.3%

1] 10 m i 40

Figura 1. Resultados de la Encuesta Nacional de Salud 2000

La prevalencia de la hipertensién aumenta en cada grupo de edad; aparece desde
la juventud hasta llegar a afectar a mas de la mitad de la poblacion después de los
55 afos de edad. Esta situacion es reflejo de un estilo de vida que incluye una dieta
rica en grasa de origen, el habito de fumar cigarrillos, la reduccién de la actividad
fisica y el estrés; factores que actian de manera sinérgica a lo largo de la vida.
(Velazquez-Monroy y col., 2003).

En paises en desarrollo como Meéxico, la transicion epidemiolégica de las
enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) del adulto genera ya un doble
problema de salud publica (Velazquez-Monroy y col., 2003).



En nuestro pais la mayor prevalencia de hipertension arterial se presenta en los
estados de la region norte. De acuerdo a estimaciones de la ENSA 2000, Baja
California fue el estado con mayor prevalencia (36.4%) y la menor prevalencia se
presentd en Oaxaca (23.2%). Querétaro se encuentra por encima de la media

nacional con un 33.6%, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Prevalencia de hipertension arterial por Estado.

2.2 Plantas medicinales y su uso terapéutico

Desde su origen el hombre ha mantenido intimo contacto con las plantas y los
animales, pues de ello ha dependido su subsistencia; esto es particularmente

notable en el conocimiento que tienen las comunidades indigenas del uso de las
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diferentes especies para el tratamiento de diversas enfermedades (Martinez-
Moreno y col., 2006); dicho conocimiento constituye una base importante para la

conservacion de la biodiversidad global y para su uso sustentable (Magaria, 2010).

Las plantas medicinales contienen principios activos, que si bien son los
responsables de las propiedades terapéuticas que se les atribuyen, también lo son
de las intoxicaciones y reacciones adversas que pueden aparecer si se emplean en
dosis inadecuadas o por periodos prolongados. La falta de informacion objetiva y
actualizada sobre los posibles riesgos y beneficios que puede provocar el uso de
las plantas medicinales, es una de las causas principales de que la poblacién la
utilice de forma indiscriminada, argumentando que son inocuas y mas seguras, por

el simple hecho de ser naturales (Pacheco y col., 2006).

En la actualidad existe un gran interés por la medicina tradicional y natural que
algunos llaman complementaria, holistica o alternativa la cual continta jugando un
papel esencial en la salud (Oramas y Rodriguez, 1999). La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha estimado que aproximadamente el 80% de los habitantes a
nivel mundial ha utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de salud (Laza,
2003). Particularmente en nuestro pais, se estima que se emplean cerca de 7000

especies con fines terapéuticos (Martinez-Moreno y col., 2006).

La riqueza de la naturaleza de nuestro pais y la necesidad de encontrar recursos
accesibles para tratar diversos padecimientos, han dado como resultado que las
plantas medicinales sean parte esencial de las estrategias generadas por la
poblacién para enfrentar diversos padecimientos (Pacheco, 2011). Entre las plantas
utilizadas en la medicina tradicional para tratar enfermedades cardiovasculares
como la hipertension arterial, encontramos Haematoxylon brasiletto (palo Brasil),
Chenopodium murale (quelite cenizo), Psittacanthus calyculathus (injerto), Prunus
serotina (capulin) Crataegus mexicana (tejocote), Cladocolea loniceroides
(muérdago) y Eriobotrya japonica (nispero); junto a estas especies también se

emplea el propoleo.



2.3 Generalidades de las especies vegetales y propoleos

2.3.1. Haematoxylon brasiletto (palo de Brasil)

Haematoxylon brasiletto Karts (Leguminosae) es un arbol que llega a medir hasta
15 m de altura (Figura 3). Tiene una corteza café claro a rojiza y el centro del tallo
es café intenso; las hojas, tienen forma de mofios y estan divididas en seis
hojuelas; los frutos son legumbres aplanadas mas largas que anchas y no abren al
madurar; sus semillas son alargadas (Bautista, 2007). Su distribucién natural es
desde México hasta Colombia y Venezuela. Esta especie fue objeto de
comercializaciéon exhaustiva durante siglos por el colorante extraido de su duramen
(Boshier y Cordero, 2010).

Figura 3. Arbol de Haematoxylon brasiletto (Pedraza-Bucio y col., 2011)

De acuerdo al atlas de las plantas de la medicina tradicional, esta especie vegetal
también es conocida como azulillo, palo de Brasil, palo de tinta, palo tinto, corteza
de Brasil y Campeche. Con suma frecuencia se indica el empleo del tallo del arbol,

ya sea la corteza, madera o coraz6n del trono, para el tratamiento de
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padecimientos de los sistemas cardiovascular, renal, gastrointestinal y pulmonar
(Argueta, 1994).

Estudios previos indicaron la presencia de los compuestos hematoxilina (Sanchez-
Marroquin y col., 1958) y brazilina (Pratt y col., 1959) en H. brasiletto (Cuadro 1),
los cuales presentaron actividad antimicrobiana contra Salmonella typhi,
Sthaphylococcus aureus, Brucella suis y Shigella flexneri. En estudios recientes,
Heredia y col., (2005) indicaron que el extracto etandlico de la corteza de
Haematoxylon brasiletto inhibe el crecimiento de Escherichia coli O157:H7, la
produccion de veratoxina y la adhesion de Escherichia coli O157:H7 a las células
HelLa. Posteriormente, Rivero Cruz (2008) demostré que compuestos aislados del

extracto metandlico de H. brasiletto tienen un importante efecto antimicrobiano.

Cuadro 1. Flavonoides aislados e identificados en H. brasiletto

OH OH
O O
HO .Q ’
) o ) { Mo
W OH g OH
Hematoxilina Brazilina

Estudios realizados recientemente indicaron que el extracto metandlico de H.
brasiletto contiene compuestos que relajan la musculatura lisa arterial de manera
dependiente de la concentracion (CEsp= 111.5+8.4pg/ml; Emax= 98.3+£1.7%)
determinandose que su mecanismo de accion involucra una via dependiente de
endotelio, en la que participa la via del NO/GMPc y otra via independiente de
endotelio, en la que interviene la activacion de los canales de K* activados por
Ca?*. Adicionalmente, se identificé que la hematoxilina, el flavonoide mayoritario del

extracto, contribuye al efecto vasodilatador observado (Cérdova, 2009) mediante un


http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=hematoxilina&source=images&cd=&cad=rja&docid=J1NE9jceqdv8YM&tbnid=_Pvd5Sg4CKwAiM:&ved=0CAUQjRw&url=http://es.wikipedia.org/wiki/Hematoxilina&ei=DqA-UfiCIcmS2QWJqYCYBQ&bvm=bv.43287494,d.b2I&psig=AFQjCNHtSbdWobRobLz_SspDIwpoR9E0JQ&ust=1363145090741563
http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=hematoxilina&source=images&cd=&cad=rja&docid=J1NE9jceqdv8YM&tbnid=_Pvd5Sg4CKwAiM:&ved=0CAUQjRw&url=http://es.wikipedia.org/wiki/Hematoxilina&ei=DqA-UfiCIcmS2QWJqYCYBQ&bvm=bv.43287494,d.b2I&psig=AFQjCNHtSbdWobRobLz_SspDIwpoR9E0JQ&ust=1363145090741563

mecanismo que involucra las vias del NO/GMPc y de la PGI,/JAMPc y la activacién
de los canales de potasio (Mendoza, 2011).

