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RESUMEN

Nuestro pais posee una gran biodiversidad en especies vegetales y una tradicion
milenaria en el empleo de la medicina tradicional. Sin embargo, existe pocos
estudios encaminados a validar el efecto farmacolégico que se les atribuye a una
gran cantidad de plantas medicinales mexicanas. En la actualidad, estos estudios
son de particular importancia en el caso de las plantas empleadas tradicionalmente
en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, ya que este tipo de
padecimientos ocupan el primer lugar de las causas de muerte en México. De
manera adicional, la investigacion fitoquimica y farmacolégica de plantas
medicinales puede conducir al descubrimiento o desarrollo de nuevas moléculas
bioactivas potencialmente Uutiles para el tratamiento de diversas enfermedades que
afectan el sistema cardiovascular, tales como la hipertensiéon o la angina pectoris.
Por las razones anteriormente mencionadas, se planteé la presente tesis que tiene
como objetivo realizar un rastreo farmacolégico de especies vegetales empleadas
en la medicina tradicional para tratar enfermedades cardiovasculares, el cual
incluy6 la investigacion bibliografica, la recoleccién de las especies vegetales, el
proceso de obtencion de los extractos acuosos de las plantas seleccionadas y su
evaluaciéon farmacologica. La especies seleccionadas fueron: Desmodium grahami,
Sechium edule, Magnolia sp., Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana y
Chirantodendron pentadactylum. Los resultados de este trabajo indicaron que los
extractos acuosos de todas las plantas estudiadas indujeron la relajacién de los
vasos sanguineos. Los extractos de las plantas C. pentadactylum y D. moldavica
fueron las mas eficaces. Los extractos de las plantas S. edule, D. moldavica, A.
mexicana y C. pentadactylum contienen compuestos bioactivos capaces de
interaccionar con receptores o canales idnicos en el musculo liso arterial, lo cual da
como resultado la relajacién de la aorta.




I. INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud estima que aproximadamente el 75%
de la poblacién mundial, utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus
problemas de salud, y se puede afirmar que gran parte de las terapias tradicionales
se basan en el uso de extractos o de principios activos obtenidos de plantas. Si
bien es cierto que la mayor parte de los usuarios de la medicina tradicional se
encuentran en los paises en vias de desarrollo, en los paises industrializados existe
un interés creciente por el uso de plantas con fines curativos. Posiblemente, la
causa del resurgimiento de la medicina tradicional en los paises del primer mundo
sea una consecuencia de la alta incidencia de enfermedades iatrogénicas
ocasionadas por muchos medicamentos sintéticos.

Asimismo, se ha demostrado que las plantas y los otros recursos que se
emplean en la medicina tradicional, constituyen fuentes potenciales valiosas para la
obtenciéon de productos farmacéuticos con aplicacion terapéutica. En el caso
particular de México, es bien conocido el hecho de que nuestro pais posee una
gran tradicion en el empleo de plantas medicinales, la cual se remonta desde la
época prehispanica. En la actualidad gran parte de la poblacién mexicana,
principalmente [a de bajos recursos econdémicos, hace uso de las plantas
medicinales para la cura de un sinnimero de enfermedades, entre las que se
incluyen las enfermedades cardiovasculares, las cuales representan la principal
causa de mortalidad en nuestro pais.

A pesar de que en México existe una gran tradicion en el empleo de plantas
medicinales y que la biodiversidad de nuestro pais se encuentra entre las tres
primeras a nivel mundial, existen pocos estudios multidisciplinarios que involucren
investigaciones etnomédicas, quimicas y farmacolégicas de plantas medicinales
mexicanas.

Con base en estas consideraciones, se realiz6 el presente proyecto de tesis
que tuvo como meta realizar la evaluacién farmacolégica de especies de la flora

medicinal mexicana con el objeto de identificar fuentes potenciales de principios

activos utiles para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Las especies




seleccionadas son utilizadas en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de diversas afecciones cardiovasculares que incluyen enfermedades
cardiacas, angina de pecho, arritmia, ateroesclerosis e hipertensién, entre otras.
También se contemplé la evaluacion farmacolégica del extracto de la especie
vegetal Desmodium grahami, ya que estudios previos indicaron que presenta un
efecto relajante de la musculatura lisa intestinal. Los resultados de esta tesis
indicaron que los extractos de todas las especies vegetales evaluadas relajan la

musculatura lisa arterial, lo cual valida, al menos en parte, el uso etnomédico que

se les da a estas plantas.




Il. ANTECEDENTES

1.1 Importancia de los principios activos aislados de plantas medicinaies

Los productos naturales constituyen una fuente alternativa muy valiosa en la
busqueda de nuevas moléculas bioactivas. Un elevado porcentaje de los
medicamentos que se utilizan actualmente contienen principios activos de origen
natural, principalmente vegetal. Asimismo, un gran nimero de sustancias naturales
han representado prototipos estructurales para la sintesis de farmacos analogos
con mayor actividad biolégica (Cordell, 2000). De manera adicional, muchos
compuestos naturales se emplean como instrumentos de investigacion Utiles en el
estudio de distintos procesos fisiolégicos y/o farmacolégicos. En la actualidad, el
estudio de los productos naturales constituye un campo de investigacién muy
importante en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos, como lo
demuestra un estudio recientemente realizado por la Agencia de Administracion de
Alimentos y Farmacos (Food and Drug Administration) de Estados Unidos, en el
periodo de 1983 a 1994, el cual indicé que el 30% de los farmacos aprobados en
ese lapso eran productos naturales o sustancias derivadas de ellos (Cragg y col,,
1997).

En el caso particular de México, se sabe que nuestro pais posee una gran
biodiversidad de especies animales y vegetales, que constituye una de las mas
importantes del mundo, junto con las de Australia y Brasil (Mittermier, 1988). Con
relacion a las especies vegetales, se estima que la flora de México incluye mas de
21,600 especies (Rzedowski, 1993) y de acuerdo a un estudio realizado por el
Instituto Nacional Indigenista, en el que se recopilé informacién a partir de médicos
tradicionales, herbarios y varias fuentes bibliograficas, se determiné que 3103
especies vegetales, pertenecientes a 183 familias son actualmente utilizadas en
México con fines medicinales (Aguilar y col.,, 1994). De estas especies se ha
descrito un grupo basico de 1000 plantas que ha sido empleado en la medicina

tradicional de México durante casi 400 afios. Las gran mayoria de estas especies

son utilizadas para el tratamiento de enfermedades comunes tales como




infecciones respiratorias y de la piel, desérdenes gastrointestinales, hipertension,
dolor y diabetes o para inducir el suefio o el parto (Lozoya, 1994).

A la fecha, aunque existe un interés creciente por estudiar los recursos
naturales del pais como fuente de moléculas bioactivas, ain son muy escasos los
estudios multidisciplinarios encaminados a investigar, de manera integral, las
plantas y los animales que comprenden la gran biodiversidad de México.
Recientemente, en la Facultad de Quimica de la U.A.Q. se inici6 un proyecto
encaminado a detectar especies vegetales que constituyan fuentes potenciales de
compuestos con actividad sobre el sistema cardiovascular y esta tesis forma parte

de dicho proyecto.

1.2 Incidencia de enfermedades cardiovasculares en México

Las enfermedades cardiovasculares representan, desde hace mas de una
década, la principal causa de muerte en nuestro pais (Velazquez-Monroy y col.,
2003) y continué siendo hasta el 2005, segln los Ultimos datos estadisticos
proporcionados por el INEGI (2005).

