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RESUMEN

ESTUDIOS DE DIFERENTES EXTRACTOS Y COMPUESTOS DE Marila
pluricostata y Marila laxiflora: ACTIVIDAD VASCULAR "IN VITRO” Y
ACTIVIDAD HIPOTENSIVA AGUDA.

Nuestra biodiversidad ha sido poco estudiada, razén por la que, utilizando
el método de Bioprospeccion, evaluamos las acciones vasculares de
diferentes extractos provenientes de dos plantas del género Marila
empleando anillos de aorta aislada de rata precontraidos con fenilefrina.
Los extractos cloroférmico hojas y metandlico ramas de Marila laxiflora, al
igual que metandlico ramas y diclorometano hojas de Marila pluricostata
exhibieron un efecto vasodilator significativo comparados con el vehiculo
dimetilsulféxido. En ensayos “in vivo” en ratas espontaneas hipertensas,
estos extractos no mostraron un efecto hipotensivo agudo que fuese
coherente con sus acciones vasculares. Contando con 8 compuestos puros
naturales (FC) aislados de Marila pluricostata y 11 derivados sintéticos
(FCS) fenilcumarinas, evaluamos su actividad vascular, encontrando que
los compuestos con mejor perfil de actividad eran las 4-fenilcumarinas
sintéticas, ya que los compuestos naturales parecen lesionar directamente
el musculo liso y los derivados sintéticos presentan respuestas variables.
Bajo esta perspectiva, seleccionamos tres derivados 4-fenilcumarinas:
FCS-15, FCS-18 y FCS-21 para dilucidar su mecanismo de accion,
utilizando diversos protocolos experimentales. De estos resultados
observamos que la accién relajante de FCS-18 y FCS-21 es en parte
dependiente del endotelio pues la remocion del endotelio reduce las
acciones vasculares, no asi las de FCS-15. Otros ensayos incubando los
anillos con el inhibidor de 6xido nitrico sintasa, L-NAME, o con azul de
metileno que bloquea a la guanilato ciclasa, confirman estos datos. La
implicacion de prostaciclinas fue descartada incubando con indometacina.
La inhibicion de canales de potasio (dependientes de ATP o de calcio) no
parece mediar la vasodilatacion por las 4-fenilcumarinas, hecho que se
confirma porque ante contracciones con KCl, los productos disminuyen su
eficacia vasodilatadora. El bloqueo con atropina reduce la accion de FCS-
18 unicamente, mientras que propranolol no afecta ningln compuesto. En
otros ensayos todos los productos inhibieron la curva concentracion
respuesta a noradrenalina de manera no competitiva. Nuestros resultados
indican que los mecanismos del efecto relajante de las 4-fenilcumarinas
parecen ser multiples incluyendo acciones dependientes de endotelio y
mecanismos que interfieren con la disponibilidad del calcio en el musculo
liso.



SUMMARY

STUDY OF DIFFERENT EXTRACT AND COMPOUNDS FROM Marila
pluricostata AND Marila laxiflora: "IN VITRO"” VASCULAR REACTIVITY AND
HYPOTENSIVE EFFECT.

Panamanian biodiversity has not been studied completely. Using the
Bioprospecting method, we have selected different extracts from plants
belonging to the Marila genus to evaluate their vascular effects on aortic
rings pre-contracted by phenylephrine. Chioroformic extract of leaves and
methanolic extract of branches obtained from Marila laxiflora, such as the
methanolic extract of branches and dichorometanic of leaves from Marila
pluricostata showed a significant vasorelaxant response compare with the
vehicle. In spontaneous hypertensive rats all extracts showed no acute
hypotensive effect that could not be related with their vascular actions.
Eight isolated natural compounds from Marila pluricostata and eleven
synthetic phenylcoumarins derivates were used to evaluate and describe
their vascular profile. The most interesting effect was observed with 4-
phenylcoumarins because the natural compounds exhibited a citotoxic
effect, and other synthetic compounds showed variable responses.

In this way, three derivates 4-phenylcoumarins: FCS-15, FCS-18 and
FCS-21 were selected to assess their mechanism of action using different
protocols.

We observed that the relaxing effects of FC5-18 and FCS-21 were
endothelium-depend because in denuded acrtic rings their response was
decreased, however this response was not showed by FCS-15. Other
experiments, pretreatment with L-NAME, an inhibitor of nitric oxide
synthase or methylene blue, an inhibitor of guanilate ciclase, confirm
these results. The participation of prostacyclin in vascular effect was
discarded by pretreatment with indometacin. Besides, inhibition of
potassium channels (ATP dependent and calcium dependent) are not
involved on vascular effect, this fact was corroborated when vasorelaxant
effect of 4-phenylcoumarins was reduced in aortic rings pre-contracted
with KCI.

The membrane receptor antagonist atropine modified vascular effect of
FCS-18 only, while experiments with propranolol were unchanged. In
other set of assays, all products inhibited curve concentration response to
noradrenaline in a non-competitive way. Qur results suggest that relaxing
effect of 4-phenylcoumarins might therefore be multiple, including
endothelium dependence and a8 mechanism which interfere with calcium
disposition into smooth muscie cells.
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I. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen hoy por hoy, uno de
los principales problemas de la salud publica a nivel mundial y sobretodo en
los paises desarrollados. Esta realidad ha sido manifestada por diversas
organizaciones internacionales, como la organizacién Mundial de Salud, quien
para el afio 2002, destacoé la importancia de tomar medidas para la
prevencion de los riesgos atribuibles a enfermedades cardiovasculares vy
realiza recomendaciones a los gobiernos sobre las posibles estrategias a
seguir para evitar resultados adversos a estas enfermedades. (World Health
Organization. World Health Report 2002)

Son muchos los factores que intervienen en el desarrolio de las ECV, muchos
de los cuales involucran factores intrinsecos como el sexo, raza,
predisposicién genética, entre otras; sin embargo, los factores externos o
ambientales desempefian un papel importante y constituyen un factor de
riesgo modificable. Dentro de estos factores podemos mencionar el consumo
de alcohol, cigarrillo, incremento en la automatizacion del trabajo en los
hogares con aumento del sedentarismo y una dieta inadecuada consistiendo
principalmente de grasas saturadas y carbohidratos refinados y cuya
importancia en el desarrollo de ECV esta claramente definida. (Ignarro et al,
2006) Estas observaciones fueron derivadas del estudio Framingham que
indica que el riesgo atribuido al estilo de vida estd relacionado con el
desarrollo de hipertension arterial (HTA). (Vasan et al., 2002)

Muchos de estos factores inicialmente se consideraron ventajosos, pues la

industrializacién permitid un mejoramiente de la salud, en el contexto



general, aumentando las expectativas de vida en relacibn a décadas
anteriores, sin embargo trajo consigo la prevalencia y desarrolio de
enfermedades crénicas. (Yusuf et al, 2001)

Uno de las principales detonantes de esta situacion, ha sido la migracién
poblacional hacia las capitales de las ciudades, fendmeno que no es exclusivo
de los paises desarrollados, sino que es una tendencia mundial, lo que ha
llevado a incrementos sustanciales de estas enfermedades en paises en vias
de desarrollo como en el este de Europa y América Latina, entre otros.
Aparte que estas patologias son una de las principales causas de muerte en
el mundo, cabe sefialar que también son las responsables de las
discapacidades consecuentes a ellas, sefialandose que los paises en
desarrollo, muestran un mayor nivel de riesgo al presentar, segun
proyecciones un incremento de la mortalidad relacionada con ECV de 9
millones en 1990 a 19 millones para el afio 2020. (Reddy, 2004) Dentro de
estos paises, es importante destacar que los gobiernos y la poblacién general
deben trabajar coordinadamente para unir sus esfuerzos en ia prevenciéon y
manejo del levantamiento epidémico que sufren las ECV en sus paises.
(Yusuf, S. et al, 2004)

La realidad en nuestro pais, no escapa del contexto de los otros paises en
vias de desarrollo, observandose una alta tasa de mortalidad relacionada con
ECV para el afio 2005, tal como se presenta en la Figura 1 (Contraloria

General de la Republica)
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circulatorio

Fig. 1. Defunciones relacionadas con ECV en la Republica de Panama

para el afio 2005. Fuente: Contraloria General de la Republica.
La gran cantidad de estudios epidemioldgicos realizados alrededor del mundo
ha demostrado claramente que ciertas patologias preexistentes en el
individuo como lo son la diabetes y la obesidad, constituyen otro factor que
predispone a los efectos deletéreos de las ECV. En este mismo sentido, estd
ampliamente descrito en la literatura que algunas patologias cardiovasculares
constituyen un factor de riesgo adicional que incide sobre el riesgo general
asociado a las ECV, razéon por la cual es importante identificarlas y darle un
tratamiento adecuado. Dentro de estas patologias destacan los desordenes
de los lipidos plasmaticos y la hipertension arterial (Kannel et al., 2004);
siendo la hipertension arterial la mas importante, no solo por su alta
prevalencia en los paises industrializados, sino por la fuerte y estrecha

relacién que existe entre su desarrollo y el riesgo incrementado de accidentes



cerebrovasculares, infartos cardiacos, insuficiencia cardiaca (IC) y dafo
renal. (Nabel, 2003)
La presion arterial (PA) es una variable fisioldgica cuantitativa que presenta
una variabilidad marcada en ia poblacion general, sin embargo el aumento en
los valores de PA son determinantes directos que favorecen el desarrollo de
otras ECV. (Carretero et al, Part I, 2000)
II. HIPERTENSION ARTERIAL
A. CLASIFICACION DE LA HTA
Existen diferentes criterios para la clasificacion de la HTA como se mencionan
a continuacion:
1. Por etiologia (Cotran et al, 2000)
a. Primaria, esencial o idiopatica: corresponde a alrededor del 90 al 95
% de los pacientes hipertensos, y su causa es desconocida.
b. Secundaria: correspondiente del 5 al 10% de los casos. Entre sus
causas se mencionan: neuropatias, estenosis de la arterial renal,
feocromocitoma, sindrome de Cushing, aldosteronismo primario,
coartacién de la aorta, estrés agudo, embarazo, entre otras.
2. Por valores de PA (Chobanian et al. JNC Report, 2003)