2.3.2. Chenopodium murale (quelite)

Las investigaciones fitoquimicas de género Chenopodium han brindado

compuestos con gran variedad de estructuras quimicas.

Las plantas pertenecientes a este género tienen amplias aplicaciones en la
medicina popular, como antihelmintico, antiespasmadico, diaforético, emenagogo,
para el dolor de la amenorrea, como un abortifaciente y para el alivio del asma, el
catarro y la migraia (Ahmed y Elmazar, 1997).

Chenopodium murale L., mejor conocido como “hojas de ortiga en pata de gallo”
perteneciente a la familia Chenopodiaceae, es una maleza herbacea anual nativa
de Eurasia, que se ha extendido a varias partes del mundo infestando cultivos en
57 paises (Batish y col., 2007). C. murale es una planta de crecimiento anual, de
hasta 60 cm de altura. Sus hojas son de 2 a 8 cm de ancho, ovadas, lados
angulares, lobuladas, fuertemente dentadas; flores en espigas delgadas, formando
racimos axilares densos (Figura 4) (Bashir y col., 2003).

Desde el punto de vista fitoquimico, C. murale contiene flavonoides, saponinas,

terpenos, esteroles y alcaloides (cuadro 2) (Kokanova-Nedialkova y col., 2009).

Estudios previos indican que los extractos etandlicos obtenidos de C. murale

poseen actividad analgésica significativa en ratas (Batish y col., 2007).


http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=Zlatina+Kokanova%2DNedialkova&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0

Cuadro 2. Compuestos aislados de C. murale.

Compuestos

Fenoles

a) Ri=H, Ry=H, Rs=H

b) R;=H, R,=Ramnosil, R3=H

¢) Ri=R,=Ramnosil, R3=H

d) R;=Ramnosil, R,=Glucosil,
Rs=H

e) R;=B-D-glucopiranosil,
R2=a-L-ramnopiranosil,
Rs=H

f) R;=4-B-D-xilopiranosil-a-L-
ramnopirosi,| R,= a-L-

ramnopirosil, R3=H

g) Ri=4-B-D-apiofuraranosil-a-
L-ramnopirosil, R,= a-L-
ramnopirosil, R3=H

h) Ri1=2-B-D-glucopiranosil-a-
L-ramnopirosil, R,= a-L-
ramnopirosil, R3=H

i) Ri=a-L-ramnopirosil, R,= B-
D-xilopiranosil-(1->2)-0O-a-

L-ramnopirosil, Rz=H

a) Ri=H, Ry=H, Rs=H, Rs;= H
b) R;=p-D-glucopiranosil, R,=H,

R3:H, R4: H

¢) Ri=Ramnoglucosil, R,=H,

Rs=H, Ry= H




Cuadro 2. Compuestos aislados de C.

murale (Continuacion).

Esteroles

RO

R= Glucosil

R= Glucosil

Terpenos

e SR

62

10




Cuadro 2. Compuestos aislados de C. murale (Continuacion).

7
T

OH
O\h/

O

®

Alcaloides <o P O

Adicionalmente se evalu6é el efecto de la Kaempferitrina y una mezcla de
flavonoides obtenidos de las partes aéreas de esta especie sobre la presion arterial
y la frecuencia cardiaca. Tanto el compuesto aislado como la mezcla indujeron

hipotensién y bradicardia, de una manera dependiente de la dosis (Batish y col.,
2007).
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2.3.3. Psittacanthus calyculatus (injerto o muérdago mexicano)

Psittacanthus es el Unico género de la familia Loranthaceae que se considera una

plaga importante de bosques y tierras de cultivo en México y Centroamérica.

Psittacanthus calyculatus (DC.) G. Don (Loranthaceae) es ampliamente utilizado en
la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares (Bah y col., 2011). Esta planta es un arbusto erecto de ramas
gruesas y cuadradas, de hojas alargadas y gruesas. Sus flores, de color rojo
anaranjado, son numerosas; parecen cerillos en las ramas. Sus frutos al madurar

son negros (Lara y Azpeitia., 2006).

Habita areas entre 2000—2400 m sobre el nivel del mar parasitando varias especies
de arboles, tales como Alnus acuminata (aile), Salix babylonica (Sauce) y Populus
spp (Alamo), asi como &rboles de interés econémico como Crataegus pubescens
(tejocote), Persea americana (aguacate), Prunus serotina (capulin) y Malus
domestica (Lara y Azpeitia., 2006).

Estudios previos han sefialado que el extracto acuoso obtenido de los tallos, hojas
y flores de P. calyculatus presenta actividad hipoglucémica (Argueta, 1994).
Posteriormente se determind que el extracto etandlico de P. calyculatus produce
una relajacion, dependiente de la concentracion, de la aorta aislada de rata,
mediante un mecanismo dependiente de endotelio involucrando la via de NO/GMPc
(Rodriguez-Cruz y col.,, 2003). Por otra parte, Bah y col. (2011) aislaron 5
compuestos del extracto metanolico de P. calyculatus (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Compuestos aislados de P. calyculatus.(Bah y col., 2011)

Compuestos
OH
HO 0 ,@OH
o OH
¢ OH
OH
HO OH
OH
Acido galico
Catequina
HO
AN )"”'ﬁ_OH
N
| O
Trans-4-hidroxi-N-metilprolina Isoramnetina

R=H
quercetina-3-O-fB-D-xilopiranosil (1-2>6)-B-D-glucopiranosido
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2.3.4. Prunus serotina (capulin)

Prunus serotina es un arbol o arbusto monopddico, perennifolio o caducifolio, de 5
a 15 m de altura con un diametro a nivel del pecho de hasta 1.2 m. Tiene copa
ancha de forma ovoide que produce una sombra densa. Sus hojas son estipuladas,
simples, alternas, cortamente pecioladas, ovadas a lanceoladas, de 5 a 16 cm de
largo por 2 a 5 cm de ancho, margen aserrado, haz verde oscuro y brillante. Su
tronco es largo y recto en el bosque, pero en los claros es corto y ancho. Las ramas
son alternas, erguido-extendidas, lampifias, escabrosas por la presencia de
muchas lenticelas esparcidas. Tiene corteza café o grisicea casi lisa y glabra,
exceptuando las ramas tiernas que a veces son pubescentes. Tiene numerosas
flores, pequefas y blancas, agrupadas en racimos axilares colgantes y largos, de
10 a 15 cm, con pedicelos de 5 a 10 mm de largo. Su fruto es color negro rojizo en
la madurez, de 12 a 20 mm de didmetro, sabor agridulce y algo astringente;
conteniendo una sola semilla. La semilla es esférica y rodeada por un endocarpio o

hueso lefioso (almendra) de sabor amargo (Figura 4) (McVaugh, 1951).

(NS¢ - e .

Figura 4. El arbol de P. serotina y su fruto (Alveano, 2010).