Insuficiencia renal -J

Influenza y neumonia -

Enfermedades pulmonares obstructivas crénicas -
Afecciones originadas en el periodo perinatal
Enfermedades cerebrovasculares -

Enfermedades del higado -

HUHUUUH

Accidentes

Tumores malignos - |

Diabetes mellitus 4 ]

Enfermedades del corazén - B

Otras causas - . - ﬁ‘

0 5 10 15 20 25 30
% de defunciones generales en Mexico (2005)

Figura 1. Principales causas de muerte en México (INEGI, 2005)
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En la Figura 1 se muestran las principales causas de muerte en México. En
primer lugar se encuentran las enfermedades del corazén con un porcentaje de
defunciones del 16.4 % y, en sexto lugar, se encuentran las enfermedades
cerebrovasculares con un porcentaje de defunciones del 5.5 %. Estos dos grupos
de enfermedades representan las enfermedades cardiovasculares, las cuales
causan aproximadamente el 20 % de las defunciones en México (INEGI, 2005).

1.3 Especies seleccionadas para realizar el estudio farmacolégico

Las plantas seleccionadas para su estudio han sido utilizadas durante afos,
principalmente por los pueblos indigenas. La mayoria se preparan en infusién, ya
sea solas o combinadas con otras plantas. Por ejemplo, la flor de manita se mezcla
con magnolia y tila para tratar la hipertensioén y el insomnio. La magnolia sola y el
toronijil blanco se utilizan preparadas en tinturas (Quiroz, 2000).

Las especies seleccionadas han sido objeto de estudios quimicos vy
farmacoldgicos previos. Sin embargo, su efecto sobre el tono del musculo liso
vascular no se ha determinado con anterioridad, con excepcién de
Chiranthodendron pentadactylon. A continuacibn se presenta informacion
relacionada con las investigaciones que se han realizado previamente sobre las
plantas objeto del presente estudio (Cuadro 1).

En un estudio farmacolégico recientemente realizado con el extracto acuoso
de Agastache mexicana, se observd que esta especie presenta un efecto ansiolitico
en ratas (Molina y col., 2000). Otra especie que también ha sido estudiada desde
un punto de vista farmacolégico es Sechium edule, cuyo extracto acuoso,
administrado por via intravenosa en ratas anestesiadas, induce un efecto
antihipertensivo (Gordon y col., 2000).

Por otra parte, D. grahami también ha sido objeto de estudios
farmacolégicos. En estos estudios se encontr6 que el extracto cloroférmico-
metandlico 1:1 de Desmodium grahami induce una relajaciéon, dependiente de la
concentracion, de la musculatura lisa intestinal (Rojas y col., 1999). En otro estudio,
se analiz6 el perfil cromatografico de los aceites esenciales de Dracocephalum
moldavica, en el cual se identificaron diferentes acidos grasos esterificados con




glicerol (Holcapek y col., 2003) y otros metabolitos secundarios que incluyen

algunos terpenoides (Liy Sing, 2001).

Cuadro 1. Especies vegetales de la flora medicinal mexicana seleccionadas para el

rastreo farmacologico preliminar (Argueta, 1994; Aguilar y col., 1994)

' NOMBRE CIENTIFICO

NOMBRE VULGAR

USOS

Agastache mexicana

Toronjil blanco 0 morado

Hipertensién, dolor,
problemas del corazén

Magnolia sp.

Magnolia

Enfermedades del
corazédn, hipertensién,
dolor de cabeza, mareos,
alivia dolor (analgésico)

Sechium edule

Chayote, calabaza con
espinas, quelite espinozo

Disminuye la presién
arterial, fiebre, abortivo,
disminuye el flujo nasal

Chiranthodendron Flor de manita, mano de |Afecciones del corazén
pentadactylon ledn

Dracocephalum Toronjil chino o azul Regula la presién
moldavica

Desmodium grahami

Pega ropa

Antiespasmaédico

Chiranthodendron pentadactylon es la (nica especie cuyo efecto sobre la

musculatura lisa arterial ha sido determinado en un estudio previo. En dicho
estudio, se demostré que el extracto acuoso de esta planta inhibe las contracciones
inducidas por noradrenalina en aorta aislada de rata. Sin embargo, en este trabajo
no se propone el mecanismo de accién que esta involucrado en el efecto relajante
producido por el extracto (Perusquia y col., 1995).

Finalmente, algunas especies del género Magnolia han sido investigadas.

Por ejemplo de Magnolia obsuata (Kotani y col., 2005) y Magnolia officinalis (Chen

y col., 2001) se han purificado los alcoholes magnolol y honokiol, que tienen




actividad farmacolégica. El magnolol es un potente antioxidante vy
antihiperglicemiante (Chen y col., 2001). Por otra parte, el honokiol tiene efectos
antiarritmicos y cardioprotectores, aunque se desconoce su mecanismo de accién
(Tsaiy col., 1996).

Con base en los antecedentes antes mencionados, resulta evidente que en
la actualidad se desconoce, o no se ha estudiado con suficiente profundidad, el
efecto que producen los extractos de las plantas seleccionadas sobre el tono del
musculo liso vascular. Se desconoce también cual es la estructura quimica de los
principios activos responsables del efecto farmacolégico que se les atribuye a las
plantas y evidentemente, no se ha determinado el mecanismo de accién de dichos
principios activos. Para la realizacidbn de este proyecto se empledé el modelo
farmacolégico de aorta aislada de rata. Por este motivo, se presentan algunos
antecedentes tedricos relacionados con la fisiologia de los vasos sanguineos y con

el proceso de contraccién de la musculatura lisa vascular.

1.4 Fisiologia de los vasos sanguineos
[1.4.1 Estructura de la pared vascular

La pared vascular es un érgano activo, flexible e integrado por componentes
celulares, como las células endoteliales, musculares lisas y fibroblastos, y
componentes no celulares, como la matriz extracelular (Risler y col., 2002).

En el sistema arterial, la organizacion basica de todas las arterias es similar.
En todos los tipos de arterias se pueden distinguir tres capas concéntricas: a) una
capa interna, la tdnica intima, constituida por células endoteliales, con su eje mayor
orientado longitudinalmente; b) una capa media 6 tldnica media, compuesta
fundamentalmente por células musculares lisas, dispuestas circularmente, y ¢) una
capa externa, la tinica adventicia, constituida por fibroblastos y fibras de colageno
que estan orientadas longitudinalmente. La capa intima y la media estan separadas
por la lamina elastica interna, y la media y la adventicia estan separadas por la
lamina elastica externa (Figura 2) (Navarro-Cid y col., 1999).

La tdnica intima de las arterias elasticas esta constituida por el endotelio y un
espacio subendotelial compuesto por una matriz extracelular (Ganong, 2000). El




principal componente de la tlnica media en las arterias elasticas es la elastina, que
proporciona al vaso la elasticidad necesaria para adaptarse a los cambios de
presion originados por el flujo pulsatil del corazén y dota a estas arterias de una
capacidad de amortiguacién que permite mantener un flujo sanguineo continuo
(Navarro-Cid y col., 1999). Por otro lado, la tiinica adventicia esta constituida por
fibroblastos incluidos en una matriz extracelular compuesta de grandes haces de
fibras de colageno y una red laxa de fibras elasticas. En la tunica adventicia se
observan las terminaciones nerviosas y pequefos capilares que penetran
ligeramente en la media (Navarro-Cid y col., 1999; Ganong, 2000).