Cuadro I. CLASIFICACION DE LA HTA SEGUN EL SEPTIMO
REPORTE DEL JOINT NACIONAL COMMITTE

e Presion sistolica Presion diastolica
Clasificacion (mm Hg) (mm Ha)_
Normal < 120 < 80
Prehipertenso 120-139 80-89
Hipertension estado 1 140-159 90-99

Hipertensidn estado 2 > 160 > 100




3. Por la repercusién sobre 6rganos blancos
a. Estadio I. Sin signos aparentes de repercusion érganica
b. Estadio II. Debe estar presente alguno de los siguientes signos:
Hipertrofia ventricular izquierda
Retinopatia grado II
Proteinuria y/o aumento de creatinina plasmatica
c. Estadio III. Aparecen signos y sintomas de dafio en érganos:
Insuficiencia cardiaca o coronaria
Encefalopatia
Accidente cerebrovascular
Hemorragia retiniana con o sin papiledema
Insuficiencia renal manifiesta
B. REGULACION DE LA PA
Como cualquier parametro biolégico, la PA es regulada por diversos
mecanismos cuyo objetivo es permitir el flujo sanguineo adecuado para el
metabolismo celular de los tejidos. El control de la PA involucra que los
mecanismos participantes en su regulacion ejerzan acciones sobre sus dos
principales determinantes hemodindmicas: el gasto cardiaco (GC) vy la
resistencia vascular periférica (RVP), tal y como se define en la ecuacién de

Pouseuille:

Es importante denotar que aun cuando la PA esta simplificada en la ecuacion

anterior, existen variables fisioldgicas que modifican cada uno de los



parametros descritos. En este sentido, el GC depende de la frecuencia
cardiaca y del volumen de expulsidon, vy a su vez, este (ltimo estad
determinado por otros factores como lo son la precarga, contractilidad y la
poscarga.

Por otro lado, la RVP es directamente proporcional a la longitud del tubo
(vasos sanguineos) y viscosidad del liquido; e inversamente proporcional al
radio del tubo elevado a la cuarta potencia. En condiciones normales, la
longitud del aparato circulatorio y la viscosidad de la sangre no suelen
modificarse, sin embargo, el calibre o radio de los vasos puede cambiar con
rapidez, convirtiendo este factor en el determinante principal de la RVP, y
que tiene una mayor importancia en las arteriolas. (Houssai, 2001)

En la regulacion de la PA interviene mecanismos de control que pueden

agruparse como nerviosos, humorales y locales. (Figura 2)
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Fig. 2. Factores relacionados con la regulacién de la PA.
La PA puede estar regulada por diferentes mecanismos:

1. Mecanismos nerviosos:

Diversas estructuras del sistema nervioso central (SNC) han sido vinculadas

con la regulacion de la PA, entre las que se mencionan: la corteza cerebral, el

hipotalamo, el bulbo raquideo, cerebelo y médula espinal. (Houssai op. cit.)

Sin embargo, algunas de ellas participan de manera mas activa que otras en

el mecanismo del reflejo barorreceptor, el cual se considera el principal

mecanismo para regular la PA de manera rapida.
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Este reflejo constituye basicamente un acto reflejo clasico y posee la
particularidad de permanecer activo durante los cambios de PA que se
presentan durante cada ciclo cardiaco. (Guyton y May, 2001)

Los barorreceptores son receptores de estiramientos localizados en vasos
sanguineos (seno carotideo y cayado adrtico), que sensan los cambios de
presion, alterando consecuentemente su frecuencia de descarga y que es una
funcion limitada, que tiene su maximo desde valores normales de PA hasta
160 mm Hg, y un minimo a presiones por debajo de 60 mm Hg.

Por esta razén, al elevarse la PA se determina una inhibicién del sistema
simpdtico (generando vasodilatacion y menor contractilidad cardiaca) y
estimulacion del sistema parasimpatico con el aumento de la descarga vagal
en el tejido cardiaco; y en caso contrario, al manifestarse una disminucioén de
la PA, decrecen las aferencias hacia el centro integrador, se desinhibe el
simpatico y se inhibe el parasimpatico. (Boron et al, 2003)

Toda la informacion es procesada en el nucleo del tracto solitario (NTS)
ubicado en el bulbo raquideo, y es este nlcleo la estructura que posee
eferencias tanto parasimpaticas como simpaticas.

Es importante denotar que la respuesta final de los barorreceptores depende
de la inervacidn que el sistema nervioso periférico ejerce sobre los 6rganos
que determinan la PA: el corazon y los vasos sanguineos.

En el corazon los estimulos simpaticos aumentan la frecuencia cardiaca (FC)
y la fuerza de contraccidon, mientras que la actividad del parasimpatico en

este organo produce un efecto que conduce a bradicardia. (Ganong, 2005)
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2. Regulacion humoral
Se comprenden por sustancias humorales aquellas que son liberadas al
torrente sanguineo una vez sintetizadas y que ejercen Ssus acciones en
o6rganos blancos distantes. Entre este grupo existe un gran numero de
hormonas que afectan el sistema cardiovascular y que participan en la
regulacién de la PA:
a. Catecolaminas suprarrenales
La médula suprarrenal, se comporta como un ganglio que posee
inervacion simpatica, y que durante su estimulacion libera al torrente
sanguineo adrenalina (80%) y noradrenalina (20%). Las acciones
vasoconstrictoras de ambas sustancias estdn mediadas por la
estimulacion de receptores adrenérgicos del subtipo alfa; (o) y alfa,
(a2). Sin embargo, la adrenalina posee una mayor afinidad por los
receptores beta, (B:), pero este efecto se manifiesta a bajas
concentraciones, mientras que a altas concentraciones el efecto o4
enmascara y rebasa esta accién. En el corazdon las catecolaminas
aumentan la frecuencia y la fuerza de contraccidén cardiaca. (Ganong
op. cit., Boron op. cit.)
b. Vasopresina o ADH
Esta hormona es sintetizada en las neuronas magnocelulares de los
nucleos paraventricular y supradptico, desde donde se libera y ejerce
acciones vasoconstrictoras arteriolar y venosa, ademas de regular el
balance hidrico al aumentar la reabsorcidén de agua libre de sales en

los tubulos distales y colectores. Por estas acciones se entiende su
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participacion como factor regulador de la PA tanto en condiciones
basales, y en condiciones patologicas donde exista deplecidén de
volumen como en las hemorragias. (Houssai op. cit)

c. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA):

Su relevancia fue destacada luego de que el grupo de Globatt,
demostraron que la constriccibn de la arteria renal generaba
hipertensidén en perros. (Bruton et al., 2006)

En la década de los cuarenta en Argentina, Braun-Menéndez y su
grupo de investigacion, al mismo tiempo que Page y Lamer, en
Estados Unidos, informaron que la renina, sustancia que habia sido
propuesta como hipertensora, no era vasopresora “per se”, si no que
actuaba sobre un sustrato que era realmente el responsable de la
actividad contractii. Ambos grupos denominaron con nombres
diferentes a [a misma sustancia: angiotonina e hipertensina,
respectivamente. Luego de mas de veinte afios acordaron denominaria
angiotensina. (De La Serna, 2003; Bruton op. cit.; Houssai op. cit)
Este sistema, ampliamente descrito, esta formado por la renina, una
enzima producida en las células yuxtaglomerulares del rifion, cuyo
sustrato especifico es una alfa globulina hepatica denominada
angiotensindgeno y que es convertida en angiotensina I (ANG-1), que
carece de propiedades bioldgicas. Este péptido de 10 residuos de
aminodcidos a su paso por el endotelio de los pulmones es convertido
a Angiotensina II (ANG-II) por accidén de la enzima denominada

enzima convertidora de angiotensina (ECA) o peptidilcarboxipeptidasa,
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convirtiéndose en el principal mediador de este sistema. En diferentes
tejidos existen todos los componentes del SRAA, pero también se
pueden encontrar enzimas diferentes a la ECA como la quimasa,
tonina, catepsina y la enzima generadora de ANG-II sensible a
quimostatina o CAGE que convierten ANG-I a ANG-II. (Murray et al,
2002)

Las acciones de ANG-II son variadas y comprenden una gama de
efectos que elevan la PA por mecanismos inmediatos y otros a més
largo plazo. Entre las acciones rapidas podemos mencionar: el efecto
vasoconstrictor  directo, aumento de la neurotransmision
noradrenérgica aumentando la liberaciéon de NA e inhibiendo su
recaptura, incremento de la descarga simpatica en el SNC y liberacion
de catecolaminas de la médula adrenal. Los mecanismos a largo plazo
involucran la alteracién de la funcién renal como: el aumento en la
reabsorcién de sodio en el tubulo proximal (efecto directo), liberacién
de aldosterona de la corteza adrenal con el aumento consecuente en |a
reabsorcidn de sodio y agua, incremento de la excrecion de potasio,
vasocontriccion en la arteriola aferente renal y aumento del tono
simpatico en el rifidn. (Bruton op. cit)

Gran parte de estos efectos de ANG-II son mediados por la activacién
de los receptores AT, que se encuentran ampliamente distribuidos en
6rganos como corazon, vasos sanguineos, rifion, médula adrenal,

cerebro y sistema reproductor, entre otros. (De Gasparo et al, 2000)
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d. Sistema de Calicreina-cininas

En el organismo, las calicreinas tanto tisular como plasmatica ejercen
sus acciones proteoliticas sobre el sustrato cinindgeno, produciendo
calidina y bradicinina, respectivamente. Estas cininas son potentes
relajantes del musculo liso vascular y bronquial y poseen efectos
natriuréticos por reducir la resistencia papilar en el rifion. Todos estos
efectos en el humano se deben en mayor parte a estimulo de
receptores para bradicininas denominado B,. Estas sustancias poseen
una vida media muy corta pues son degradadas por aminopeptidasas y
carboxipeptidasas, destacando la Cininasa Il que ademas convierte
ANG-I en ANG-II. (Sharma, 2005)

e. Péptidos natriuréticos

Comprenden una familia de polipéptidos formada por el péptido
natriurético auricular (PNA), el péptido natriurético cerebral (PNB) y el
péptido natriurético C (PNC); que estan involucrados en la regulacion
cardiovascular. Los dos primeros son sintetizados y liberados por l0s
cardiomiocitos, mientras que el tipo C, es sintetizado principalmente en
el cerebro y endotelio vascular. Entre las funciones que poseen estas
sustancias se denotan vasodilatacién, efecto natriurético, inhibicién del
SRAA, inhibicidon del sistema simpatico, inhibicidn de la sintesis y
liberacion de endotelina (ET-1) e inhibicidén de la liberacion de ADH.