Sus nombres comunes son: Capulin, Capulin Blanco (Rep. Mex.); Capulin (Mesa
Central); Cerezo (Ario de Rosales, Mich.); Shencua, Shengua, Xengua (. tarasca,

Mich.); Cusabi (I. tarahumara, Chih.); Uasiqui, Jeco (l. guarigia, Chih.); Pakshumk (l.
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mixe, Oax.); T-nundaya (I. mixteca, Oax.); Tzu'uri (. cora, Nay.); Paté, Shimal-ma-lu
(I. chontal, Oax.); Capuli taunday (l. zapoteco, Oax.); Xeugua (Mich.); Detze,
Ghohto (I. Otomi). Este arbol se localiza en las regiones montafiosas de México
(McVaugh, 1951).

Estudios previos han reportado la purificacion del aldehido ursdlico y de un
derivado de éste en las hojas de P. serotina (Biessels y col., 1974); también se han
identificado glicésidos de quercetina, camferol e isoramnetina (Olszewska, 2005)
(Cuadro 4). Estudios recientes de P. serotina permitieron la obtencién de tres
compuestos: dos flavonoides (el hiperésido y la prunina) y un triterpeno (el acido
ursolico) a partir del extracto metandlico de las hojas. Estos tres compuestos
indujeron una relajacién, dependiente de la concentracion, de la aorta aislada de
rata (Ibarra-Alvarado y col., 2009).

Por otra parte, se han encontrado los glicésidos cianogénicos prunasina y
amigdalina en las semillas (Santamour y col., 1998).

En cuanto al fruto se ha reportado la presencia de antocianinas en la piel de éste
(Ordaz-Galindo y col., 1999) y recientemente se han llevado a cabo estudios
fitoquimicos y farmacolégicos enfocados a identificar la presencia de compuestos
con actividad vasodilatadora en el fruto de esta especie.

El estudio fitoquimico de los extractos no polares obtenidos del fruto permitid
purificar tres triterpenos de tipo ursano que fueron identificados, mediante métodos
espectroscopicos y espectrometricos, como el acido ursolico, el aldehido ursoélico y
el uvaol (Luna, 2009). El andlisis del aceite esencial indic6 la presencia de
cinamaldehido, alcohol cinamico, benzaldehfiido y alcohol bencilico como
componentes mayoritarios. El andlisis farmacologico de estos compuestos indico
gue presentaban una relajacion, dependiente de la concentracion de la aorta
aislada de rata (Luna, 2009; Ibarra-Alvarado y col., 2009). Adicionalmente se
realizo el andlisis de compuestos fendlicos del fruto identificando la presencia de
hiperosido y el acido clorogénico como los compuestos mayoritarios (Luna-Vazquez
y col., 2013).
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Cuadro 4. Compuestos presentes en P. serotina

Compuestos

P
HOL s O /E\\/T
I\ J\/ I _Hoo H o
oH 0 o L

camferol-3-O-B-D-glucopiranosido

(astragalina)

camferol-3-O-a-L-arabinofurandsido

(juglanina)

guercetina-3-O-galactésido

(Hiperina)

HO

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

ramnopiranosil)-B-D-glucopirandsido

OH

L
. Cr
Ef\fv
T \4\\//

camferol-3-O-a-L-arabinopiranésido

OH

(guaijaverina)

guercetina-3-0O-B-glucopiranésido

(isoquercetrina)

guercetina-3-0O-a-L-arabinofurandsido

(avicularina)
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Cuadro 4. Compuestos presentes en P. serotina (Continuacion)

OH

-0H o

/:_ /OH
HO—_  —
k{ AT AN
OH e}

Quercetina-3-O-rutindsido

(rutina)

OH
I OH HO
/\ //OH L
HO. a /L ]
N ™~ S /
‘ ‘ ~ [om
o —a
Sy N -
\ -OH
P .
OH o] N
OH

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

ramnopiranosil)-B-D-galactopirandsido

isoramnetina-3-O-a-arabinofurandsido

OCH,

isoramnetina-3-O-rutinésido

cianidina-3-O-glucésido

CH
+
HC. Q
S
HO, on
/ o
OH

HaC

HO OH

cianidina-3-O-rutinésido

OH

HO
HO-
OH

Prunasina

OH

Amigdalina
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Cuadro 4. Compuestos presentes en P. serotina (Continuacion)

2a,3a-dihidroxi-urs-12-en 28-ato de
Aldehido ursadlico metilo

OH

OH

isoramnetina-3-O-B-D-xilopiranosido

En otra serie de experimentos se encontré que el extracto acuoso del fruto de P.
serotina relaja la musculatura lisa arterial de la rata, asi como segmentos de
traguea e ileon de cobayo (Pacheco, 2011). Ademas, se determind que el extracto
acuoso del fruto presenté un efecto hipotensor en ratas con hipertension inducida
con L-NAME. Estos efectos farmacoldgicos son causados, en parte, por la
presencia de una alta concentracion de fenoles y flavonoides (Luna-Vazquez y col.,
2013).
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2.3.5. Crataegus mexicana (tejocote)

Crataegus mexicana Moc. Sessé, es un arbol de 4 a 8 m de altura, de crecimiento
moderado que vive hasta 40 afios. Sus hojas poseen peciolos hasta de 1 cm de
largo y tiene forma de laminas pecioladas, alternas, simples, romboideo-elipticas,
ovadas u oblongas, de 3-11 cm de largo por 1-5 cm de ancho, &pice agudo u
obtuso, borde aserrado, base cuneada, haz verde oscuro poco piloso o glabro,
envés mas palido, esparcida o densamente pubescente; corimbos de pocas flores;
sépalos, lanceolados, tomentosos, de alrededor de 5 mm de largo, subenteros o
glanduloso-aserrados; pétalos, blancos, de 1 cm de largo o menos; fruto semejando
una pequefa manzana amarillo-anaranjada, de 2-3 cm de didmetro; semillas cafés,

lisas (Figura 5).

L -‘_ .

Figura 5. El arbol de Crataegus mexicana (tejocote)

Sus nombres comunes son Beloui (lengua zapoteca, Oax.); caiasa, carasu (lengua
tarasca, Mich.); el-pate-shima-lo (lengua chontal, Oax); pedyi (lengua mazahua,
Méx.); tejocote (mesa central); pelo-uij, yaga-be-lohui (lengua zapoteca, Oax.);
texdcotl (lengua nahuatl, Méx.) (CONABIO, 2013).
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El fruto del tejocote ha sido consumido en México desde tiempos prehispanicos y

actualmente su cultivo, considerado de importancia econdémica menor,

se

encuentra distribuido principalmente en los estados de México, Puebla, Tlaxcala,

Chiapas, Michoacéan, Hidalgo y Morelos (Franco y col., 2009).

Cuadro 5. Compuestos aislados del género Crataegus spp.

Contenido

CH
CH

Rutina

Vitexina Ramnosido de vitexina
2 X COOH
HO OH
O
‘ o = CH HO
HO CH
OH OH

Acido Clorogénico

Acido caféico
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Cuadro 5. Compuestos aislados del género Crataegus spp (Continuacion).