Adventicia

Fibras musculares
de la media

Endotelio

Arteria pequefia

Figura 2. Estructura de la pared vascular (Guyton y Hall, 2001)

11.4.2 Estructura y funciones del endotelio vascular

El endotelio vascular esta situado en una posicion anatémica
estratégica entre la sangre y la pared vascular que le permite actuar como receptor
y transmisor de sefales. Las células endoteliales se encuentran entre la sangre
circulante y las capas media y adventicia de los vasos sanguineos, y son capaces
de registrar cambios hemodinamicos de la sangre, como la presion o las fuerzas de
cizallamiento, cambios en sus interacciones con las plaquetas o los leucocitos, o

modificaciones de mensajeros quimicos circulantes o procedentes de células

vecinas y, en consecuencia, responden a dichos cambios mediante la liberacion de




numerosos factores vasoactivos (Figura 3) (Navarro-Cid y col.,1999; Ganong, 2000;
Dejana y col., 1995).

= 'fact;drgs vasoactivos
erivados. de eridotelio

5(

Musculo fiso

Endotelia

Mensajeros
“quimicos T

L5
Vaso sanguingo

Figura 3. Localizacion del endotelio y liberaciéon de factores endoteliales

Por estas razones, en la actualidad el endotelio es considerado como el
principal 6rgano de regulacién vascular con accién exocrina, paracrina y autocrina,
que esta implicado en diversos procesos vasoactivos, metabdlicos e inmunitarios.
Entre los factores biologicamente activos sintetizados y liberados por las células
endoteliales destacan: la prostaciclina (PGly), el 6xido nitrico (NO), el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), la endotelina (ET), la
prostaglandina Hy (PGHy), el tromboxano A; (TXA;), los sulfato heparinoides, el
factor de crecimiento transformante § (TGFp), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos basicos (bFGF), el factor
derivado de plaquetas (PDGF), el activador tisular del plasminégeno (t-PA), el
inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1), especies reactivas de oxigeno
(aniones superdxido e hidroxilo, peréxido de hidrégeno), interleucinas, quimiocinas,

moléculas de adhesidon de monocitos, entre otros. Las células endoteliales estan

firmemente unidas entre si y se encuentran ancladas a las proteinas de la matriz




subendotelial, de manera que se asegure la funcién de barrera del tejido, evitando
la exposicién al torrente sanguineo de la lamina basal (Dejana y col., 1995).

En condiciones normales, el endotelio manifiesta una importante actividad
antitrombogena que permite las acciones del NO y la PGl,, que inhibe la adhesién y
la agregacion plaquetaria, mediante aumentos respectivos de la concentracion
intraplaquetaria de GMPc y AMPc. En condiciones fisiolégicas, predominan las
acciones antiagregantes y anticoagulantes, mientras que en pacientes hipertensos,
dislipidémicos o diabéticos sucede lo contrario, por lo que el endotelio participa en
las complicaciones trombéticas de estos trastornos (Navarro-Cid y col., 1999).

El mantenimiento del tono vasomotor depende de forma decisiva del
equilibrio entre las acciones relajantes del musculo liso vascular mediadas por el
NO, la PGIl; y el EDHF, y las acciones constrictoras de la ET-1 y el TXA,. Los
factores relajantes derivados del endotelio, y en especial el NO, ademas de
equilibrar las acciones constrictoras mencionadas, también equilibran las de
agentes con accién sistémica como la angiotensina Il, las catecolaminas y la
vasopresina (Moncada y Higgs, 1991).

11.4.3 Factores relajantes derivados del endotelio

La PGl, se sintetiza predominantemente en las células endoteliales
vasculares a partir del acido araquidonico, mediante la accion del complejo
enzimatico ciclooxigenasa-PGl, sintetasa. Sus principales acciones son: inhibicion
de la agregacion plaquetaria y relajacion de las células musculares lisas (Coleman
y col., 1994).

Sin embargo, no parece probable que la PGl esté ejerciendo un efecto ténico
vasodilatador sobre el muasculo liso, y por tanto, su participaciéon en el control de la
presién arterial en condiciones normales no parece ser relevante. Su mecanismo
de accion celular depende de la activacion de la adenilato ciclasa y se inactiva
mediante una degradacion enzimatica (Coleman y col., 1994).

Los principales factores capaces de estimular la sintesis y la liberacion de la

PGl, son la angiotensina ll, la acetilcolina (ACh) o la bradiquina (BK), asi como
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productos liberados de las plaquetas como la serotonina y el PDGF (Figura 4)
(Navarro-Cid y col., 1999).

Por otra parte, el 6xido nitrico se sintetiza a partir de la arginina en una
reaccién catabolizada por la oxido nitrico sintasa (NOS) (Schmidt y col., 1993;
Schmidt y Walter, 1994). Se han identificado actualmente tres isoformas de la NOS:
NOSe, forma constitutiva en las células endoteliales; NOSi, isoforma inducible
presente en macroéfagos y células musculares lisas; NOSn, forma neutral
constitutiva presente en el tejido nervioso y en estructuras medulares renales. Las
NOSn y NOSi se activan por los agentes que incrementan la concentracién del
Ca®* intracelular, entre los cuales se incluyen los vasodilatadores acetilcolina y
bradicinina. Sin embargo, la NOS en las células inmaduras no se induce por el
Ca?*, sino que se activa por las citocinas (Fosterman y col., 1994; Li y Fosterman,
2000; Schmidt y col.,, 1993). EI NO formado por el endotelio difunde hacia las
células del musculo liso, en donde activa a la guanililciclasa soluble para producir
cGMP; éste, a su vez, media la relajacién del musculo liso vascular (Figura 4)
(Humbert y col., 1990; Ignarro, 1990; Kamisaki y col.,1986).

Asimismo la hemoglobina inactiva al NO. Con el aumento subito del flujo a
un tejido, a consecuencia de la dilatacion arteriolar, también se dilatan las arterias
en dicho tejido; esta dilatacidn inducida por el flujo se debe a la liberacion local del
NO. Los productos de la agregacién plaquetaria también producen la liberacion del
NO y la vasodilatacion resultante ayuda a conservar la permeabilidad de los vasos
sanguineos con endotelio intacto. Esto contrasta con los vasos sanguineos
lesionados en los cuales el endotelio se dana en el sitio de la lesién y, por tanto, las
plaquetas se agregan para producir vasoconstricciéon (Murad, 1996).

El NO es un radical muy inestable, que actia como una hormona paracrina.
La accién fundamental del NO es la relajacién del musculo liso de la capa media de
las arterias y las venas, la inhibicién de la agregacion plaquetaria, la inhibiciéon del
crecimiento y la proliferacion de las células del musculo liso, y la inhibicion de la

adhesion de monocitos y leucocitos del endotelio (Moncada y Higgs, 1991).
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ACh . v Célula
S-HT > . | o endotelial

= I'Ca.z‘f — Re’lajacién

Figura 4. Mecanismos de la relajacién, dependiente de endotelio, del musculo liso
vascular. Ver detalles en el texto. ACh = acetilcolina, 5-HT = serotonina, His =
histamina, RAPG = receptores acoplados a proteinas G, AA = acido araquidénico,
COX = ciclooxigenasa, PGl, = prostaciclina, Rpg = receptor a prostaciclina, AC =
adenilato ciclasa, PLC = fosfolipasa C, Pl = fosfatidilinositol, DAG = diacilglicerol,
IP; = inositol trifosfato, SOC = canales operados por almacenamiento, CaM =
complejo Ca®*-calmodulina, NOS = 6xido nitrico sintasa, NO = 6xido nitrico, sGC =
guanilato ciclasa soluble, EDHF = factor hiperpolarizante derivado del endotelio,
AMPc = 3',5’-adenosina-monofosfato ciclico, GMPc = 3',5'-guanosina-monofosfato
ciclico, PKA = cinasa dependiente de AMPc, PKG= cinasa dependiente de GMPc,
GTP = trifosfato de guanosina. Adaptado de Stankevi€ius y col., 2003.
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Como consecuencia, el NO desempefa un papel fundamental en el
mantenimiento de la funcién, la estructura vy la integridad vasculares. Los defectos
en la produccion de NO contribuyen a la patogénesis de la hipertension, la
trombosis vascular, la aterogénesis, la reestenosis y la lesién prostangioplastica
(Hofmann y col., 2000; Pfeifer y col., 1999).