(De La Serna, 2003; Houssai op.cit.)
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3. Mecanismos locales
Se refiere a la capacidad que poseen los vasos sanguineos para autoregular
el flujo de sangre a través de la modulacidon del tono vascular por
mecanismos intrinsecos, independientemente de factores hormonales y de la
influencia del SNC.
Algunos de los mecanismos propuestos son:
a. Mecanismo miogénico
Basado en la propiedad del muscuto liso vascular para contraerse por
estiramiento y relajarse al disminuir la tension a la que esta sometido.
Esta propiedad es independiente de la existencia de endotelio.
b. Regulacién Metabdlica
Estd relacionada con la relacidn oferta/demanda tisular de oxigeno
(03), ya que si existe una insuficiencia en el aporte de O,, se producen
sustancias vasodilatadoras entre las que se postulan: diéxido de
carbono (CQO,), acido lactico e iones hidrégeno. Sin embargo se ha
acumulado informacion mas reciente que denota la presencia de
especies reactivas derivadas de O, (ROS) como los aniones superoxido
(0;") e hidroxilo (OH*) que poseen propiedades vasoconstrictoras y la
formacion de peroxido de hidrogeno (H,0;) que produce
vasodilatacién, razdn por la cual estas sustancias pueden desempeniar
un papel importante en la autorregulacion. (Vanhoutte, 2001)
c. Funcion endotelial
El endotelio vascular ha sido considerado como una capa de tejido

especializado cuya funcién basica es evitar el contacto de la sangre con



17

el musculo liso vascular, sin embargo, otras muchas funciones le han
sido adjudicadas; por lo que se ha considerado un drgano importante
en la homeostasis corporal asi como también en la regulacion de la PA.
Para regular la PA, el endotelio produce, en respuesta a diversos tipos
de estimulos mecanicos (fuerza de cizalla) © quimicos
(neurotransmisores u hormonas), una serie de sustancias que
contraen o relajan el masculo liso vascular. Esta funcion se realiza de
manera ténica y dindmica, razébn por la cual su adecuado
funcionamiento estd relacionado con el desarrollo de ECV. (Galley y
Webster, 2004)

Existen tres sustancias vasodilatoras sintetizadas en el endotelio: el
o6xido nitrico (NO), la prostaglandina I, (PGI;), H,0, y el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF). De estas sustancia la
mas estudiada es el NO, debido a que ademas de sus funciones
vasodilatadores, se destacan su actividad antiagregante plaguetaria y
antiinflamatoria.

Por otro lado, el endotelio también produce y libera sustancias
vasoconstrictoras, entre ellas estan la ET-1, leucotrienos (LTs),
prostaglandina H; (PGH;), superoxido, tromboxano A; (TXA;) y ANG-II.
De todas estas sustancias una de las mas importantes es la ET-1, pues
el vasoconstrictor liberado por células endoteliales (CE) mas potente

que existe. (De La Serna, op. cit.; Houssai op.cit.; Boron op. cit.)
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C. FISIOPATOLOGIA DE LA HTA

La HTA parece manifestarse cuando se presentan cambios que alteran la
relacion entre el volumen de sangre y la RVP; siendo estos cambios bien
definidos en la HTA secundaria pero no asi en la HTA esencial.

Debido a la amplia gama de factores fisioldgicos que reguian a la PA, es
idgico comprender que la alteracion de estos mecanismos puede tener un
papel importante en el desarrollo de esta patologia.

1. Factores Genéticos

En afios recientes el interés sobre la fisiopatologia de la HTA se ha enfocado
en la genética, tratando de encontrar el o los posibles genes responsables del
desarrolio de esta enfermedad. Innumerables estudios realizados no han
sido concluyentes ya que es comuin encontrar hipertensidon en hijos de
pacientes hipertensos pero no asi en individuos adoptados. La informacion
mas reciente sefiala la existencia de multiples genes en la poblacion, los
cuales han sido dificiles de identificar con precisidén. Las mutaciones de varios
genes pueden estar relacionadas con el desarrollo de HTA esencial como lo
son: mutaciones en el gen del angiotensindgeno, el gen de la ECA y el gen de
a~aducina, entre otros. (Beevers, 2001; Barlassina, 2002)

A pesar de los avances realizados en la genética molecular, la posibilidad de
describir de manera exacta los genes responsables de la HTA son un dilema.
Este problema reside en parte, a la posibilidad de polimorfismos existentes
en la poblacidn y debido a la complejidad de la patologia, ademdas de que

debe considerarse todos los aspectos ambientales que pueden de una u otra
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manera afectar la expresion fenotipica de la informacién genética. (Lifton,
2001, Harrap, 2003)

2. Gasto cardiaco y resistencia periférica

El balance entre estos dos parametros fisiologicos determina la PA, razon por
la cual cambios en la relacién pueden producir HTA. En la mayoria de los
pacientes hipertensos se encuentra un GC normal con elevaciéon de la RVP,
sin embargo se ha postulado que en la HTA temprana se produce una
aumento del GC como consecuencia de la estimulacion del sistema nervioso
simpatico y que el aumento en la RVP es una respuesta compensatoria para
evitar que la presidn incrementada pase a los capilares. (Beevers op. cit.)

3. Sistema Nervioso Simpatico

Debido a la importancia que posee el sistema nervioso simpatico (SNS) en la
regulacion de la PA, sobretodo ante situaciones particulares (estrés vy
ejercicio fisico), es ldgico comprender su implicacién en la fisiopatologia de la
HTA. La sobre estimulacion de este sistema puede producir hipertensién al
estimular el corazéon, los vasos sanguineos vy el rifidn, produciendo
consecuentemente aumento de las RVP, incrementando el GC y aumento de
la retencién de fluidos, ademads de otros cambios metabdlicos que
incrementan el riesgo cardiovascular. (Beevers op. cit; Oparil et al., 2003)

La importancia de los cambios en la FC ha sido descrita en estudios
poblaciones mostrando una relacién directa entre la FC y el desarrollo de
HTA. (Kim et al, 1999; Grassi, 2004)

Los mecanismos que producen el aumento de la actividad simpatica son

complejos y parecen involucrar una mezcla de reflejo barorreceptor y
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quimiorreceptor tanto a nivel periférico como central. Ademas, el SNS
interactua con una variedad de otros sistemas y vias fisiolégicas que
contribuyen al aumento de ia PA (Zeng et al, 2005), como lo es el SRAA que
posee acciones importantes sobre la carga de fluidos, aumento de la RVP
tanto directa como indirectamente y efectos troficos. {(Zhu et al., 2005)

4. Reactividad Vascular

En hipertensos se produce un aumento en la respuesta contractii a NA
cuando se compara con sujetos normales y este efecto se ha demostrado en
hijos de padres hipertensos, sugiriendo la probable implicacion de factores
genéticos. (Beevers, op. cit) Esta particularidad observada en HTA, no es
esperada pues ante incrementos de NA circulante debe producirse una
regulacién hacia abajo de los receptores adrenérgicos. (Oparil op. cit.)

5. Rigidez Arterial

Los cambios en las arterias de conductancia, producto del envejecimiento,
generan el fenémeno denominado rigidez arterial que se caracteriza por una
disminucidén en ia complianza y distensibilidad de estos vasos que a su vez se
traduce en un aumento de la presion arterial sistdlica (PS) y presién de
pulso. Estos efectos generan incrementos en la demanda metabdlica del
miocardio y predisponen al desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda
(HVI) e IC. (Oparil sup. cit.)

6. SRAA

Este sistema podria considerarse como el mas importante en regular la PA
(Figura 3). El interés sobre este sistema reside en sus principales efectores:

la ANG-II y la aldosterona. Existen ciertos tipos de HTA donde los niveles
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elevados de renina estan correlacionados con la patologia, sin embargo en
ancianos e individuos de raza negra los niveles de renina suelen no estan
alterados y por esta razoén, los farmacos que bloquean este eje no suelen ser
efectivos para controlar la patologia en estos pacientes. (Bruton op cit.;

Floréz et al., 2001)
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Fig. 3. Interrelacidon entre el SNS y el SRAA en la fisiopatologia de la

HTA.
Por un lado, la ANG-II produce un aumento de la PA por mecanismos ya
mencionados, y adicional se describe la estimulacion de la sintesis de ET-1 y
aumenta el flujo simpdtico con el incremento de NA vy liberacién de
catecolaminas de la medula adrenal. Otras acciones de crecimiento y

proliferacién celular asi como propiedades oxidantes son atribuidas a ANG-II,
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las cuales son mediadas por el receptor AT;, sin embargo el estimulo sobre
AT genera respuestas contrarias. (Oparil op. cit.; De Gasparo op cit.)