-

Acido oleandélico

Acido ursélico

Estigmasterol

Epicatequina

OH
OH

Catequina

Hasta el momento no hay reportes de estudios fitoquimicos de C. mexicana; sin

embargo, en las hojas, flores, frutos y raices de otras especies de Crataegus se

han encontrado altas concentraciones de diversos metabolitos secundarios (Cuadro

5), tales como flavonoides, procianidinas oligoméricas de flavanoles, acidos
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fendlicos, acidos triterpénicos, acidos organicos y esteroles, asi como epicatequina
y catequina (Kumar y col., 2012).

En estudios previos, se demostré que los extractos alcohdlicos de la hoja, flor, fruto,
corteza y raiz del tejocote indujeron una disminucion, dependiente de la
concentracion, de la contractilidad cardiaca sobre el corazén aislado de tortuga. El
efecto mas intenso fue provocado por las hojas, seguido por la corteza, las flores,
las raices y el fruto, en orden descendente (Argueta, 1994). Adicionalmente, se
determind que Crataegus puede mejorar el flujo sanguineo de la arteria coronaria y
las contracciones del musculo cardiaco. Por lo tanto, el extracto de esta especie
vegetal es ampliamente utilizado en trastornos cardiovasculares como arritmia,

infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva (Kumar y col., 2012).
2.3.6. Eriobotrya japonica (nispero)

El nispero es un arbol de hasta 8 m de alto, con tronco pequefio de corteza café
lisa con algunas cicatrices transversales. Copa globosa y densa y follaje
permanente. Hojas ovaladas, de 25 x 10 cm, rugosas, cubiertas de terciopelo
blanco a rojizo en el envés. Flores blancas bisexuales perfumadas, de hasta 1.7
cm, crecen en racimos cubiertos de terciopelo rojizo en la punta de las ramas. Fruto
carnoso, jugoso y de sabor agridulce, amarillo al madurar y de 2 cm de diametro,
con 1 a 4 semillas café obscuro lustrosas. Actualmente es muy cultivado en
regiones templadas de México. Utilizado como alimento, medicinal y productor de
miel. Su fruto se come fresco y se utiliza en la elaboracion de mermeladas
(CONABIO; 2014).

2.3.7. Cladocolea loniceroides (muérdago)

Este tipo de muérdago son arbustos por lo general dioicos, usualmente glabros,
parasitos de plantas lefiosas; tallos cilindricos o aplanados, erguidos o volubles;
hojas laminares, opuestas o0 alternas, penninervadas; sus flores comiunmente estan

dispuestas en racimos. Pueden presentar raices epicorticales sobre el tallo, en la
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base de la planta o estar ausentes. Es una planta hemiparasita que en teoria solo
utiliza a sus hospedantes para extraer agua; sin embargo, en la zona chinampera
de Xochimilco se observa que altos niveles de dafio por C. loniceroides contribuyen
en gran medida a la muerte de los arboles o los hace mas susceptibles al ataque
de otros agentes. Se distribuye en la zona central de México abarcando los estados
de Jalisco, Michoacd, Guerrero, Oaxaca, Morelos y el Distrito Federal (Alvarado-

Rosales, D. y Saavedra-Romero, L., 2005).
2.3.8. Propolis (Propodleo)

La palabra propéleo se deriva del griego pro (en defensa de) y polis (ciudad); con
ella se designa la sustancia que recubre la colmena o polis de las abejas y cumple
funciones defensivas. El propéleo es una sustancia resinosa y altamente adhesiva,
recolectada, transformada y usada por las abejas para sellar los agujeros, fijar los
panales de miel, pulir las paredes interiores y proteger la entrada contra los intrusos
(Palomino y col., 2009; Bertelli y col., 2011).

Recientemente, los propdleos han ganado popularidad en la preparacion de
productos de uso topico y también como nutracéuticos, es decir, como un producto
aislado o purificado a partir de un material alimentario o biolégico que proporciona
beneficios a la salud o proteccion contra enfermedades crénicas. A los propoleos
se les atribuye una amplia gama de actividades, tales como antibacteriana,

antiinflamatoria, antineoplasica y efectos antioxidantes (Bertelli y col., 2011).

Su composicién quimica es compleja y depende de la flora presente en el area de
recoleccion; sin embargo, se han identificado como principales componentes:
alcoholes, aldehidos, amino&cidos, &cidos alifaticos, acidos aromaticos, ésteres
aromaticos, flavonoides, acidos grasos, acidos p-cumaricos prenilados, acidos
cafeoilquinicos, lignanos, acidos diterpénicos, triterpenos, esteroides y azUcares.
Berterlli y col. (2011) realizaron un estudio de identificacion de los componentes

presentes en 65 muestras de propdleos. Los componentes mayoritarios
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identificados fueron crisina, galangina, campferol, quercetina, acido p-cumarico,

naringenina, 4cido cafeico, apigenina, pinostrobina y pinocembrina.

En relacion a su efecto sobre el sistema cardiovascular, se han llevado a cabo
experimentos para evaluar su actividad antihipertensiva. Los resultados obtenidos
sugieren que los propbleos pueden producir un efecto antihipertensivo
posiblemente mediado por la potenciacion de la vasodilatacion inducida por

acetilcolina. (Yoko y col., 2004).

2.4. Vaso sanguineo

2.4.1 Endotelio vascular

El endotelio vascular, un o6rgano estructuralmente simple y funcionalmente
complejo, es una capa unicelular que cubre la superficie interna de los vasos
sanguineos y conforma la pared de los capilares. Lejos de ser sb6lo una barrera
mecanica entre la sangre y los tejidos, es un 6rgano activamente comprometido en
una gran variedad de procesos fisiolégicos y patolégicos. Debido a su ubicacién
estratégica detecta cambios en las fuerzas hemodinamicas que actian sobre la
pared vascular, asi como sefiales quimicas transportadas por la sangre y responde
a ellas liberando sustancias vasoactivas, algunas de la cuales tienen funciones
antagonicas como vasodilatadores y vasoconstrictores o hemostaticos y
antihemostaticos (Vittone y Mundifia-Weilenmann, 2010).

El endotelio controla la respuesta vascular mediante la liberacion de sustancias
vasodilatadoras entre las que se incluyen la prostaciclina (PGI,), el 6xido nitrico
(NO) y el factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), asi como de
sustancias vasoconstrictoras como el tromboxano A2 y las endotelinas (Yangisawa
y col.,, 1988). La liberacion de estos factores causada por diversos estimulos,

desempeiia un papel importante en la regulacion local del flujo sanguineo mediante
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el balance entre las sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras. (Moncada y
col., 1988; Ochoa, 2008).

2.4.2 Musculo liso

Existen dos tipos de musculo liso, el mas comun es el musculo liso visceral
(unitario), que se encuentra en las laminas de envoltura que forman parte de las
paredes de arterias y venas pequefas, asi como de visceras huecas. El musculo
liso es autorritmico. Las fibras se conectan unas con otras mediante uniones de
aberturas (nexos), de modo que el potencial de accién muscular se disemina por
toda la red. Cuando un neurotransmisor, hormona o sefial autorritmica estimula a
una fibra, el potencial de accion muscular se disemina a las fibras circundantes,
que se contraen al unisono, como una unidad. El otro tipo de musculo liso es el
multiunitario, que se compone de fibras separadas, cada una con sus propias
terminales de motoneuronas y unas cuantas uniones de hendiduras entre fibras
adyacentes. La estimulacién de una fibra muscular visceral produce contraccion de
muchas fibras adyacentes, mientras que la de una sola fibra multiunitaria hace que
solo se contraiga dicha fibra. EI masculo liso multiunitario es parte de las paredes
de las grandes arterias, vias respiratorias hasta el nivel de los pulmones, musculos
erectores del pelo en los foliculos pilosos, musculos del iris y cuerpo ciliar (Tortora y
Grabowsky, 2006).