El NO se libera de las células endoteliales en respuesta a numerosos
factores tanto fisicos como de tipo humoral. El principal factor fisico responsable
de la liberacion del NO por las células endoteliales son las llamadas fuerzas de
cizallamiento o la presiéon ejercida por la sangre sobre el endotelio vascular
(Navarro-Cid y col., 1999). Debido a su accién antiagregante plaquetaria, el NO
participa junto con la PGIl, en la inhibicién de la agregacién plaquetaria (Murad,
1996).

La degradacién del NO se produce como consecuencia de la oxidacion
producida por un radical libre de oxigeno, el anién superdxido, que da lugar al
peroxinitrito, el cual a su vez se degrada a otro agente oxidante, el anién hidroxilo y
nitrato (Rubbo y col., 1996; Beckman y col., 1994).

Otra sustancia quimica. liberada por el endotelio es el factor hiperpolarizante
derivado de endotelio (EDHF). Este factor produce relajacién del musculo liso
vascular al inducir hiperpolarizacién de su membrana celular. La hiperpolarizacion y
la relajaciéon inducidas por el EDHF parecen ser debidas a un incremento en la
conductancia al K*, a través de canales de calcio y ATP dependientes en el
musculo liso vascular, ya que la ouabaina, un inhibidor de la Na*/K*-ATPasa, inhibe
su accién. Respecto a su papel fisioldgico o fisiopatolégico, parece ser un mediador
importante en la relajacion dependiente del endotelio en las arterias mesentéricas
de resistencia (Figura 4) (Navarro-Cid y col., 1999).

I1.4.4 Factores constrictores derivados del endotelio

Las células endoteliales también producen ET-1, que es el vasoconstrictor
mas potente conocido hasta la fecha. La ET-1, la ET-2 y la ET-3 constituyen los
miembros de una familia de polipéptidos de 21 aminoacidos similares que producen
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una vasoconstriccién intensa de las arterias coronarias y efectos inotrépico y
cronotrépico positivos en el miocardio (Miwa y col., 1999; Liu y col., 1997).

La ET-1, como otros mediadores derivados del endotelio, se produce bajo
condiciones basales, asi como por estimulacién mecanica, quimica y humoral. El
estimulo mas potente para la produccién de ET in vitro es el ionéforo de calcio
A23187, lo que demuestra que un aumento en el calcio intracelular dentro de las
células endoteliales es crucial para la produccion de ET inducida. La hipoxia es otro
estimulo importante para la produccion de ET en el tejido vascular aislado, asi
como en sujetos expuestos a la altitud. En particular, la trombina, la angiotensina |,
la adrenalina, la vasopresina, el TGFp, los ésteres de forbol y la interleucina-1 son
conocidos estimuladores de la produccion de ET-1. La ET estimula el crecimiento y
proliferacidon en muy diversos tipos celulares, incluyendo las células endoteliales
vasculares, musculares lisas, fibroblastos, células gliales y células mesangliales. La
ET-1 puede estimular la proliferacion del masculo liso de forma indirecta facilitando
la produccién local de otro potente mitégeno, la angiotensina Il (Navarro-Cid y col.,
1999).

Es posible que, ademas de las consecuencias patolégicas de su excesiva
produccioén, como el vasoespasmo o la hiperventilacion, la ET-1 también podria
contribuir a la hemostasis cardiovascular participando en el mantenimiento del tono

y de la estructura vascular (Navarro-Cid y col., 1999).

11.4.5 Musculo liso

La capa media y la tunica media estan compuestas fundamentalmente por
células musculares lisas, algunos fibroblastos y fibras de colageno, y otros
componentes de la matriz intersticial. Las células musculares lisas se encuentran
en la pared de todos los vasos sanguineos a excepcién de los capilares, y son las
responsables de que los vasos puedan modificar su diametro, de acuerdo con las
necesidades de aporte sanguineo de cada tejido. Estas células son fusiformes y
presentan un Gnico nucleo en posicion central. Su disposicién es circular, formando
varias capas alrededor de la circunferencia del vaso. El musculo liso contiene
filamentos de actina y de miosina, de caracteristicas quimicas similares a las del
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musculo estriado (Christ y Brink, 2000). Las células musculares lisas contienen una
gran cantidad de otra proteina reguladora denominada calmodulina, la cual actta
activando los puentes transversales de miosina. Ademas, el proceso contractil es
activado por iones de calcio y la energia para la contraccion es suministrada por la
degradacion de ATP a ADP (Huxley, 1969).

Las células musculares lisas pueden formar al menos dos fenotipos
diferentes, que se han denominado “sintético” y “contractil”. En el fenotipo contractil,
las células son ricas en miofilamentos y en elementos contractiles, y son capaces
de responder a agentes vasoactivos. En el fenotipo sintético, las células
musculares pierden elementos contractiles, se hacen ricas en reticulo
endoplasmatico y complejo de Golgi y pueden responder a moléculas reguladoras
de crecimiento y citoquinas (Kargacin y col., 1989).

11.4.6 Mecanismos de relajacién del musculo liso vascular dependientes de GMPc
El mecanismo bioquimico que da como resultado la contraccion del musculo

liso vascular involucra diversas fuerzas que se potencian o antagonizan entre si

2+]i-

para regular la concentracién de Ca®* intracelular [Ca®']. Las fuerzas contractiles

elevan el [Ca?"}; y/o sensibilizan el ambiente intracelular al Ca?*, mientras que las

fuerzas relajantes reducen la [Ca®"};

y/o desensibilizan el ambiente intracelular al
Ca*". El efecto final de la sumatoria de fuerzas opuestas resulta en la fosforilacién
de la cadena ligera de miosina de 20 kDa (MLC20) en la serina 19 por la proteina
cinasa de la cadena ligera, lo cual produce vasoconstriccién. Por el contrario, la
defosforilacion de la MLC20, causada por la accion de la proteina fosfatasa de la
cadena ligera, genera vasorelajacion (Bennett y Walkman, 1995).

Una gran cantidad de compuestos exdgenos y endégenos, tales como
nitrovasodilatadores, NO y péptidos natriuréticos, producen vasorelajacién
mediante el incremento de la [GMPc].. El GMPc relaja las células del musculo liso
vascular (CMLV) mediante la desensibilizacion del sistema contractil al Ca®* y el
decremento en los niveles de [Ca®']; (Figura 5) (Abe y col., 1990; McDaniel y col.,

1992).




Aunque se ha propuesto que la proteina cinasa dependiente de GMPc |
(PKG 1) es la principal responsable de los efectos producidos por el GMPc, no se
puede descartar que otras moléculas estén también involucradas. La proteina
cinasa dependiente de AMPc (PKA), por ejemplo, es una posibilidad, ya que se ha
observado una convergencia bioquimica y funcional entre los mecanismos
vasorelajantes inducidos por el AMPc y el GMPc (Lucas y col., 2000).