La aldosterona por su parte, regula la reabsorcion de sodio y agua en los
tubulos colectores con la secrecidn consecuente de hidrogeniones y potasio.
Esta funcion es realizada a través de la union a receptores de
mineralocorticoides (receptores nucleares) que reguian la expresion
principalmente del canal epitelial de sodio (ENaC). (Freel y Connell, 2004)
Otras acciones extrarrenales han sido atribuidas a aldosterona ya que la
estimulacién de sus receptores en vasos sanguineos produce alteracion en su
respuesta presora ante catecolaminas y en el corazén regula la formacién de
colageno conduciendo a fibrosis del tejido. (Williams y Williams, 2003)

La existencia de SRAA local en corazon, vasos sanguineos, rindn y cerebro
parece estar relacionado con la regulacion del flujo sanguineo local a la vez
gue tiene un rol importante en el remodelado tisular. (Akasu et al, 1998)

7. Disfuncion endotelial

Este complejo proceso esta caracterizado por un cambio en las acciones del
endotelio hacia la reduccidn de su capacidad para generar vasodilatacion,
induccion de un estado proinflamatoric y propiedades protromboticas. Cabe
sefialar que para algunos autores la disfuncion endotelial no es una
consecuencia de las ECV, sino que su deterioro precede al desarrollo de estas
patologias u otras como la diabetes. (Rizzoni et al., 2001; Beevers op. cit)

De todos los factores producidos por el endotelio uno de los mas importante

y cuya disminucion esta directamente relacionada con ECV, es el NO.
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Diversos mecanismos han sido propuestos para explicar la disfuncion

endotelial y que pueden ser resumidos a continuacién:
a. NO
Por sus propiedades fisioldgicas destacables, esta sustancia es
considerada uno de los indicadores mas precisos en la disfuncion
endotelial.
En la disfuncion endotelial esta reportado un decremento de NO que
puede resultar de una disminucién de la actividad de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) ya sea por la presencia de inhibidores
endogenos o exdgenos o por reduccidn en la disponibilidad de su
sustrato, L-arginina. Por otra parte, la presencia de ROS, reducen la
funcidon del NO, al generar peroxinitrito, especie reactiva con alto
potencial citotéxico y que modifica 1a funcidén de proteinas celulares por
nitracion, entre las que se encuentra la propia eNOS. Este radical,
también induce la degradacion del cofactor de la enzima,
tetrabiopterina (BH4), produciendo su desacople, afectando su
actividad oxigenasa pero estimulando la actividad reductasa lo que
conlleva a la formacion de mas ROS y sus efectos deletéreos.
{(Endemann y Schiffrin, 2004)
Otro nuevo mecanismo que explica la disminucion de NO, es la
formacion de dimetil arginina asimétrica (ADMA), un inhibidor
competitivo enddgeno de eNOS que esta relacionado con disfuncidn
endotelial. Este inhibidor es producido por el recambio proteico o por el

metabolismo de citrulina por la enzima dimetilarginina dimetilamino
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hidrolasa (DDAH). Altos niveles de ADMA estan relacionados
inversamente con relajacidon dependiente de endotelio en individuos
con hipercolesterclemia y los niveles plasmaticos se han relacionado
con disminucion del flujo renal e incremento de la PA. (Endemann y
Schiffrin sup. cit.)

b. Estrés oxidativo

En modelos animales de HTA, se ha demostrado que el exceso de
agentes oxidantes produce una disfuncion endotelial que es revertida
luego del tratamiento con antioxidantes. (Cardenas-Rodriguez vy
Pedraza-Chaverri, 2006) Estos estudios han sido corroborados con
hallazgos realizados en pacientes con insuficiencia renal crénica donde
marcadores de estrés oxidativo estan relacionados con la disfuncion
endotelial. (Fortufio et al., 2005)

Estas ROS parecen relacionarse con la injuria endotelial que lleva a
apoptosis y que se caracteriza por desprendimiento de las células
endoteliales denominado anoikis. (Taniyama et al., 2003)

A pesar de que estas ROS pueden tener multiple origen, se ha
denotado la importancia del sistema enzimdtico NADPH oxidasa
localizado en fagotitos como la principal fuente de ROS. Otras fuentes
que intervienen en la génesis de ROS son xantina oxidasa, cytocromo
p450, ciclooxigenasas y lipooxigenasas. (Fortufio op. cit.)

En estudios animales se ha demostrado que la infusidn de ANG-II
produce estimulacion de la NADPH oxidasa y promueve la inflamacién

vascular, lo que explica el papel de este péptido en la generacion de
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estrés oxidativo. Otras sustancias como ET-1 y el factor de necrosis
tumoral affa (TNF-a) regulan la funcion de este sistema enzimatico.
(Pu et al., 2003)
D. Otros factores de riesgo cardiovascular
Un alto porcentaje de pacientes hipertensos presentan ademas
hipercolesterolemia y/o diabetes tipo 2, lo que establece una clara relacién
entre estas patologias, aumentando consecuentemente los riesgos sobre la
morbimortalidad. Otras anormalidades incluyen microalbuminuria, altos
niveles de acido Urico, hipercoagulabilidad y ateroesclerosis acelerada.
(Oparil op. cit.)
Una de las complicaciones de la HTA es la denominada paradoja de
Birmingham, la que consiste en que a pesar que los vasos sanguineos estén
expuestos a altas presiones tienden a desarrollar mas problemas trombdticos
que hemorragicos. La causa reside en las anormalidades subyacentes a los
propios vasos (lesion y dafio endotelial), constituyentes sanguineos (factores
hemostaticos alterados) y al flujo de sangre. {(Beevers op. cit.)
La hiperuricemia ha sido asociada con vasoconstriccion renal y activacion del
SRAA en pacientes hipertensos, sugiriendo que sus posibles acciones
adversas estan mediadas por la activacion del sistema en cuestion. En
modelos animales de roedores, la hiperuricemia produce arteriopatia renal y
enfermedad tubulointersticial que termina en HTA y estas lesiones son
revertidas con inhibidores de la sintesis de acido urico, inhibidores de ia ECA
y losartan, demostrando la importancia de estos compuestos en la HTA.

(Mazzali, et al, 2001)
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E. Remodelado cardiovascular

Los mecanismos por los que la HTA incrementa la morbimortalidad en los
pacientes son diversos e incluyen el desarrollo de arterioesclerosis coronaria,
cambios estructurales como la hipertrofia ventricular (HV) y vascular, que
comprometen tanto la perfusidn cardiaca como Ia organica. (Frey et al, 2004)
Estos cambios en el fenotipo estdn acompafiados por la reinduccion del
programa de genes fetales, en donde predomina el crecimiento de las células
observado en el desarrollo embrionario. (Crabtree, 2001; Adams, 2004)

Un gran numero de investigaciones se han realizado con la finalidad de
determinar cudles son las causas especificas y los mecanismos celulares que
llevan al desarrollo de la hipertrofia, sin embargo, los estudios en modelos
animales y ensayos clinicos denotan la importancia de cascadas de
sefializacion intracelular empleadas por hormonas y neurotransmisores
comprometidos en el proceso patoldgico y que pudiesen tener importancia
desde el punto de vista terapéutico. (Fortufio et al, 2003)

Estas alteraciones cardiacas parecen estar relacionadas con un incremento en
la apoptosis y necrosis tisular combinado con proliferacidn celular simultanea.
(Dorn et al, 2003; August, 2004; Freel y Connell, 2004) Estos procesos
pueden desarrollarse por la activacion de diversas vias intracelulares a pesar
de que su regulacion es predominantemente génica. (Watanabe et al., 2005)
Al igual que el corazdén, los vasos sanguineos son capaces de generar
cambios estructurales (remodelado) como respuesta a condiciones variantes
y demandas funcionales. Este remodelado responde a regulacidon génica, a

funciones celulares, a estimulos locales y humorales que en un principio
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sirven para adaptarse ante un cambio inicial pero que con su persistencia en
el tiempo puede desencadenar en el desarrollo de patologias por una funcién
estructural alterada. (Pries et al, 2005, Daige et al, 2004)

En la HTA las arterias de resistencias sufren dos alteraciones geométricas:
remodelado eutréfico y remodelado hipertrofico. (Oparil op. cit.)

En el primero existe una reduccidn del lumen didmetro externo, sin
alteraciones de la capa media, aumento del radio media/lumen en el vaso y
carente de rigidez. En el caso de la hipertrofia se produce un crecimiento de
la media que invade el lumen e incrementa el radio media/lumen. Este efecto
se explica por la hiperplasia/hipertrofia que presentan las células de musculo
liso vascular que ocupan la capa media. (Intengan y Schiffrin, 2001)

Por su importancia en la homeostasis de la PA, el riidn es otro de los
6rganos que sufre alteraciones durante la patologia hipertensiva, donde se
observan cambios estructurales de hipertrofia en tejido renal y vascular que
podrian relacionarse con incremento de la actividad simpatica, alteraciones
en la regulacion del SRAA y disfuncidén endotelial. Entre mayor es el tiempo
de exposicibn a la HTA mayores serdn los efectos nocivos observados que
pueden llegar hasta una falla renal. (Oparil op.cit.; O'Rourke y Safar, 2005)
Se ha observado que una de las manifestaciones clinicas de la HTA, el
deterioro de la funcién cardiaca, es consecuencia directa de las alteraciones
estructurales en el miocardio y de los vasos sanguineos. Dichas alteraciones
estdn relacionadas con el depdsito de material fibroso, aumento de la
apoptosis y alteracién del metabolismo celular. Todos estos efectos son la

base bioquimica de la disfuncion sistdlica y diastolica observada en ia HTA,



28

Consecuencia al aumento de la postcarga y de la tensién parietal, la
demanda de oxigeno por parte del corazéon se incrementa llevando al
desarrollo de isquemia miocardica, situacion que es empeorada por el
deterioro de la funciéon endotelial y la disminucién de la angiogénesis en el
musculo cardiaco. (Fortufio et al, 1998) Finalmente, debido a la HV, los
pacientes pueden presentar arritmias cardiacas que repercuten en un pobre
prondstico del paciente hipertenso.