Cada fibra (célula) contiene un nucleo de forma ovalada y en ubicacion central. El
sarcoplasma (citoplasma) de las fibras de musculo liso posee filamentos gruesos de
miosina y filamentos delgados de actina, en proporcion de 1:10 y 1:15, distribuidos
en el sarcoplasma. Las fibras del muasculo liso también contienen filamentos
proteicos intermedios. Puesto que los filamentos no se sobreponen con regularidad,
las fibras de musculo liso no poseen estrias, de lo cual ese deriva el calificativo de
liso. Ademas carecen de tubulos T y en ellas es escaso el reticulo sarcoplasmico
para almacenar calcio. En comparacion con la de musculo estriado, la contraccion

en las fibras de musculo liso se inicia con mayor lentitud y dura mucho mas tiempo.
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El modelo aceptado de contraccion de las fibras musculares lisas establece que los
filamentos delgados de actina, asociados a filamentos gruesos de miosina, se
anclan por un extremo a cuerpos densos adheridos al sarcolema (membrana
citoplasmatica) y por el otro a filamentos intermedios a través de cuerpos densos
citoplasmaticos. Por afiadidura, el musculo liso se puede acortar y estirar en mayor

grado que los otros tipos de musculo. (Tortora y Grabowsky, 2006).

Al aumentar la concentraciéon de Ca®" en el citosol de las fibras de musculo liso,
empieza a contraerse. Los iones Ca®" fluyen al citosol desde el liquido extracelular
y el reticulo sarcopldsmico, pero no hay tabulos transversos e las fibras de musculo
liso, de modo que se requiere méas tiempo para que el Ca" llegue a los filamentos
del centro de la fibra y active el proceso de contraccion (Tortora y Grabowsky,
2006)

2.5. Mecanismos de relajacion

2.5.1. Oxido nitrico y su mecanismo de relajacion

Furchgott y Zawadski descubrieron en 1980 el papel fundamental del endotelio
como regulador de la vasodilatacion, al describir el fendmeno de la relajacion del
musculo liso vascular dependiente de endotelio. Ellos demostraron que anillos
arteriales previamente contraidos se podian relajar en respuesta a la acetilcolina
solo si las células endoteliales estaban intactas. Eliminando el endotelio anulaban
la vasodilatacion producida por acetilcolina, lo cual sugeria que su efecto estaba
mediado por alguna sustancia derivada de endotelio que se denominé EDRF (factor
relajante derivado de endotelio). Posteriormente, se demostré que el EDRF era el
NO (Vittone y Mundifia-Weilenmann, 2010).

El NO es lipofilico y se forma a partir del grupo guanidino del aminoéacido
semiesencial L-arginina en su conversion a L-citrulina, gracias a la accion de la

enzima NO sintetasa (NOS); para su sintesis se requiere la presencia de cofactores
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como: flavin mononucledtido (FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD),
tetrahidrobiopterina (BH,s) y NADPH. Se han identificado tres isoformas de NOS: la
endotelial (NOSe) y la neuronal (NOSn) que son constitutivas y una inducible
(NOSI). Las enzimas se codifican a partir de los cromosomas 7, 12 y 17,
respectivamente. Las formas constitutivas forman parte de las células y su
expresion es dependiente del calcio, en tanto que la forma inducible es expresada
principalmente en condiciones de inflamacién o infeccion y es independiente de
este cation. La enzima endotelial esta ubicada en la membrana celular y en algunas
ocasiones en el citoplasma, mientras que la NOSn es fundamentalmente citosélica

(Benavides y Pinzon, 2008).

A nivel intracelular, el NO activa la guanilato ciclasa soluble (sGC) y produce un
cambio conformacional en el sitio catalitico, lo cual permite la conversién de
guanosina-5-trifosfato a guanosina-3,5-monofosfato ciclica (GMPc), esta accion
incrementa la concentracion de GMPc celular hasta en 100 veces y reduce la
cantidad de calcio intracelular, permitiendo la relajacion muscular mediada por la

proteina cinasa dependiente de GMPc (Benavides y Pinzén, 2008).

La activacion de la sGC por la unién del NO a su grupo hemo origina diferentes
respuestas en las células dianas o efectoras: vasodilatacion, inhibicién plaquetaria

y aumento del GMPc (Leiva y col., 2000).

En el muasculo liso vascular, los efectos del GMPc son mediados a través de
proteinas cinasas y canales i6nicos. EI GMPc hiperpolariza la membrana celular,
inhibiendo el influjo de calcio y disminuyendo la sensibilidad de los miofilamentos al

mismo (Benavides y Pinzon, 2008).

El efecto vasodilatador de esta molécula es estimulado por diferentes factores entre
los que se encuentran: la hipoxia, el flujo sanguineo, la tensién de estiramiento, la
histamina, la bradiquinina, la trombina, los acidos grasos insaturados y la PGl,; es

inhibido a su vez por las endotelinas. Se han identificado ademas inhibidores de la
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sintesis de NO entre los cuales se destacan: la hemoglobina, el azul de metileno y
la N-monometil-L-arginina (L-NMMA) (Leiva y col., 2000).

2.5.2. Prostaciclina y su mecanismo de relajacion

Los prostanoides son una familia de mediadores lipidico bioactivos, formados por la
ciclooxigenasa (COX) a partir del el &cido araquidonico (AA), contenido en la
membrana celular de todas las células del cuerpo. Estan involucrados en
numerosas actividades fisiologicas, incluyendo la agregacién plaquetaria, la
vasodilatacion y la vasoconstriccion, la respuesta inflamatoria local y la adhesion

celular de leucocitos al endotelio (Morita, 2002; Hinz, 2002).

Recientemente, varios tipos de receptores para PGE;, PGF,, PGl;, PGD,, y
tromboxano A, han sido caracterizados usando enfoques farmacolégicos y
bioguimicos. Los receptores de prostaglandinas son miembros de la superfamilia
de receptores acoplados a proteinas G que parece contar con una estructura Unica

gue consta de siete segmentos transmembranales (Kimura y col., 2009).

La prostaciclina (PGl,) es el prostanoide mas abundante generado por las paredes
vasculares y es producido por las células endoteliales a partir del acido
araquiddnico, derivado de la prostaglandina H,, a través de la accién de la enzima
COX-PGl, sintetasa. La PGIl, es descrita como un vasodilatador derivado de
endotelio que, por estimulacion del receptor PGI, (receptor IP) y la activacion de la
adenilato ciclasa (AC), induce un incremento en la concentracién intracelular de
AMPc a partir de ATP, provocando la activacién de una proteina quinasa especifica
llamada proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), de manera que produce
relajacion del musculo liso. Ademas, la elevacion de los niveles de AMPc produce
hiperpolarizacion, la cual es causada por la abertura de uno o mas tipos de canales

de potasio. Por lo tanto, la relajacion inducida por PGI, puede estar asociada con K-
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ATP, BKca Yy canales de potasio rectificadores de entrada (Feletou y Vanhoutte,
2006).