El GMPc induce la relajacién del musculo liso vascular principalmente

mediante la reduccién de los niveles de [Caz"]i

(Figura 9). Dependiendo del tejido, la
especie y, el fenotipo y el genotipo celulares, el GMPc puede afectar al [Ca?']; de
cuatro diferentes maneras: 1) reduciendo el influjo de Ca?*; 2) incrementando Ia
salida de este cation divalente; 3) promoviendo el secuestro de Ca2" por el reticulo
sarcoplasmico; y 4) decreciendo la movilizacion de este i6n. De esta manera, los
mecanismos que dependen de GMPc/PKG inhiben canales de Ca®* voltaje
dependientes tipo L por medio de dos mecanismos: una inhibicién directa de la
actividad del canal y una hiperpolarizacion indirecta de la superficie de la célula
muscular lisa, a través de un incremento en la probabilidad de apertura de canales
de K* sensibles a Ca®* (Kca) (Carrier y col., 1997; Ruiz-Velasco y col., 1998). Se ha
demostrado que la PKG tiene la capacidad de fosforilar canales de Ca?* activados
por receptor y la subunidad a de canales Kg,, lo cual apoya que la reduccion de la
entrada de Ca®" producida por GMPc, juega un papel fisiolégico importante en el
mecanismo de vasorelajaciéon (Blayney y col., 1991; Fukao y col., 1999).

La activacion de dos canales idnicos diferentes, la ATPasa de membrana
plasmatica que bombea Ca** y el intercambiador Na*/Ca?®*, contribuyen
posiblemente a incrementar la salida de Ca?* de la CMLV. La fuerza motriz para
eliminar al Ca? de la célula a través del intercambiador Na*/Ca®*, a su vez,
depende de otros dos efectos mediados por GMPc: la eliminacion completa de Na*
intracelular mediante la activacién de la ATPasa N*/K* y la hiperpolarizacién de la
membrana celular a través de la activacion de canales de K'. La ATPasa que
elimina Ca?* de la célula muscular lisa y la ATPasa Na*/K* se activan por GMPc
mediante la activacion de la PKG (Tamaoki y col., 1997). El GMPc puede producir,

de manera indirecta, la salida de Ca®" de las células a través de la activacion de
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canales de K" y la consiguiente hiperpolarizacién (Furukawa y col., 1991). El GMPc
induce la captura de Ca®* por los almacenes intracelulares por medio de la
activacion de la ATPasa que bombea Ca®" al reticulo endoplasmico
(Andriantsitohaina y col., 1995). Finalmente, es probable que el GMPc inhiba la via
de trasduccién de serales del IP3;, reduciendo los niveles de [Ca*); (Figura 5)
(Komalavilas y Lincoln, 1996). '

Canalde K* ;0 rcambiador
Canalde Ca 2+ dependiente Na*-Ca2*(+)
Tipo L (-) de Caz+ (+) Na"'_K+

ATPasa (+) Ca?-Mg?*
3Na* ATPasa (+)

Ca»

adena ligera |
41 demiosina

Fosfatasa
la'cadena

e .
g g F
Ty v VR

Figura 5. Regulacion de la concentracién de Ca?" intracelular en la célula del
musculo liso por medio del GMPc. Ver detalles en el texto. R = receptor acoplado a
proteinas G, PLC = fosfolipasa C, Pl = fosfatidil inositol , IP; = inositoltrifosfato, ADP
= adenosin difosfato, ATP = adenosin trifosfato. Adaptado de Lucas y col., 2000.
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ll. HIPOTESIS

Los extractos preparados a partir de las plantas usadas en la medicina tradicional
de México para tratar enfermedades cardiovasculares modifican el tono del

mtusculo liso vascular.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Evaluar, mediante el ensayo de aorta aislada de rata, el efecto de los extractos
acuosos preparados a partir de Desmodium grahami, Sechium edule, Magnolia sp.,
Dracocephalum  moldavica, Agastache mexicana 'y  Chiranthodendron

pentadactylum sobre tono del musculo liso vascular

IV.2 Especificos

4 Preparar los extractos acuosos de las plantas objeto de estudio

¢ Determinar el efecto de los extractos sobre el tono del musculo liso vascular de
la aorta aislada de rata, intacta y sin endotelio

¢ Determinar la potencia del efecto farmacologico presentado por los extractos
activos, mediante la comparacion de sus respectivas concentraciones efectivas
medias (CEsp)

¢ Realizar la caracterizacién farmacolégica preliminar de los extractos activos con

la finalidad de proponer su posible mecanismo de accion
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V. METODOLOGIA

V.1 MATERIALES

V.1.1 Plantas objeto de estudio

Las especies seleccionadas para su evaluaciéon farmacolégica fueron: D. grahami,
S. edule, Magnolia sp., D. moldavica, A. mexicana y C. pentadactylum

V.1.2 Animales de experimentacion

Ratas de la cepa Wistar de ambos sexos (250-300gr)

V.2 METODOS

V.2.1 Recolecta del material vegetal

Las especies vegetales seleccionadas se recolectaron en el Estado de Querétaro.
Se depositaron muestras de cada una de las especies en el herbario de Queréetaro
(QMEX). En esta etapa se conté con la participacion del Dr. Luis Hernandez, la Dra.
Mahinda Martinez y la M. en C. Valentina Serrano, investigadores de la Facultad de
Ciencias Naturales de la U.A.Q.

V.2.2 Preparacion de los extractos vegetales

El material vegetal (50 g) se sec6 y se pulverizé en un molino. Los extractos
acuosos se prepararon, mediante una digestion a 60° C durante 24 hr con agitacion
continua. Posteriormente, los extractos se liofilizaron hasta obtener un residuo

deshidratado, el cual fue almacenado en refrigeraciéon para su uso posterior.

V.2.3 Ensayo de aorta aislada de rata

Se emplearon ratas de la cepa Wistar (ambos sexos, 250-300 g), las cuales fueron
anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital y sacrificadas por decapitacion.
Se removi6 la aorta toraxica y se colocé en una solucién fria de Krebs-Heinseleit
(pH 7.4; 126.8 mM NaCl, 5.9 mM KCI, 2.6 mM CaClz, 1.2 mM MgCl;, 30 mM
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NaHCO3;, 1.2 mM NaH;PO4, 5mM D-glucosa). Se eliminé el tejido adiposo y
conectivo de la aorta y se cortaron anillos de 4-5 mm (Feelisch y col., 1999;
Fostermann y col., 1994). En algunos casos el endotelio se removio
mecanicamente (Galle y col., 1999; Ibarra-Alvarado y col., 2002). Los anillos de
aorta se montaron en camaras de incubacién de 7 ml con solucién de Krebs-
Heinseleit a 37 °C, la cual se burbujeé constantemente con una mezcla de 95% 0, /
5% CO..

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 sometié a una tensiéon de reposo (basal) de 1.5 g y se dej6 equilibrar
por alrededor de 90 min. Una vez que el tejido alcanzé el equilibrio, los segmentos
se pre-contrajeron con 700 ul de una solucién de KCI 1 M durante 15 min, para
estimular el musculo arterial. A continuacién, se eliminé el KCI lavando 8 veces
cada una de las camaras. La aorta se dej6 reposar hasta alcanzar nuevamente su
tensién basal de 1.5 g. Una vez estabilizado el tejido, los segmentos de aorta se
contrajeron con 25 pl de fenilefrina 280 uM.