El origen de estas alteraciones anatomo-fisiolégicas subyace a nivel
molecular y estdn ligados directamente con la fisiopatologia de la HTA vy los

factores humoraies que regulan este parametro fisiol6gico.
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F. TRATAMIENTO DE LA HTA

1. Tratamiento no farmacolégico

La HTA considerada una enfermedad nutricional higiénica, posee sus bases
en la inactividad fisica, obesidad, ingesta alta de calorias, exceso de la
ingesta de sodio, asi como el consumo de cigarrillo y aicohol; aunque como
vya hemos mencionado no se descarta la participacidn de componentes
hereditarios. Por esta razdn, el tratamiento inicial de la HTA esta basado en
cambios o modificaciones del estilo de vida, los cuales son considerados
efectivos en reducir, tanto solos como conjuntamente con farmacoterapia, las
complicaciones relacionadas con la enfermedad en pacientes de alto riesgo
cardiovascular. (Flack et al., 2003)

Estos cambios estan determinados principalmente por la disminucién de los
factores antes mencionados, pero es importante denotar que la respuesta
varia entre cada parametro implementado y depende también del individuo.
En el cuadro 1I se presentan los cambios en el estilo de vida y la respuesta

aproximada sobre la PS. (Chobanian op. cit)
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Cuadro II. MODIFICACIONES EN EL ESTILO DE VIDA PARA EL
MANEJO DE LA HTA

e s Reduccién
Modllflcamor? del Recomendacion aproximada de
estilo de vida la PAS

Reduccion de peso Mantenimiento del peso corporal 5-20 mm Hg
adecuado (Indice de masa corporal por cada 10 Kg
de 18.5-24.9)

Adopcion de la dieta Consumir diariamente dieta rica en 8-14 mm Hg

recomendada para vegetales, productos bajo en grasas

detener la HTA con reduccidon del contenido de
grasas saturadas y totales
Reduccion de la Ingesta diaria no mayor de 2.4 g de 2-8 mm Hg
ingesta de sodio sodio 0 6 g de cloruro de sodio
Actividad fisica Practicar actividad fisica aerobica 4-9 mm Hg

diariamente por o menos 30

minutos tres veces por semana
Moderacién del Limitar el consumo de alcohol a no 2-4 mm Hg
consumo de alcohol  mas de 2 onzas de etanol por dia
Traducido de Chobanian et al, 2003.

Para obtener resultados benéficos, adecuados y sin riesgos con cada uno de
estos cambios, se recomienda realizarlos bajo supervision profesional.

2, Tratamiento farmacolégico

Actualmente, existe un gran numero de farmacos disponibles para reducir la
PA y que han demostrado en estudios experimentales y clinicos su eficacia
como antihipertensivos. Las recomendaciones dadas por el Joint Nacional
Comitee en su Séptimo Reporte, respalda que el objetivo del tratamiento de
la HTA debe ser obtener un valor de PA <140/90 mm Hg en pacientes
hipertensos y <130/80 mm Hg para hipertensos diabéticos 0 con problemas
renales. Estudios comparativos entre diversos paises han demostrado que la
HTA constituye uno de los problemas de salud mas importantes pues, a parte

que muchos pacientes desconocen las complicaciones inherentes a la
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patologia, otra gran cantidad de enfermos no adoptan adecuadamente los
regimenes terapéuticos para controlar su PA. Asi podemos mencionar gue el
objetivo de la terapia antihipertensiva se ha podido obtener
aproximadamente en < 10% en los paises de Europa, 17 % en Canada y 29%
en los Estados Unidos de Norte América, situacion que es de gran
importancia para la salud mundial (Wolf-Maier K., et al, 2003; Erdine S. vy
Nazif S., 2004).

Dentro del amplio porcentaje de pacientes no controlados, pueden existir un
gran namero de variables que intervienen, pero debe considerarse que en
mucho de los casos se requiere un tratamiento mas agresivo que esta
constituido por la combinacién de dos o tres farmacos para obtener los
beneficios y garantias de proteccion cardiovascular.

Estos beneficios derivan de la publicaciéon continua de estudios muiticéntricos
donde se evallla la eficacia antihipertensiva de farmacos versus placebo,
relacionando la disminucion de la PA con el desarrollo de eventos
cardiovasculares que incluyen enfermedad coronaria, falla cardiaca y dafio
renal entre otros.

Después que los primeros estudios fuesen publicados en la década de los
sesenta, y demostrasen que los diuréticos tiazidicos eran efectivos, un gran
numero de articulos han brindado informacion semejante sobre la reduccion
de la PA y la reduccion de sus complicaciones utilizando otros farmacos como
antagonistas alfa-adrenérgicos (AA), antagonistas beta-adrenérgicos (ABs),

inhibidores de la enzima convertidora de ANG-II (IECAs), antagonistas de
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canales de calcio (ACC) y los recientemente introducidos antagonistas del
receptor de ANG-II (ARAs). (Franco V. et al, 2004; Chobanian op. cit)
Estos grupos de farmacos actuan en diversos blancos para el controi de la
PA, demostrando una buena eficacia clinica. A continuacion desglosamos las
principales propiedades farmacolédgicas de los diversos grupos de farmacos
antihipertensivos (Brunton op. cit.; Opie y Gersh, 2001; The Task Force on
Beta-Blockers of the European Society of Cardiology, 2004)
a. Diuréticos Tiazidicos: comprende un gran ndmero de compuestos
(ver Cuadro III) y son de los farmacos mas antiguos usados para el
tratamiento de la HTA, sin embargo su mecanismo exacto no esta
definido y no esta relacionado del todo con su efecto diurético, ya que
el efecto antihipertensivo se mantiene con el uso crénico a pesar que
el gasto cardiaco y el volumen extracelular retornan a sus niveles
basales como consecuencia de mecanismos reguladores. Es importante
seflalar que las tiazidas, en general, requieren un adecuado
funcionamiento renal para ejercer su efecto por lo que son ineficaces
en pacientes con una tasa de filtracion glomerular (TGF) menor de 30
a 40 mL/min, a excepcién de metolazona e indapamida.
La inhibicidn del cotransportador renal de Na'Cl causa una
disminucion del volumen plasmatico y consecuentemente del gasto
cardiaco, se postula la activacion de canales de potasio activados por
calcio llevando a hiperpolarizacibn de las células musculares lisas
(CML), con el consecuente bloqueo de canales de calcio tipo L y

disminucién de su apertura, esto finaimente reducird la disposicién del
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calcio en las CML. Este mecanismo podria relacionarse con la inhibicion
de la anhidrasa carbdnica dentro de las CML que activaria 10s canales
de potasio en mencion. (Brunton op. cit.)

Otro mecanismo propuesto es la reduccibn de las respuestas
contractiles a sustancias presoras como ANG-11 y catecolaminas.

Cuadro III. VIDA MEDIA Y DOSIS ANTIHIPERTENSIVAS DE
ALGUNOS DIURETICOS TIAZIDICOS.

Vida media en horas

Farmaco Dosis en HTA (mg)
(t2)

Hidroclorotiazida 2.5 12.5- 25
Clorotiazida 1.5 250-1000
Hidroflumetacida 17 12.5- 25
Clortalidona 47 12.5- 50
Bendroflumetiacida 3-3.9 1.25- 2.5
Indapamida 14 1.25- 2.5
Metolazona No conocida 2.5-5

Tomado y modificado de Goodman & Gillman, 2006 y Opie, 2001.

Estos farmacos presentan efectos adversos que los hacen restrictivos
para algunos pacientes pues tienden a producir deplecion de potasio,
aumento de glicemia, reduccidon de la excrecidon de uratos, incremento
de lipidos plasmaticos e impotencia entre otros.

La hipocalemia ha sido uno de los efectos adversos mas importantes
va que se ha relacionado con muerte subita en ciertos pacientes, razon
por la que se recomienda el uso concomitante de otros farmacos que
eviten este efecto como los diuréticos retenedores de potasio como
amiloride, triamtereno o espironolactona.

Durante su uso, estd recomendado la monitorizacién de los niveles de

potasio y evitar el uso de sustitutos de cloruro de sodio o farmacos
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como IECAs, ARAs o analgésico antiinflamatorios no esteroidales
(AINEs), pues se incrementa el riesgo de hipercalemias en los
pacientes.

b. Antagonistas beta-adrenérgicos (ABs): este grupo constituye
uno de los principales farmacos empleados para el tratamiento de
diversos estados la HTA, siendo también considerados de primera
eleccion.

Actualmente comprende un gran numero de farmacos que se han

dividido por generaciones (Cuadro IV) y que a su vez estan

relacionadas con sus propiedades farmacoldgicas.

Cuadro IV. DOSIS ANTIHIPERTENSIVAS Y OTRAS PROPIEDADES DE
ALGUNOS ANTAGONISTAS BETA-ADRENERGICOS.

Clasificacion

Dosis diaria en

Otra propiedad

HTA (mg)
Primera Generacion (no selectivos)
Nadolol 40-120 0 mmmmmmeeme-
Pindolol 10-40 Actividad simpaticomimética

intrinseca

Propranolol 40-160 Estabilizante de membrana
Timolol 20-40 000 -
Segunda Generacion (selectivos)
Acebutolol 200-800 900000 mmmmmmmee-
Atenolol 25-100  cmemmeaa-
Betaxolol 10-20 = emmmmmeee-
Bisoproloi 2510 mememeeeee-
Metoprolol 50-100 0 ememmmeeee-

I1I Generacion (vasodilatadores)

Carvedilol 12.5-50 Beta No selectivo, estabilizante de
membrana, antagonista alfa, y
antioxidante

Labetalol 200-800 Beta No selectivo y antagonista
alfa,

Celiproloi 400 Beta selectivo y agonista beta;

Nevibolol 2.5-5 Beta selectivo, antioxidante y

estimula produccion de NO

Tomado y modificado de Goodman & Gillman, 2006 y Opie, 2001.
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La mayoria de estos farmacos no disminuyen la PA en pacientes
normales sin embargo son eficaces para pacientes hipertensos. A pesar
de su amplia utilizacion, sus mecanismos no estan descritos de forma
completa. El bloqueo de la liberacion de renina de las céluias
yuxtaglomerulares de! rifidn, es considerado su principal mecanismo,
por lo que pacientes con altos niveles de renina parecen responder de
una manera mas satisfactoria que aquellos con niveles normales. Otros
mecanismos propuestos incluyen la disminucién del GC (blogueo B,),
bloqueo presinaptico B, aumento de la sintesis de PNA, aumento de
PGI,, efecto central {(no todos) y reajuste de los barorreceptores.