Los principales factores capaces de estimular la sintesis y la liberacién de PGI, son
la angiotensina ll, la acetilcolina (ACh) o la bradiquinina (BK), asi como productos
liberados de las plaquetas como la serotonina y el factor de crecimiento liberado de

plaquetas (Navarro-Cid y col., 1999).

2.5.3 Factor hiperpolarizante derivado de endotelio (FHDE)

El factor hiperpolarizante derivado de endotelio produce vasodilatacion mediante un
mecanismo de accion independiente del NO y de los prostanoides, y esta asociado
con la hiperpolarizacion de células del musculo liso vascular, sin embargo no se ha
caracterizado completamente. Evidencia experimental demuestra que la
vasodilatacion provocada por el EDHF inicia con la activacién de los canales de
potasio (Kca Y Katp) que conduce a la hiperpolarizacion del musculo liso vascular
(Crane y col., 2003).

La hiperpolarizacion dificulta la apertura de los canales de Ca®* voltaje dependiente
del musculo liso, la cual conduce a una caida de concentracién intracelular de Ca**
y por ultimo, a relajacion. Se ha observado que la vasodilatacion puede ser
producida por una serie de EDHFs, entre los que se encuentran los &cidos
epoxieicosatrienoicos generados por el citocromo P450 (ETTs) (metabolitos del
AA), productos de la lipoxigenasa, el NO, el peroxido de hidrogeno, el AMPc y
posiblemente los péptidos natriuréticos. Por otra parte, la contribucion de estos
posibles EDHFs a la respuesta vasodilatadora, dependientes de endotelio, parece
variar considerablemente entre los diferentes lechos vasculares y especies, y es
probable que existan varios EDHFs diferentes que pueden actuar por separado o

interactuar sinérgicamente (Grgic y col., 2009).
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3. HIPOTESIS

Los extractos preparados a partir de las plantas Cladocolea loniceroides
(muérdago) y Eriobotrya japonica (nispero) y propoleos, asi como los flavonoides y
triterpenos identificados en las especies Haematoxylon brasiletto (palo Brasil),
Chenopodium murale (quelite cenizo), Psittacanthus calyculathus (injerto), Prunus
serotina (capulin), Crataegus mexicana (tejocote), usados en la medicina tradicional
para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, relajan el musculo liso

vascular.
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4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

GENERAL

Determinar el efecto vasodilatador de los extractos obtenidos de las
especies Cladocolea loniceroides (muérdago) y Eriobotrya japonica
(nispero) y de 8 propdleos, utilizados en la medicina tradicional
mexicana, asi como de 3 flavonoides y 2 triterpenos identificados en
las especies vegetales Haematoxylon brasiletto (palo Brasil),
Chenopodium murale (quelite cenizo), Psittacanthus calyculathus
(injerto), Prunus serotina (capulin), Crataegus mexicana (tejocote) y

en los propoleos.

ESPECIFICOS

Determinar, mediante el ensayo de aorta aislada de rata, el efecto
relajante de los extractos obtenidos de las hojas, las ramas y los tallos
de Cladocolea loniceroides, asi como de los extractos obtenidos de
Eriobotrya japonica.

Determinar, mediante el ensayo de aorta aislada de rata, el efecto
relajante de 8 diferentes propdleos obtenidos del centro de México.
Determinar, mediante el ensayo de aorta aislada de rata, el efecto
relajante de los flavonoides acacetina, 4’-7-dimetil-naringenina y

crisina y los triterpenos acido oleandlico y acido corosolico.
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5. METODOLOGIA
5.1. Materiales
5.1.1. Especimenes biologicos

5.1.1.1. Extractos y propoleos

Las especies seleccionadas para su evaluacion farmacolégica fueron:
Haematoxylon brasiletto (palo Brasil), Chenopodium murale (quelite cenizo),
Psittacanthus calyculathus (injerto), Prunus serotina (capulin), Crataegus mexicana
(tejocote), Cladocolea loniceroides (muérdago) y Eriobotrya japonica (nispero) y
propoéleos (acuex, buho, valentin, trojes, nico, cuetzalan, pinotepa y guanajuato),
las cuales fueron proporcionadas por el Dr. José Fausto Rivero Cruz del
Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica, Universidad Nacional
Auténoma de México.

Cuadro 6. Origen y su clave de identificacién de extractos y propéleos

Muestra

Origen

Propdleo Acuex

Delegacion Milpa Alta

Propdleo Buho

Delegacion Milpa Alta

Propéleo Valentin

Delegacion Milpa alta

Propéleo Trojes

Delegacion Milpa Alta

Propéleo Nico

Delegacion Tlalpan

Propdleo Cuetzalan

Cuetzalan Puebla

Propdleo Pinotepa Pinotepa Nacional, Oaxaca

Propoéleo Guanajuato Silao, Guanajuato

Acacetina Aislado de los propdleos de la Delegacion Milpa Alta
4’ 7-dimetil-naringenina Aislado de los propdleos de la Delegacion Milpa Alta
Crisina Aislado de los propéleos de Puebla y Delegacion Milpa Alta
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Cuadro 6. Origen y su clave de identificacién de extractos y propéleos (Continuacion)

Acido oleandlico Aislado de hojas de capulin y del nispero

Acido corosélico Aislado de hojas de capulin y del nispero
CLA hojas Extracto de las hojas de Cladocolea loniceroides
CLA ramas Extracto de las ramas de Cladocolea loniceroides
EtOH hojas Extracto etandlico de las hojas de Cladocolea loniceroides
EtOH tallos Extracto etandlico de los tallos de Cladocolea loniceroides
Extracto HN Extracto de las hojas de nispero

F1-F6HN Fraccion derivada del extracto de nispero

5.1.1.2. Animales de experimentacion
Se utilizaron ratas macho (250-300 g) de la cepa Wistar.
5.1.2. Compuestos quimicos y solventes

La fenilefrina (Phe), la acetilcolina (ACh) y las sales que se utilizaron para preparar
la solucion fisiologica empleada en los ensayos de aorta aislada de rata (solucion
de Krebs-Heinseleit), asi como el resto de los reactivos que se utilizaron en las

evaluaciones farmacolégicas se obtuvieron de Sigma o J.T Baker.