Los extractos acuosos de las plantas se evaluaron en un intervalo de
concentraciones de 1 ug/ml a 10,000 'p,g/ml. Las diferentes concentraciones de los
extractos se disolvieron en agua tridestilada y se adicionaron a las camaras de
tejido aislado, 20 min después de haber inducido la contraccién de la aorta con la
fenilefrina. La respuesta inducida por cada una de las concentraciones de los
extractos en la aorta se registré durante un periodo de 10 min y los cambios en la
tension producidos por los extractos de prueba se detectaron mediante
transductores de fuerza (FTO3 Grass), acoplados a un poligrafo Grass. La
informacién obtenida fue procesada por el programa PolyView (Grass). Las
respuestas se expresaron como el porcentaje de la contraccidbn alcanzada al

adicionar la fenilefrina (Feelisch y col., 1999).
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V.2.4 Analisis de los datos obtenidos en la evaluacion farmacologica

Se realizaron al menos 6 evaluaciones para cada una de las concentraciones de
los extractos de prueba. En cada caso se calcularon los promedios + S.E.M. Las
diferencias entre las medias de dos grupos se estimaron, mediante una prueba de
t de Student. Las curvas concentracion-respuesta generadas en cada evaluacion se
graficaron y los datos experimentales se ajustaron, mediante un programa de ajuste
no lineal (PRISMA 3.0). En cada caso se calcularon las concentraciones efectivas
medias (CEso; la concentracion que produce la mitad del efecto maximo) y el efecto

maximo (Emax; €l efecto maximo producido por el extracto acuoso).
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VI. RESULTADOS

V1.1 Evaluacion del efecto sobre el tono de la aorta aislada de rata de los extractos
acuosos preparados

El resultado del rastreo farmacolégico de especies vegetales empleadas en
la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares mostré que todas las especies estudiadas en este trabajo
indujeron la relajaciéon del musculo liso arterial. Las especies C. pentadactylony D.
Moldavica presentaron la mayor potencia (CEso) y eficacia (Emax; Figura 6 y Cuadro
2).

100+

| =

:g e C. pentadactylon
.% m D. moldavica

@ O A. mexicana

S V S. edule

s O D. grahami

O Magnolia sp

log concentracién, pg/mi

Figura 6. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorelajante de los extractos
acuosos de las especies vegetales estudiadas
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Las CEsp para los extractos de A. mexicana y Magnolia sp. fueron muy
grandes debido a que no se alcanzé un efecto maximo. Para obtener un efecto
maximo seria necesario agregar cantidades muy grandes de extracto, lo cual no es
posible, ya que a concentraciones mayores de 3,500 ug/mli, el extracto de todas las
plantas precipita considerablemente. Por otro lado, los extractos de S. edule y D.
grahami presentaron una potencia significativa, sin embargo, solo alcanzaron
efectos maximos de 24.3 y 19.3 %, respectivamente. Los valores de Enax Y CEsp
para cada extracto evaluado se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. CEso y Emax del efecto relajante inducido por los extractos de todas las
especies estudiadas sobre la contraccion inducida por fenilefrina en segmentos de
aorta de rata intacta

Especie vegetal CEsp (ug/ml) Emax (%)
Dracocephalum moldavica 39.27 £ 1.8 764 +8.4
Chiranthodendron pentadactylon 58.59 + 3.2 66.5+11.8
Sechium edule 0.067 = 0.0018 24356
Desmodium grahami 86.86 = 4 1938
Agastache mexicana No determinado No determinado
Magnolia sp. No determinado No determinado

V1.2 Comparacion del efecto de la acetilcolina y del extracto de D. moldavica

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor que desencadena la relajacion
del musculo liso arterial, de una manera dependiente del endotelio vascular. La
activacion de receptores colinérgicos muscarinicos en el endotelio produce la
liberacién de factores vasorelajantes, tales como el éxido nitrico (NO) y la
prostaciclina (PGl;), los cuales activan receptores en la célula muscular lisa que

dan como resultado la relajacion del musculo liso (Stankevi€ius y col., 2003).
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Para evaluar la potencia del extracto que presenté un mejor perfil de Emax Y
CEso (D. moldavica), comparamos el efecto relajante del extracto de esta especie
vegetal con el efecto vasodilatador producido por la ACh. Nuestros resultados
indicaron que la ACh presentdé una potencia mayor (CEso = 0.00034 = 0.00003
ug/ml), mas de un millén de veces, con relacién a la presentada por el extracto de
D. moldavica (CEso = 39.27 = 1.8 ug/ml). Por otro lado, el Emax de la ACh (79.8 = 8.6
%) fue similar a la presentada por el extracto de esta planta (76.9 = 6.8 %) (Figura 7
y Cuadro 3).
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Figura 7. Curvas concentracion-respuesta de la ACh y del extracto de D. moldavica
que muestran la elevada potencia de la ACh con respecto al extracto de esta
especie vegetal

La baja potencia del extracto de D. moldavica con respecto a la ACh se debe
probablemente a que existen en el extracto una gran cantidad de compuestos, de
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los cuales, los principios activos vasorelajantes representan solamente una
pequena fraccion. También es probable que muchos de los compuestos presentes
en el extracto pudieran tener un efecto contrario (vasoconstrictor), de manera que
la accién resultante es un efecto vasorelajante de baja potencia.

Cuadro 3. Comparacioén del efecto vasorelajante de la acetilcolina y del extracto de

D. moldavica

Especie vegetal CEso (g/ml) Emax (%) Potencia
o ACh
ACh 0.00034 = 0.00003 79.8 8.6 1
D. moldavica 39.27 = 1.8 76.4 + 8.4 8.7 X 10°

V1.3 Efecto vasorelajante de los compuestos presentes en los extractos acuosos de
S. edule y A. mexicana sobre |a aorta libre de endotelio

La determinacion del efecto vasorelajante de compuestos de prueba sobre el
tono de la aorta de rata, en ausencia de endotelio, se lleva a cabo para determinar
si las sustancias vasoactivas interaccionan de manera directa con receptores o
canales idnicos localizados en la célula muscular lisa o si los compuestos de
prueba activan receptores endoteliales, lo cual resulta en la liberacién de factores
vasorelajantes que disminuyen el tono vascular (Moncada y Higgs, 1991).

Los resultados de estas evaluaciones sugirieron que los extractos acuosos
de S. edule y A. mexicana contienen compuestos que interaccionan directamente
con receptores localizados en las células musculares lisas, ya que la ausencia de
endotelio incrementé de manera significativa el efecto relajante de los extractos

acuosos de S. edule y A. mexicana (Cuadro 4 y Figura 8).
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Cuadro 4. CEso y Emax de los extractos acuosos de S. edule y A. mexicana en

presencia y en ausencia de endotelio

Con endotelio Sin endotelio
Especie vegetal CEsp (ug/ml) Emax (%) CEsp (ug/ml) Emax (%)
S. edule 0.067 = 0.002 24.3 + 5.64 443 + 26 100+£9.2
A. mexicana No No 4.066 = 0.32 100111
determinado determinado
A B
12010 sin endotelio
e con endotelio
100
5 801
Q
8
-‘7:; 60-@
(4] . .
o |0 sin endotelio
R 407 e con endotelio
204
0 1 1 1 I 1 I

0 1 2 3 4

log concentracion, ug/mi log concentracion, pg/ml

Figura 8. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorelajante de los extractos

acuosos de A) S. edule y B) A. mexicana, en presencia y ausencia de endotelio
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El incremento de la actividad relajante producida por los extractos de S.
edule y A. mexicana, en ausencia de endotelio, puede ser causada por la dificultad
de los principios activos vasorelajantes para alcanzar las células musculares lisas.
Es posible que las células endoteliales dificulten el paso de los principios
vasorelajantes al musculo liso vascular. Otra posibilidad es que los extractos de
estas plantas contengan otro tipo de sustancias que al interaccionar con receptores
endoteliales inducen una vasoconstriccion, la cual reduce de manera significativa el
efecto vasorelajante de los compuestos que interaccionan directamente con
receptores o canales idnicos presentes en las células musculares lisas. De esta
manera, cuando se elimina el endotelio, estos compuestos activan libremente sus

receptores en el musculo liso vascular.