Estos compuestos estén indicados en todos los estados de la HTA, sin
embargo existe evidencia clinica que sefala que ciertos grupos
especiales como ancianos y pacientes de raza negra no son
controlados adecuadamente, lo cual parece ser una consecuencia de
los bajos niveles de renina plasmatica mostrados en estos pacientes.
(Bruton op cit.; Floréz et al., 2001)

Los ABs poseen pocos efectos adversos donde destacan el
broncoespasmo en pacientes asmaticos, depresidn en pacientes
susceptibles, alteraciones metabdlicas como incremento de lipidos,
interferencia con la regulacidon de la glicemia, depresion cardiaca y
disfunciéon sexual. La suspension abrupta de la administracion de los
ABs produce hipertensidén de rebote y taquicardias como consecuencia

del proceso de desensibilizacion de receptores.
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c. Antagonistas de los canales de calcio (ACC): comprende tres
grupos de farmacos divididos por sus estructuras gquimicas, como se
indican en el Cuadro V. Cada grupo posee propiedades farmacologicas
diferentes ya que bloguean con cierto grado de especificidad los
canales de calcio tipo L ubicados en el miocardio o en {a CML.

Cuadro V. ANTAGONISTAS DE CALCIO Y SUS AFINIDADES

. .z - Actividad Actividad
Clasificacion Farmaco cardiaca vascular
Fenilalkilaminas Verapamilo +++++ ++++
Benzotiacepinas Diltiazem +4++++ +++
Dihidropiridinas Nifedipino + +4++++
Nicardipino + +++++
Felodipino + ++++4+
Amliodipina + +++++

Tomado de Goodman & Gillman, 2006

Todos estos compuestos presentan un buen efecto hipotensor. Su
efecto principal lo ejercen por disminucién de la RVP, ademas de tener
un efecto diurético que es mayor en las dihidropiridinas (DHPs), las
cuales ademas poseen menos efectos cardiacos directos.

La eficacia de todos estos compuestos esta demostrada en ancianos,
pacientes de raza negra e inclusive pacientes nefropatas donde los
farmacos de eleccidon estén contraindicados. (Opie y Gersh op. cit.)

En términos generales y bajo ciertas circunstancias, los ACC, son
considerados farmacos antihipertensivos de primera eleccién ya gque
carecen de efectos metabdlicos y entre los efectos adversos mas

comunes estan cefaleas, edema bimaleolar y taquicardia, para el grupo
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de las DHPs; mientras que para verapamilo predomina el
estrefiimiento.

d. Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(IECAs): incluye un gran nimero de agentes estan incluidos en el

grupo que pueden clasificarse por su estructura quimica tal y como en

el Cuadro VI estan presentados.

Cuadro VI. CLASIFICACION, VIDA MEDIA Y DOSIS

ANTIHIPERTENSIVAS DE ALGUNOS IECAs.

grupos fosforil

o g . Vida media Dosis diaria en
Clasificacion Farmaco (t,2) (horas ) HTA (mg)
Compuestos con Captopril 4-6 50-150
grupo sulfidril Alacepril” 8 25-50
Compuestos con Enalapril’ 11 5-20
didcidos Benacepril* 11 10-80
carboxilos Lisinopril 12 10-40
Ramipril” 13-17 2.5-10
Cilacepril® 9 2.5-5
Compuestos con Fosinopril* 12 10-40

* Profarmacos. Tomado de Goodman & Gillman, 2006 y Opie, 2001.

Todos estos farmacos se diferencian por sus propiedades
farmacocinéticas y su potencia, sin embargo su mecanismo de accioén
depende de la inhibicién de la sintesis de ANG-I1. Este efecto bloquea
indirectamente las acciones de aldosterona e incrementa las acciones
vasodilatadoras de bradicininas al disminuir su metabolismo por la
ECA.

La inhibicién de |la producciéon de ANG-II a partir de ECA, es eficaz, sin
embargo como respuesta regulatoria se aumenta la liberacidén de

renina y en consecuencia los niveles de ANG-I, que por otras vias
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metabdlicas se convierte en ANG-II, cuya importancia todavia es
discutida.

Por su mecanismo de accion estos farmacos podrian no ser adecuados
para pacientes con bajos niveles de renina como ancianos y pacientes
de raza negra. Se consideran de primera eleccién en pacientes
diabéticos y nefrépatas ya que su efecto en reducir la progresién del
dafio renal en estos pacientes ha sido demostrado clinicamente. (The
Task Force on ACE-inhibitors of the European Society of Cardiology
2004)

Los IECAs poseen un bajo perfil de efectos adversos, 1o cual ha
beneficiado el cumplimiento de la terapia por parte de los pacientes. La
tos se considera el principal efecto colateral y en muchos casos puede
llevar a descontinuar la terapia, ademas se ha informado de
angioedema, disgeusia, insuficiencia renal, hipotension e hipercalemia.
Este ultimo efecto debe vigilarse en paciente con insuficiencia renal y
deben evitarse la administracidn conjunta de AINEs, diuréticos
retenedores de potasio y suplementos de potasio.

En pacientes con estenosis renal bilateral, monorenos y mujeres

embarazadas el usg de los IECAs esta contraindicado.
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e. Antagonistas del Receptor de ANG-II (ARA): es un grupo de
reciente introducciéon en el mercado comparado con los otros grupos
antihipertensivos.

Cuadro VII. VIDA MEDIA, DOSIS ANTIHIPERTENSIVAS DE ALGUNOS

ARA
e —
FArmaco Vida media (t,2) Dosis diaria en HTA

(horas ) {mg)

Losartan” 6-9 25-100

Candesartdn 9 8-32

Irbesartan 11-15 150

Valsartan 6 80-320

Telmisartan 24 40-80

"Posee metabolito active. Tomado de Goodman & Giflman, 2006 Opie, 2001.

Estos compuestos actuan bloqueando competitivamente el receptor
AT, de ANG-II, por esta razon sus efectos son muy parecidos a los
IECAs, sin embargo la accién de los ARA es mucho mas selectiva.
La eficacia antihipertensiva de los ARAs esta reforzada por la poca
incidencia de reacciones adversas comparadas con los IECAs,
sobretodo la tos y el angicedema, razones por las cuales suelen estar
indicados cuando existe intolerancia a los IECAs.
Su uso estd contraindicado en insuficiencia renal por estenosis y en
mujeres embarazas por su posible potencial fetopatico.
G. TERAPIA ANTIHIPERTENSIVA Y REMODELADO CARDIOVASCULAR
El objetivo principal del tratamiento de la HTA consistid, por mucho tiempo,
en el control adecuado del valor de la PA, sin embargo hace algunos aiios se
demostré la relevancia de los dafios sufridos por los drganos blancos, razén

por la cual los farmacos antihipertensivos, tuvieron que ser evaluados para
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demostrar si eran capaces de prevenir 0 revertir los cambios estructurales y
funcionales generados por ia patologia.

H. TERAPIA ANTIHIPERTENSIVA E HVI

La HVI, constituye un riesgo adicional de la ECV ya que incrementa el riesgo
para una variedad de secuelas cardiovasculares como angina, infarto del
miocardio, IC y muerte subita. Numerosos estudios clinicos indican el efecto
preventivo y/o regresivo que poseen las diferentes clases de farmacos
antihipertensivos sobre la HVI. (Mosterd et al., 1999)

Estudios experimentales y clinicos comparativos entre farmacos han
demostrado el efecto benéfico de todos los grupos antihipertensivos, a
excepcion de los vasodilatadores.

El resultado mas consistente sobre la reduccién de la HVI ha sido demostrado
con los IECAs y la menor con los ABs y en un plano intermedio se ubican los
ACC vy los diuréticos. Esta informacién no es generalizada, pues en algunos
estudios como el TOMHS, los diuréticos demuestran el mayor efecto benéfico.
(Chobanian op. cit)

Asi, el estudio LIVE demostrd la superioridad del diurético indapamina sobre
el enalapril después de 12 meses de tratamiento. Otros estudios como
ELVERA, PRESERVE y FOAM presentan igual grado de regresién entre IECAs y
ACC. Estudios mas recientes, CATCH y LIFE apoyan las acciones logicas sobre
la HVI que deben tener los ARAs, demostrando una similitud con los IECAS y
cierto grado de superioridad sobre los ABs tipo atenolol, caracteristica que no
ha sido demostrada a cabalidad, pues en e! estudioc REGAAL donde se

compara losartan versus atenolol, el efecto sobre la HVI, no fue tan
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significativamente diferente y ademas el tratamiento con el ARA produce una
disminucién de los péptidos natriuréticos, mientras que atenolol presentd una
respuesta contraria. (Zanchetti, 2003)

En el caso de los AAs, su efecto sobre la HVI, fue oscurecida por los
resultados obtenidos en el estudio ALLHAT, donde los pacientes tratados con
doxazocina presentaron mayor riesgo de presentar IC comparado con el
grupo de clortalidona, por lo que tuvo que ser suspendido el tratamiento.
(Gonzalez-Juanatey et al., 2003)

Algunos autores coinciden en que el efecto puede variar dependiendo del
farmaco utilizado, la duracion del tratamiento y caracteristicas del individuo
como la edad, sexo, raza y estilo de vida. (Brown, 2006)

I. TERAPIA ANTIHIPERTENSIVA Y DISFUNCION VASCULAR

Un gran niumero de estudios clinicos basados en diferentes grupos de
antihipertensivos ha comparado a largo plazo los efectos sobre la hipertrofia
vascular y la disfuncién endotelial (DE), debido a la repercusion que implica
la disfuncionabilidad de estas estructuras sobre la HTA y otras patologias
relacionadas.

Para este caso, los ACC han demostrado un mayor beneficio sobre otros
grupos como diuréticos y ABs de segunda generacion. En adicidn, el estudio
ELSA demostrd que el ACC lacidipino, reduce la progresion de la placa
aterogénica y favorece su regresidon (Zanchetti op. cit), resultados
experimentales en ratones sefalan efectos similares para amlodipino. (Yoshii

et al, 2006)
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Estudios mas recientes en relacion a los ABs de segunda generacidn parecen
ser no concluyentes, pues al compararlos con ABs de tercera generacion
como nebivolol, el atenolol no mejora la DE, mientras que el nebivolol
muestra un efecto beneficioso (Tzemos et al., 2001). Otro estudio que
compara ibersartan con atenolol no presenta diferencias significativas en
cuanto a la relajacion dependiente de endotelio, concluyendo que el
tratamiento mayor de 3 meses con ambos farmacos, mejora la DE (von zur
Muhlen et al., 2001). Creciente informacién proveniente de estudios
experimentales denota 10s beneficios de los ABs de tercera generacién sobre
la HV y la DE (Intengan y Schifrin, 2000; Guerrero et al., 2003), lo cual
pudiese estar relacionado con las propiedades mixtas que poseen.