5.2. Métodos
5.2.1. Evaluacion in vitro de los diferentes extractos y propoleos

5.2.1.1. Solucién de Krebs-Heinseleit

126.8 mM NacCl, 5.9 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 30 mM NaHCOg3, 1.2
mM NaH,PO,y 5.0 mM D-glucosa.
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5.2.1.2. Ensayo de aorta aislada de rata

Se anestesiaron las ratas con cloroformo y se sacrificaron por decapitacion.
Después se removio la aorta toricica descendente y se coloc6 en una solucién fria
de Krebs-Henseleit. Posteriormente se elimind todo el tejido adiposo y conectivo y
se cortd en anillos de 4 a 5 mm. Los anillos se montaron en camaras de tejido
aislado de 7 ml conteniendo solucién de Krebs-Henseleit a 37°C, las cuales se
burbujearon contantemente con una mezcla de oxigeno-dioxido de carbono 95:5.
Las contracciones mecanicas se registraron isométricamente por medio de
transductores de fuerza Grass modelo FTO3, acoplados a un poligrafo Grass de 6
canales modelo 7-8 P. El tejido se dejé equilibrar realizando tres lavados con
solucién de Krebs-Henseleit a 37°C a intervalos de 10 minutos y sometiéndolo a
una tension de reposo (basal) de 1.5 g. Una vez que el tejido alcanzé el equilibrio,
los segmentos se pre-contrajeron con KCl (100 mM) por aproximadamente 10
minutos. Se realizaron otros tres lavados con solucion Krebs-Henseleit a 37°C a
intervalos de 10 minutos; después del ultimo lavado los anillos se llevaron a la
tensién basal de 1.5 g. Los segmentos de aorta se contrajeron con 1 uM de
fenilefrina (Phe) por 20 minutos y se evaluaron los diferentes extractos, propéleos y
compuestos puros en un rango de concentraciones de 1-1000 pg/ml, preparados a
partir de una solucion concentrada de 30 mg de extracto, propdleo o compuesto
puro disueltos en 50 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) y 1750 pL de agua tridestilada.
A partir de esta solucion se prepararon dos diluciones 1:10 y 1:100 para obtener las
diferentes concentraciones de prueba que se adicionaron a las camaras de tejido
aislado cada 10 minutos. Las evaluaciones se realizaron empelando la Ach como

control positivo.
5.2.1.3 Andlisis de los datos obtenidos en la evaluacion farmacolégica

Se realizaron al menos 4 evaluaciones para cada una de las concentraciones de
los extractos o compuestos de prueba. En cada caso se calcularon los promedios +
SEM (Error estandar del promedio). La construccién de las curvas concentracion

respuesta (CCR), se realiz6 mediante un programa de ajuste no lineal (PRISMA
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5.0). Se calcul6 la concentracidon efectiva media (CEsp) y el efecto maximo (Emax)-
Las diferencias estadisticas entre las CEsp se analizaron mediante la prueba de t

Student para muestras no pareadas.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacion del efecto vasodilatador de propéleos sobre la aorta aislada de

rata.

Se realizaron las curvas concentracion-respuesta para las muestras de propoleos

observandose un efecto relajante, dependiente de la concentracion, de la aorta

aislada de rata como se muestra en las Figuras 6 y 7; la acetilcolina (ACh) se

empleé como control positivo. El efecto maximo (Emax) Y la concentracion efectiva

media (CEsp) se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. CEsp Yy Emax del efecto relajante inducido por los extractos a partir de los

diferentes propoleos.

Muestra Emax (%0) ECso (ng/ml)

ACh 67.6 + 3.2 86+14
Propéleo Acuex 100.0+1.5 603.5 +37.8

Propéleo Buho 100.0+£2.2 70.1+8.6
Propdleo Valentin 79.3+5.1 150.4 £12.3
Propéleo Trojes 88.1+4.9 139.6 £ 15.7
Propdleo Nico 100.0+£ 2.0 242.9 £18.7

Propdéleo Cuetzalan 23.9+1.2 752+21
Propdleo Pinotepa 50.3+2.9 71.22 +6.2
Propoleo Guanajuato 115.7+2.7 231.9+18.3
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Figura 6. Curva concentracién-respuesta del efecto relajante de los propdleos

Acuex, Buho, Trojes y Valentin.
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Figura 7. Curva concentracion-respuesta del efecto relajante de los propoleos Nico,
Cuetzalan, Guanajuato y Pinotepa.

6.2 Determinacion del efecto vasodilatador de flavonoides sobre la aorta aislada de
rata.

Se realizaron las curvas concentracién-respuesta para los flavonoides acacetina,
crisina y 4’,7- dimetil-naringenina, compuestos puros extraidos a partir de un
propdleo obtenido en el apiario de Trojes obteniéndose como resultado una
relajacion, dependiente de la concentracion, de la aorta aislada de rata. También
se empled la ACh como control positivo como se muestra en la figura 8. En el
cuadro 8 se muestran el efecto maximo (Emax) Y la concentracion efectiva media

(CE-so) de los tres compuestos.
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Figura 8. Curvas concentracion respuesta para los flavonoides acacetina, crisina y

4’ 7-dimetil-naringenina.

Cuadro 8. CEsp y Emax del efecto relajante inducido por los extractos a partir de los

diferentes propoleos.

Crisina

Muestra Emax (%0) ECso (ug/ml)

67.6 + 3.2 8.6+1.4

ACh
_ 100.0+1.3 33.18+4.2
Acacetina
_ _ _ . 24.1+25 76.10+8.1
4’ 7-dimetil-naringenina

96.7 £ 2.6 59.1 +3.7
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6.3 Determinacion del efecto vasodilatador de triterpenos sobre la aorta aislada de
rata.

Se evaluaron los triterpenos &cido oleandlico y acido corosdlico, observandose una
relajacion, dependiente de la concentracion, de la aorta aislada de rata como se
muestra en la figura 9. Se utilizo la acetilcolina (Ach) como control positivo. En el
cuadro 9 se muestra el efecto maximo (Emax) Yy la concentracion efectiva media

(CEsp) de dichos triterpenos.
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Figura 9. Curvas concentracion respuesta para los triterpenos acido oleandlico y

acido corosolico.
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Cuadro 9. CEsp Yy Emax del efecto relajante inducido por los triterpenos

Muestra Emax (%) ECso (ng/ml)
ACh 67.6 £ 3.2 8.6+t1.4
Acido oleanolico 83.7+4.4 845+ 4.2
Acido corosolico 87.5+4.2 57.3+2.8

6.4 Determinacion del efecto vasodilatador de diferentes extractos sobre la aorta
aislada de rata.

Adicionalmente se realizaron las evaluaciones farmacologicas de los extractos
obtenidos de Cladocolea loniceroides (muérdago) y Eriobotrya japonica (nispero)
observandose una relajacion, dependiente de la concentracion, de la aorta aislada
de rata para la muestra F1 F6 HN (nispero) (Figura 10). Los extractos HN y EtOH
tallos presentaron un efecto vasodilatador que disminuye al aumentar la
concentracion; los extractos EtOH hojas y CLA ramas muestran un efecto relajante
de la musculatura lisa arterial que no es proporcional a la concentracién (Figura
11). El extracto hojas presentd un ligero efecto vasoconstrictor que disminuye a
concentraciones altas. En los cuadros 10 y 11 se muestran el efecto maximo (Emax)
y la concentracién efectiva media (CEso) de dichos extractos.