V1.4 Efecto vasorelajante de los compuestos presentes en D. moldavica, Magnolia
sp. y D. grahami sobre el musculo liso arterial en presencia de nifedipina

El Ca*" es el principal mensajero intracelular que regula el proceso de
contraccion muscular. Bajo condiciones normales, la concentracion del Ca?* en el
citoplasma de la célula de miusculo liso se encuentra relativamente baja,
aproximadamente 140 nM. Un incremento de la concentracion citoplasmatica de
este i6n, 500-700 nM, desencadena el proceso de contraccidbn muscular por
diferentes mecanismos (Williams y Fay, 1986). Este incremento en la concentracion
puede deberse a la entrada del Ca®* a través de la membrana plasmética o a la
liberacion del Ca®* de los almacenes intracelulares (Tognarini y Moulds, 1997; Long
y col., 2000). En la célula muscular lisa, existe una gran poblacién de canales
ionicos voltaje dependiente tipo L, a través de los cuales entra el calcio para
generar la contraccidon muscular (Bolotina, 2000). Un posible mecanismo de accién
responsable del efecto vasorelajante de los compuestos presentes en los extractos
acuosos de Magnolia sp., D. moldavica y D. grahami es el bloqueo de este tipo de
canales ibnicos. Por esta razén, se evalub el efecto de los extractos de estas
especies vegetales en presencia de nifedipina, un bloqueador de canales idnicos
voltaje dependiente tipo L.
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Los resultados obtenidos a partir de estos experimentos indicaron que el
extracto acuoso de Magnolia sp. no contienen compuestos que bloquean este tipo
de canales de calcio, ya que no se observé una potenciacion del efecto
vasorelajante de los extractos sobre la aorta en presencia de nifedipina (Cuadro 5y

Figura 9).

Cuadro 5. CEsg Y Emax del los extractos acuosos de Magnolia sp., D. moldavica 'y

D. grahami en presencia y en ausencia de nifedipina

Sin nifedipina Con nifedipina
Especie vegetal | CEsg (pg/mi) Emax (%) CEso (ug/ml) Emax (%)
Magnolia sp. No No No No
determinado determinado | determinado | determinado
D. moldavica 39.27+1.8 76.4 + 8.4 4927 + 1.6 9553
D. grahami 86.86 = 4 19.3+8 919.3+37 | 81.24:£8.2

Asimismo, en el caso del extracto acuoso de D. moldavica, no se observd
una potenciacion significativa del efecto vasorelajante hasta la concentracion de
100 pg/ml. Sin embargo, por arriba de esta concentracién, la nifedipina potencio el
efecto vasodilatador del extracto de esta especie vegetal (Figura 10 A). Estos
resultados sugieren que D. moldavica contiene compuestos que bloquean la
entrada de calcio a través de canales de calcio voltaje dependientes tipo L. Esto no
descarta la posibilidad de que existan otro tipo de compuestos que induzcan la
relajacién del musculo liso por otros mecanismos bioquimicos.

Por otro lado, la potenciacién del efecto vasorelajante del extracto de la
especie vegetal D. grahami en presencia de nifedipina, indicé que el extracto
acuoso de esta planta contiene compuestos que bloquean el incremento de calcio
en el interior de la célula muscular lisa, mediante el bloqueo de canales de calcio

voltaje dependientes tipo L (Figura 10 B).
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Figura 9. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorelajante del extracto

acuoso de Magnolia sp. en presencia y ausencia de nifedipina
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Figura 10. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorelajante de los

extractos: A) D. moldavica y B) D. grahami, en presencia y ausencia de nifedipina
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VIl. DISCUSION

El objetivo fundamental planteado en la presente tesis fue la comprobacion
farmacoldgica del efecto relajante de la musculatura lisa que se les atribuye a seis
especies vegetales de amplio uso en la medicina tradicional de México. Las plantas
se seleccionaron con base en un criterio etnomédico, el cual ha demostrado ser un
buen punto de partida para el descubrimiento de nuevos productos naturaies con
propiedades farmacolégicas interesantes.

Con base en los antecedentes etnomédicos de las especies vegetales para
el tratamiento de diversos padecimientos cardiovasculares (C. pentadactylon, D.
moldavica, A. mexicana, S. edule y Magnolia sp.) y gastrointestinales (D. grahami),
el estudio farmacolégico de las mismas se enfocd en determinar si las plantas
contienen compuestos que modifican el tono del muasculo liso vascular. Para tal fin,
se evaluo el efecto de los extractos acuosos de las plantas objeto de estudio sobre
las contracciones inducidas por fenilefrina en la aorta aislada de rata. Los
segmentos de aorta aisiados constituyen un modelo sencillo que permite evaluar el
efecto de sustancias de prueba sobre el tono vascular. La presencia de factores
endoteliales y de otros mensajeros quimicos que interaccionan con diversos
receptores localizados en las membranas de las células endoteliales y musculares
le proporciona una gran versatilidad a la preparacion de aorta aislada. Ademas, la
relativa facilidad del bioensayo y el requerimiento de pequefias cantidades de
sustancia para inducir un efecto en la aorta, hacen que este modelo sea muy
apropiado para la evaluacion preliminar de los efectos farmacoldgicos de los
extractos de plantas y para el monitoreo de la actividad biolégica durante el proceso
de aislamiento de los principios activos.

Esta evaluacion demostré que Ios extractos de todas las plantas evaluadas
ejercen un efecto vasorelajante sobre el tono del masculo liso arterial, aunque Ia
eficacia y la potencia de los diferentes extractos vegetales fueron muy diferentes.
Estos resultados avalan, el uso etnomédico de estas especies vegetales. Los
extractos que presentaron un mejor perfil de CEsp y Emax fueron C. pentadactylon y
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D. moldavica. El extracto acuoso de A. mexicana presenté un comportamiento
atipico, ya que no presenté un efecto relajante importante hasta que su
concentracién super6 los 1,000 ug/ml. En este caso no fue posible obtener los
valores de CEsp Yy Emax debido a que no fue posible completar la curva
concentracién-respuesta. Es importante mencionar que para completar dicha curva
se requeririan concentraciones mayores, las cuales no son posibles de disolver en
la camara de tejido aislado. Asimismo, el efecto relajante producido por el extracto
de Magnolia sp. fue muy débil en todo el rango de concentraciones empleado y se
incrementé ligeramente a una concentracién mayor de 1,000 pg/ml, por lo que no
fue posible construir su curva concentracién-respuesta completa. Finalmente, las
curvas concentracion-respuesta de los extractos acuosos de S. edule y D. grahami
indicaron que ambos extractos no producen un efecto vasorelajante importante de
la aorta de rata intacta (Figura 6 y Cuadro 2).