Por su parte los diuréticos tiazidicos no habian demostrado ejercer cambios
sobre el remodelado vascular y la DE, sin embargo en estudios en animales
de experimentacion, indapamida demostro reducir el remodelado hipertréfico
de arterias cerebrales de ratas SHR. (Chillon y Baumbach, 2004) A
diferencia, espironolactona presenta efectos concisos al prevenir la fibrosis e
hipertrofia adrtica inducida por la infusién de ANG-II en ratas, ademas de
mejorar la DE. (Neves y Schifrin, 2003; Stier et al., 2003, Neves et al, 2005)
Los resultados de estudios realizados con IECAs, muestran una reduccion y
reversién del remodelado vascular, ademas de un mejoramiento de la DE
tanto en animales de experimentacion (Dupuis et al, 2005) como en
pacientes hipertensos. (Suda et al., 2006) Estas acciones, sobre la HV y DE

son también esperadas para los ARA.
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J. TERAPIA ANTIHIPERTENSIVA Y DANO RENAL

Al igual que en el miocardio y en los vasos sanguineos, diversos efectos
nocivos conllevan al deterioro de la funcidén renal durante la HTA,
produciendo un aumento de la sintesis de matriz extracelular, fibrosis y la
induccion de mediadores inflamatorios, a pesar de la activacion de
mecanismos internos de autorregulacidon. Dentro de las posibles causas se
encuentra la activacidn del SNS, del SRAA y la DE, destacandose el rol
preponderante del SRAA en el dafio glomerular. (Remuzzi et al., 2002; Mori
et al., 2006)

Estudios experimentales realizados en varios modelos de HTA con dafio renal
han demostrado que los farmacos que inhiben el SRAA como IECAs, ARA y
antagonistas de aldosterona promueven beneficios renales a través de
mecanismos hemodinamicos y no hemodinamicos (Zhou y Frohlich, 2003).
Sin embargo en clinica, la informacion relacionada a la eficacia de estos
compuestos proviene de resultados obtenidos principalmente en pacientes
diabéticos o que padecen de enfermedades renales cronicas, en donde estos
grupos de farmacos reducen la progresion de la lesién. (Zanchetti op. cit.)
Otros grupos farmacolégicos como diuréticos, ABs y ACC parecen tener
efectos benéficos al reducir el deterioro de la funcidn renal producida por
HTA, sin embargo los estudios no son concluyentes. (Chobanian op. cit.;
Zanchetti op. cit.; Wenzel, 2005)

K. SELECCION DEL ANTIHIPERTENSIVO

A pesar de la existencia de un gran numero de farmacos antihipertensivos, y

a la creciente informacién proveniente de estudios clinicos comparativos
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entre los farmacos nuevos y los antiguos, el Joint National Comitee para la
prevencion, deteccion, evaluacion y tratamiento de la HTA de Estados Unidos
en su Séptimo Reporte considera a los diuréticos tiazidicos como farmacos de
primera eleccion en el tratamiento de la HTA. Las recomendaciones hechas
por el JNC sobre el uso de los diuréticos tiazidicos como farmacos de primera
eleccién estan basadas en diferentes estudios comparativos que resaltan la
eficacia de ellos sobre las variables estudiadas, ademas de su buena
tolerabilidad.

Esta designacion reside en el hecho que este grupo ha sido utilizado
ampliamente en estudios clinicos aleatorios y han demostrado, ademas de su
eficacia antihipertensiva, la reduccidn de los eventos cardiovasculares
relacionados como los infartos, IC y el desarrollo de la enfermedad coronaria.
Por otra parte, un cumulo de informacion proveniente de estudios donde
empleando farmacos pertenecientes a otros grupos como IECAs, ARA, ACC,
ABs también demuestran reduccién significativa de las complicaciones
inherentes a la HTA; sin embargo la mayoria de estos ensayos no han
mostraron ni superioridad ni inferioridad de los nuevos farmacos sobre los
antiguos. Una excepcién, la constituye el estudio LIFE, donde la incidencia de
enfermedad cardiovascular fue un 13% menor en el grupo que recibid
losartan en comparacién con el que recibié atenolol.

Dentro del grupo de los ACC no parece existir diferencias entre el grupo de la
DHP y los otros farmacos, pero los datos sugieren que el uso de las DHP de
corta accién no debe recomendarse para el manejo de la HTA. (Opie, op. cit;

Brunton op cit.)
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Las recomendaciones generales del JNC (Cuadro II) comienzan con cambios
en el estilo de vida, si estos no resultan efectivos para alcanzar el control de
la HTA, se debe instaurar la terapia con una tiazida sola o en combinacion
con otro farmaco de otro grupo.

La seleccion de otro agente como tratamiento inicial estd recomendada
cuando el tiazidico no puede ser utilizado o cuando una indicacion precisa
esté presente, la cual requiere el uso especifico de un farmaco (Cuadro
VIII). Si el farmaco elegido no es tolerado o estd contraindicado, un nuevo
farmaco de otro grupo farmacolégico debe ser escogido.

Cuadro VIII. LINEAMIENTOS PARA EL USO DE LAS DIFERENTES

CLASES FARMACOLOGICAS EN HTA DE ACUERDO A
INDICACIONES PRECISAS*

Grupo antihipertensivo recomendado

Indicacién Antagonistas

precisa Diuréticos ABs 1ECAS ARAs ACC de
aldosterona

ICC . . . . .

Post-Infarto . . .

Riesgo alto

de L L ] [ ] [ ]

enfermedad

coronaria

Diabetes . . . . .

Enfermedad

renal . .

crénica

Prevencion

de infarto ° .

recurrente

*Basadas en los beneficios reportados en estudios clinicos. Tomado de
Chobanian et al., 2003.

Desde que la mayoria de los paciente hipertensos requieren de 2 o mas

farmacos para controlar la PA, la adicion de un segundo farmaco debe
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hacerse una vez que el primer fdrmaco no ha sido efectivo y se recomienda
el uso de bajas dosis de los componentes, pudiéndose obtener mayores
disminuciones de la PA con un bajo perfil de efectos adversos.

Toda vez que el tratamiento ha sido instaurado, los pacientes deben tener un
seguimiento para los ajustes de la dosificacién hasta que el objetivo de la
terapia sea logrado.

En contraposicidon a lo expuesto anteriormente en el Séptimo Reporte del
Joint National Committee (VII-INC), la Sociedad Europea de Hipertension-
Sociedad Europea de Cardiologia (European Society of Hipertension-European
Society of Cardiology, ESH/ESC) en su Guia para el Manejo de la
Hipertension del afio 2003, considera que la mayoria de los farmacos
antihipertensivos; incluidos diuréticos, ABs, 1ECAs, ACC y ARA, son
adecuados para el inicioc y mantenimiento de la terapia antihipertensiva.
También consideran que el tratamiento debe ser seleccionado de acuerdo a
las condiciones del paciente, su preferencia, adherencia al tratamiento y el
coste del producto.

Las guias para el manejo de la HTA de la ESH/ESC, establecen que no se
puede destacar la ventaja del uso de diuréticos sobre otros farmacos, pues
las diferencias no suelen ser tan contundentes, ademas hay que considerar la
gran cantidad de efectos adversos que a largo plazo causan los diuréticos,
sobre todo en relacién al metabolismo corporal.

Estas concepciones divergentes sobre el tratamiento de la HTA, han
suscitado ciertas opiniones donde algunos apoyan las recomendaciones

dadas por el JNC, aduciendo que las medidas recomendadas por la ESH/ESC
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son mas flexibles en cuanto al tratamiento de la HTA (Hopkins, J., 2004);
mientras que otros apoyan la postura de la ESH/ESC. (Mancia y Grassi,
2005)

A pesar de que cada grupo defiende su respectivo punto de vista, debe
quedar claro que ante un paciente hipertenso el tratamiento debe estar
dirigido a mantener los valores de PA dentro del rango recomendado y evitar
el desarrollo y progresion de las complicaciones a largb plazo de la patologia

utilizando un farmaco efectivo y seguro. (Su y Miao, 2005)



ANTECEDENTES
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La supervivencia del hombre a través del tiempo, pese a las adversidades a
las que ha tenido que hacerle frente, responde a la capacidad casi inherente
de adaptacion y respuesta oportuna a las nacientes y cambiantes condiciones
del medio. Las enfermedades constituyen uno de los grandes obstaculos a los
que el hombre ha tenido que hacer frente a lo largo de la historia. Los libros
y escritos antiguos cuentan el nimero importante de seres humanos que han
sucumbido ante las plagas y epidemias que han azotado a la humanidad y
desde esta perspectiva se puede asumir que son las enfermedades las
responsables, no sélo de las muertes, sino también de la menor calidad de
vida del ser humano.