Cuadro 10. CEsp Y Emax del efecto relajante inducido por el extracto FIF6HN

ACh 67.6 + 3.2 8.6+1.4
F1F6 HN 64.1+ 4.0 1123+9.3

41



100+

801 e Ach

-~ F1 F6 HN

601

401

Relajacion (%)

20+

0 . ~ . . :
-1 o 1 2 3
Log concentracion (pug/ml)

Figura 10. Curvas concentracién respuesta para los extractos Trojes y F1 F6 HN.
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Figura 11. Efecto vasodilatador de los extractos CLA hojas, CLA ramas, EtOH
hojas, EtOH tallos y HN.
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Cuadro 11. Porcentaje de relajacion méaxima de los diferentes extractos evaluados

% Relajacion maxima

Extracto
ACh 67.6 +3.2
CLA hojas 28x05
CLA ramas 19.6+45
EtOH hojas 544 +6.7
EtOH tallos 65.8 +4.4
Extracto HN 74074
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7. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto vasodilatador de los
extractos de plantas y propoleos que se emplean en la medicina tradicional

mexicana para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Con tal finalidad se evalué el efecto que tenian las sustancias a prueba sobre las
contracciones inducidas por fenilefrina en la aorta aislada de rata. Este método
constituye un modelo sencillo que nos permite evaluar el efecto que tienen las

sustancias sobre el tono vasomotor.

Los resultados obtenidos indicaron que los extractos, propdleos y compuestos
puros evaluados ejercen tres tipos de efectos sobre el tono del musculo liso arterial:
un efecto relajante, un efecto contractil y un efecto bifasico. Los propéleos, los
flavonoides, los triterpenos y el extracto F1IH1F6 producen una relajacion,
dependiente de la concentracién, de la aorta aislada de rata. En contraste, el
extracto CLA hojas presenta un efecto contractil. Finalmente, los extractos de CLA
ramas, EtOH hojas, EtOH tallos y HN inducen un efecto bifasico caracterizado por
una fase inicial de relajacién, seguida de una variacion el la relajacion a diferentes

concentraciones.

En las Figura 6 y 7 se muestran las curvas de concentracién-respuesta del efecto
relajante de los propdleos Nico, Cuetzalan, Guanajuato, Pinotepa, Acuex, Buho,
Trojes y Valentin. A partir de estas curvas se obtuvieron los valores de la
concentracion efectiva media (CEsg) y el efecto maximo (Emax). Al observar el
Cuadro 7 con los valores de las CEsp y haciendo una comparacion entre los ocho
propdleos podemos notar que el mas potente es el de Cuetzalan (CEsp= 7.52 + 2.1)
y el menos potente es el Acuex (CEso= 603.5 + 37.8). Por otra parte, con relacion al
valor de Enax, €l cual se relaciona con la efectividad de las sustancias de prueba, se
determind que el propéleo con un mayor efecto relajante fue el Guanajuato con una
Emax= 115.7 + 2.7, seqguido de los propodleos Acuex (Emax= 100.0 + 1.5) , Nico (Emax=
100.0 = 2.0) y Buho (Emax= 100.0 £ 2.2). El prop6leo que induce un menor efecto

relajante es el Cuetzalan (Emax= 23.9 + 1.2).
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Respecto a los flavonoides evaluados (acacetina, 4’,7-dimetil-naringenina y la
crisina) las curvas concentracion-respuesta de estos compuestos indican una
relajacion, dependiente de la concentracion, de la aorta aislada de rata. Al calcular
su CEsp Yy el Emax Se puede observar una correlacion entre la potencia y la eficacia,
siendo el flavonoide con mayor potencia y eficacia la Acacetina (CEsp= 33.18 = 4.2
y Emax= 100.0 £ 1.3) mientras que la 4’,7-dimetil-naringenina fue la menos potente y
eficaz (CEsp= 76.10 £ 8.1 y Enax= 24.1£2.5). Estos resultados sugieren que los
flavonoides ejercen un efecto relajante de la musculatura lisa vascular de manera
dependiente de la estructura del compuesto. El principal mecanismo de accion
parece relacionado con la inhibicién de la PKC o con alguno de los procesos
activados por ésta, aunque la inhibicion de otras cinasas, de las PDE de
nucleotidos ciclicos y el bloqueo de la entrada de calcio, pueden contribuir al efecto

en mayor o menor medida (Alvarez y Orallo, 2003).

Por otra parte, se realizaron las curvas concentracion-respuesta de los acidos
oleandlico y corosolico, pertenecientes al grupo de los triterpenos (Figura 9),
observandose que el compuesto que presenté mayor potencia fue el acido
corosolico (CEsp= 57.3 + 2.4 y Emax= 87.5 = 4.2); sin embargo, aunque el acido
oleandlico presenté menor potencia, ésta fue 30 veces mayor que el valor

reportado por Rodriguez-Rodriguez y col. (2004).

Respecto a la evaluacion de la actividad vasodilatadora de los extractos en estudio,
los resultados indicaron que solo el extracto F1-F6 HN (Figura 10) indujo un efecto
relajante de la musculatura lisa arterial presentando una potencia 14 veces menos

potente (CEso= 112.3 £ 9.3 y Ena= 64.1 = 4.0) que el control positivo

Con relacion al extracto de obtenido de las hojas de Cladocolea, éste indujo un
efecto contractil sobre la aorta aislada de rata; sin embargo, a concentracion alta se
presentd un efecto relajante logrando una Ena= 2.8 = 0.5. En contraste, el extracto
obtenido de las ramas de esta especie indujo un efecto bifasico con una relajacion

maxima de 19.6 + 4.5.
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Finalmente, los extractos etanolicos de Cladocolea loniceroides de hojas y tallos, al
igual que el extracto de hojas nispero presentaron un efecto bifasico sobre el tono
del masculo liso arterial de rata. Este efecto se caracterizé por una relajacion inicial,
seguida por una disminucion en la relajacion (Figura 11); sin embargo, en los tres
casos el efecto relajante fue mas pronunciado que el contractil, debido a que
posiblemente en dichos extractos exista una mezcla de compuestos que induzcan
de manera preferente la relajacion vascular junto a otros que probablemente

posean un efecto contractil.

Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis que sefala que estos extractos y
compuestos puros efectivamente poseen un efecto relajante de la musculatura lisa
arterial y por lo tanto, pueden ser utiles en el tratamiento y prevencion de algunas

enfermedades cardiovasculares.
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8. CONCLUSIONES

Los propdleos Nico, Cuetzalan, Guanajuato, Pinotepa, Acuex, Buho, Trojes y

Valentin, mostraron una relajacién del musculo liso vascular.

Los flavonoides acacetina, 4’,7-dimetil-naringenina y crisina indujeron un efecto
relajante de la musculatura lisa vascular, siendo la acacetina el compuesto con

mayor eficacia y potencia.

Los acidos oleandlico y corosdlico presentaron un efecto relajante en la aorta
aislada de rata, siendo el acido corosdélico el triterpeno con mayor potencia y

eficacia.

El extracto F1-F6 HN fue el Unico extracto evaluado que indujo una relajacion,

dependiente de la concentracion, de la aorta aislada de rata.

Los extractos CLA Ramas, EtOH hojas y tallos, asi como el extracto HN,
indujeron un efecto bifasico, caracterizado por una fase inicial de relajacion,

seguida de una fase de aumento del tono muscular.

El extracto CLA Hojas contiene compuestos capaces de inducir un aumento en

el tono muscular de la aorta.

Los resultados derivados del presente estudio muestran que los propdleos
evaluados asi como los flavonoides, triterpenos y el extracto F1-F6 HN
presentan un efecto vasodilatador significativo que corrobora el uso de estos
productos naturales en el tratamiento de algunos padecimientos del sistema

cardiovascular.
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