Para evaluar la potencia del efecto de un extracto se pueden comparar las
CEsp del extracto vegetal con las del efecto farmacolégico de la ACh. Es importante
que las curvas concentracion-respuesta con las que se obtiene la CEsp sean curvas
sigmoideas con una Emnax similar. Por esta razén, determinamos la potencia del
extracto que presentd un mejor perfil de CEsg Y Emax (D. moldavica) al comparar su
efecto vasorelajante con el producido por la ACh, un neurotransmisor que activa
una gran poblacién de receptores colinérgicos muscarinicos en la célula endotelial.
La activacion de estos receptores desencadena la activacién de la via del 6xido
nitrico/GMP ciclico (NO/GMPc), lo cual resulta en la relajacién del musculo liso
vascular. Nuestros resultados indicaron que el efecto vasodilatador de la ACh fue
aproximadamente un millébn de veces mas potente que el efecto vasorelajante
producido por el extracto de D. moldavica. La baja potencia del efecto vasorelajante
de este extracto vegetal, en relacién con la potencia de la ACh podria deberse a
que el extracto posee cantidades muy pequefias de principios activos
vasorelajantes potentes. Es posible también que el extracto vegetal de esta planta
contenga compuestos que dilaten la aorta con una potencia baja. Otra posibilidad
es que el extracto contenga una gran cantidad de principios activos con efectos

contrarios (vasorelajacion y vasoconstriccion) de manera que el efecto final sea una
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sumatoria de efectos que se reflejan como un efecto vasorelajante mas débil. Para
saber las caracteristicas farmacologicas del o los principios activos presentes en
esta especie vegetal es necesario, primero realizar el estudio fitoquimico para aislar
dichos principios y después hacer su caracterizacién farmacdlogica.

El efecto inhibitorio de la contraccion inducida por fenilefrina en la aorta
inducido por los tres extractos relajantes, no proporcionaba ninguna informacion
con relacion al mecanismo de accion de los mismos. Por tal motivo, con la finalidad
de iniciar la caracterizacion farmacolégica del mecanismo de accién de los
extractos, se decidi6 investigar su efecto sobre la aorta sin endotelio vascular con el
objeto de detectar si la actividad relajante de los extractos involucraba la liberacién
de factores endoteliales que inducen relajacién del musculo liso vascular o si los
principios activos contenidos en los exiractos actuaban directamente sobre
receptores o canales idnicos localizados en las células musculares lisas. Por
ejemplo, si un principio activo produce su efecto vasorelajante al interaccionar con
receptores en la célula endotelial, este efecto disminuird notablemente o
desaparecera por completo cuando se elimine el endotelio vascular. Por otro lado,
si el principio activo interacciona con receptores en la célula muscular lisa, la
eliminacion de las células endoteliales no modificard su efecto vasodilatador.
Nuestros resultados mostraron que la eliminacién del endotelio, ni disminuyd ni
mantuvo el efecto vasorelajante de los extractos de S. edule y A. mexicana. La
ausencia de endotelio, mas bien, incrementé de manera notable el efecto relajante
de estos extractos, lo cual sugiere que los compuestos activos presentes en ambos
extractos interaccionan directamente con receptores o canales idnicos presentes en
la célula muscular lisa (Figura 8). Estas observaciones también sugieren que las
células endoteliales dificuitan el paso de los principios activos a las células
musculares lisas o que los extractos contienen otro tipo de compuestos que, al
interaccionar con el endotelio en la aorta intacta, producen la liberacion de factores
vasoconstrictores derivados de endotelio que contrarrestan notablemente el efecto
vasorelajante de los compuestos que acttan a nivel de musculo liso.

La accidén relajante ejercida por los principios activos contenidos en las
plantas puede deberse, ya sea a un bloqueo de la entrada de Ca?* extracelufar al
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interior de las células del musculo liso o a una interferencia con los procesos
metabdlicos mediados por este cation en las células musculares. También es
posible que los principios activos de ambas plantas interaccionen con receptores
membranales o intracelulares u otras biomoléculas presentes en las células del
musculo liso que estan involucradas en los mecanismos de transduccion de
sefiales que regulan la contraccién muscular.

Con la finalidad de conocer si el efecto vasorelajante de los extractos de las
plantas Magnolia sp., D. moldavica y D. grahami involucraba un bloqueo de la
entrada de calcio extracelular, se realizaron experimentos en los que se incubaron
los tejidos durante 5 min con nifedipina (1 uM), un bloqueador de canales de Ca*
dependientes de voltaje tipo L, antes de agregar los extractos de prueba. La
nifedipina interacciona con sitios especificos en la subunidad a4 de los canales de
Ca®" dependientes de voltaje tipo L, inhibiendo el influjo de Ca** en las células
excitables del musculo liso (Godfrain y col. 1986). En estos experimentos, se
encontré6 que la nifedipina incrementd la eficacia del efecto vasoactivo de los
extractos de D. moldavica y D. grahami, pero no tuvo un efecto significativo en el
caso del extracto de Magnolia sp. (Figuras 9 y 10). Los resultados obtenidos con el
extracto de esta Ultima especie vegetal sugieren que esta planta carece de
compuestos activos que bloqueen este tipo de canales idnicos. En contraste con
los resultados obtenidos con el extracto de Magnolia sp., los extractos de las
especies vegetales D. moldavica y D. grahami, parecen contener compuestos que
bloquean los canales de Ca** dependientes de voltaje tipo L. La nifedipina no
potencio el efecto relajante del extracto de D. moldavica hasta que la concentracién
se elevd por arriba de los 100 pg/mi. Este comportamiento sugiere que esta planta
contiene compuestos que bloquean este tipo de canal de calcio, pero que su efecto
se observa hasta que la concentracion es suficientemente elevada para
contrarrestar el efecto vasoconstrictor de otras sustancias vasoactivas. Existe
también la posibilidad de que los principios activos contenidos en esta especie
bloqueen este tipo de canales con una baja especificidad. De manera inesperada,

la nifedipina potencié notablemente el efecto vasodilatador del extracto de D.
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grahami. Esta planta se utiliza tradicionalmente para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, sin embargo, los resultados de este trabajo
sugieren que esta especie contiene compuestos que inducen la relajacion del
musculo liso arterial, posiblemente mediante el bloqueo de canales de Ca®
dependientes de voltaje tipo L y los principios activos provenientes de esta planta
podrian potencialmente ser empleados también para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares.

El estudio farmacoldgico de los extractos de plantas empleadas en la
medicina tradicional mexicana, realizado en esta tesis, avala su uso etnomédico y
representa el primer paso antes de llevar a cabo el aislamiento de los principios
activos responsables del efecto vasorelajante. Estudios subsecuentes con los
compuestos aislados, podrian conducir al desarrollo de nuevos farmacos utiles para
tratar enfermedades cardiovasculares, las cuales ocupan el primer lugar de causa

de muerte en nuestro pais.
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VIil. CONCLUSIONES

1. Los extractos acuosos de Chiranthodendron pentadactylon, Dracocephalum
moldavica, Agastache mexicana, Sechium edule, Desmodium grahami 'y Magnolia sp.

relajan el musculo liso vascular.

2. Los extractos con mejor perfil de CEsp Y Emax fueron los de C. pentadactylony D.
moldavica. Esta ultima especie resulté ser aproximadamente un milién de veces

menos potente que la acetilcolina.

3. Los extractos de S. edule y A. mexicana contienen compuestos capaces de
interaccionar con receptores o canales iénicos localizados en las células

musculares lisas para producir la relajacién de los vasos sanguineos.

4. El efecto vasorelajante inducido por el extracto de Magnolia sp. fue muy bajo y

no involucrd la participacién de canales voltaje dependientes tipo L.

5. Los principios activos contenidos en los extractos de D. moldavica y C.
pentadactylon provocaron un efecto vasorelajante sobre el musculo liso arterial,
mediante un bloqueo directo o indirecto de la entrada de calcio al interior de la
célula muscular lisa.

6. Los resultados derivados del presente estudio confirman que el empleo de una
estrategia de investigacion interdisciplinaria permite corroborar las propiedades
farmacolégicas de plantas medicinales de reconocido uso etnomédico, que podrian
constituir nuevas alternativas con validez cientifica para la resolucién de problemas
primarios de salud publica.
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