El hombre ha desarrollado grados de adaptacion para ciertas patologias vy
para contrarrestar otras, se ha valido de los recursos que la naturaleza le
proporciona, siendo las plantas, por su amplia distribucidn y accesibilidad, la
principal fuente de utilizacion para el alivio de las enfermedades. (Fresguet,
2000; Frusciante et al., 2000)

El constante flujo de personas de un lugar a otro, ha contribuido en el
proceso de difusién del conocimiento sobre el uso de las plantas para una
determinada enfermedad. Esto ha hecho posible el nacimiento de Ila
Etnofarmacologia, ciencia que tiene por objeto la investigacion de los
remedios de origen natural que utilizan las diferentes culturas para mejorar
sus estados patologicos. (Cafiigueral y Vila, 2002) El desarrollo de esta
ciencia ha sido apoyado por organizaciones como la OMS, quien fomenta y
financia planes de desarrollo, con el objetive de fundamentar la utilizacién de

las plantas medicinales tradicionales con una base cientifica que valide la



50

eficacia terapéutica y su seguridad. (WHO monographs on selected medicinal
plants, 1999)

La creciente tendencia que existe desde hace varios afios, en la utilizacién de
la medicina complementaria y alternativa en el tratamiento de diversas
patologias crénicas (Cooper E., 2005) ha provocado el resurgimiento de la
fitoterapia en paises desarrollados como Alemania, Espafia, Inglaterra, Italia
y Estados Unidos de Norteamérica, en los cuales su poblacion utiliza
preparados de origen natural para el tratamiento de diversas patologias entre
las que destacan los problemas inmnolégicos, endocrinos y cardiovasculares.
(Nijkamp y Parnham, 1999; Miller et al., 2004, Guarrera, 2005)

Por siglos, las plantas fueron una de las principales fuentes para la
produccion de farmacos, sin embargo los avances de la quimica farmacéutica
y la biologia molecular han aportado nuevos métodos para producir
sustancias con actividad terapéutica dentro del laboratorio disminuyendo asi
el descubrimiento a partir de estudios etnobotanicos. (Lentini, 2000)

En este sentido, la quimica farmacéutica utilizando prototipos o “cabezas de
serie”, ha logrado el desarrollo de nuevos compuestos o farmacos a partir de
moléculas ya existentes, introduciendo modificaciones estructurales que
resultan en cambios en la actividad farmacologica, sin dejar de lado la
posibilidad de que el nuevo compuesto sea el mejor de la serie. Este
descubrimiento conlleva un elevado coste que esta contrastado por el bajo
numero de farmacos que llegan al mercado cada afio, haciendo que la
inversién en un compuesto de sintesis no sea tan lucrativa. (Avendario et al.,

2001; Koppitz y Eis, 2006, Ma y Horiuchi, 2006)
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La experiencia afirma que la sintesis quimica no es rentable, ya que de cada
diez mil moléculas nuevas sblo una liega al mercado y que esto no
necesariamente implica su éxito, ya que han sido muchos los productos
retirados del mercado durante los estudios de postcomercializacion.
(Friedman et al., 1999; Wysowski y Bacsanyi, 1996; Bresalier et al., 2005)
Como consecuencia de este hecho, a inicios de la década de los noventa, la
busqueda de nuevos compuestos tomd un nuevo curso, ya gue se denota la
importancia que poseen los paises, en su mayoria en vias de desarrollo, en
cuanto a la biodiversidad con la que cuentan. El pionero de esta nueva
tendencia cientifica fue la compafiia Merck & Co., de Estados Unidos, quien
firmo un acuerdo con el Instituto Nacional de Biodiversidad de Costa Rica
(INBio), con la finalidad de explotar la biodiversidad de este pais. El
descubrimiento de la droga anticancer taxol, sirvié para que otras companias
farmacéuticas enfocaran su atencidén en paises donde existiera una amplia
biodiversidad. (Garrity y Hunter-Cevera, 1999) Gracias al surgimiento de
este proceso, algunos proyectos han resultado exitosos y se han obtenido
compuestos con interesante actividad farmacologica. (Cooper, 2005)

Esta nueva metodologia de estudio, basada en la busqueda de productos
naturales con actividad farmacoldgica significativa, se ha denominado
“bioprospeccién”. (Macilwain, 1998; Buenz et al., 2004) La bioprospeccion en
su conjunto busca el descubrimiento de drogas en un amplio margen de
organismos que incluye desde eubacterias hasta el reino animal y que
durante esa busqueda, los laboratorios o compafiias que financian, aportan

beneficios econdémicos a la comunidad donde se realizan los estudios,



52

ademas de brindar capacitacibn con personal experto sobre las areas a
investigar. (Dedeurwaerdere, 2004) Aunque para algunos autores el
propoésito y los resultados de esta actividad pueden incluir fines puramente
comerciales, este proceso puede considerarse natural y justificable debido a
los resultados benéficos que ha aportado al mundo cientifico y a las
comunidades participantes. (Soejarto et al., 2005)

Debido al gran nimero de posibles blancos terapéuticos que cada dia son
descritos, la cantidad de compuestos existentes que podrian servir como
candidatos nuevos han disminuido, aun cuando se cuenta con los avances en
la quimica farmacéutica, quimica combinatoria y la biotecnologia. Algunos
especialistas aseguran que no importa cuan altas sean las cifras de
compuestos producidos en el laboratorio, esta cantidad no es posible
compararia con aquella que posee la naturaleza. (Onaga, 2001) Es en este
punto donde, la bioprospeccion, ha cobrado un gran auge, ya que los
compuestos encontrados en las fuentes naturales, aun cuando no posean una
actividad determinada, pueden ser (tiles para realizar modelado molecular,
permitiendo asi la obtencion de productos con un perfil de actividad mas
especifico. (Cooper, op. cit.)

Panama, posee una inmensa biodiversidad y solamente un aproximado del
cinco por ciento de las plantas han sido objeto de investigaciones nacionales
e internacionales para la busqueda de compuestos con interesante actividad
bioldgica.

En nuestro laboratorio tenemos el interés de estudiar productos naturales

provenientes de la flora panameiia que presenten efectos vasculares, dado el
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interés que generan los compuestos vasodilatadores en el tratamiento de
afecciones cardiovasculares como la HTA y la enfermedad isquémica cardiaca
y vascular.

Es conveniente recordar que estas enfermedades constituyen una de las
principales causas de morbimortalidad tanto en Panama, como en el resto del
mundo, por lo que esta justificado el estudio de productos naturales y
sintéticos que perfilen esta propiedad. Si bien es cierto, que ya son muchos
los compuestos presentes en el mercado que exhiben propiedades de eficacia
y real beneficio en el tratamiento de las ECV, igual se puede afirmar que la
morbilidad relacionada con las ECV dista mucho de verse reducida de manera
completa.

Bajo esta perspectiva de bioprospeccién hemos seleccionado dos plantas del
género Marila a saber, Marila pluricostata y Marila laxifiora, ninguna de las
cuales posee descritos ni usos etnobotanicos ni estudios en el area de

actividad cardiovascular.

Descripcion taxonomica de la planta Marila pluricostata.

Es un arbol de hasta 15 metros de altura, densamente cubierto de ramas
jovenes de las cuales fluye un latex amarillo palido. Sus hojas miden entre
11 y 26 cm. de largo y de 3 a 9 cm. de ancho; son oblongas, elipticas o
lanceoladas y con un acumen de 1 cm., de largo, que algunas veces tiene
forma redondeada o glabrosa.

Las inflorescencias son axilares, racemosas y se caracterizan por ser

tomentosas y presentar abundantes minutas, todas con un raquis de 10 a 18
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cm de largo y unos pedicelos de 11 a 12 cm de largo, que algunas veces
pueden extenderse hasta los 15 ¢cm en la base de la fruta. Las flores
presentan una gama de colores que varian desde un rosado brillante a un
rojo oscuro; los pétalos tienen forma acorazonada y miden entre 11 y 12 mm
de largo. La fruta es fusiforme, frecuentemente se encuentra encapsulada y
contiene muchas semillas.

Marila pluricostata crece tan sélo en Panama, Costa Rica y Colombia.
Ademas, presenta una distribucién muy restringida. (D'Arcy, 1980, Correa et
al., 2001) En Costa rica se le conoce con el nombre de camaron (Quesada y
Fernandez, 2005); sin embargo en los otros paises no posee nombres

comunes.,

Descripcién taxonomicas de la planta Marila laxiflora

Arbusto o arbol que alcanza los 20 metros de altura, densamente cubierto de
ramas jovenes de las cuales fluye un latex amarillo a chocolatoso. Sus hojas
miden entre 9 y 28 cm. de largo vy de 2 a 12 cm. de ancho, son ovaladas,
oblongas, elipticas o elipticas-lancecladas y con un acumen de 1.5 cm. de
largo, basalmente redondeado o agudo, densamente chocolate velutinosa
antes de abrirse, glabras o ligeramente pubescente a lo largo de entre las
venas al madurar.

Las inflorescencias son racemosas y axilares desde los nodos mas
desfoliados, puberulentos, que contienen de 1 a 4 flores por cm., raquis de
12 a 30 cm. de largo, pedicelos de 5 a 8 cm. de largo y de 1 a 2 cm de

grueso en la base. Las flores son verdes, fragantes con sépalos de 6 a 8 mm,
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de largo, ovalados o elipticos, puberulentos reflejados en la antesis, pero
erectas en el fruto; pétalos de 6 a 9 mm. de largo, oblanceolados a
oblanceolado-oblongado; con numerosos estamenes, la antera de 1.5 mm.
de largo, el apéndice filiforme, ovario de 3 mm. de largo y estilo de 3 mm. La
fruta es linear encapsulada de color amarillo chocolatoso y que mide 4 a 7
cm. de largo conteniendo semillas de 1 mm. de largo.

Se encuentra distribuido desde el norte de América central hasta Bolivia
donde no se han encontrado diferencias entre las plantas que crecen en una
u otra regién y se localiza principalmente en éreas de bosque humedo de
bajas a moderadas elevaciones.

En América tropical recibe diversos nombres entre los que estédn: goma
(Quesada y Fernandez op. cit.), pachaqué y lenguillo. (Consorcio TLBG / UP

/STRI, 2006)

Quimica de las plantas del Género Marila

Existen pocos estudios sobre los componentes de las plantas del género
Marila.

Para el caso de Marila laxiflora, se describe la existencia de acido betulinico,
xantonas (loset et al, 1988) vy de un derivado poliisoprenilado de
floroglucinol, la ltaxifloranona. (Bokesch et al, 1999) Los estudios realizados
sobre actividad farmacoldgica muestra que la laxifloranona inhibe el efecto
citopatico de la infeccién de VIH in vitro y que el extracto diclometano de
Marila laxiflora poseen actividad antifungica y antiprotozoaria. (Weniger et

al., 2001)
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Estudios realizados por investigadores del Centro de Investigacion de la Flora
Panamefia (CIFLORPAN, Panamd), del departamento de Quimica
Farmacéutica de la Universidad de Salamanca, Espafia y el Instituto BIOMAR
(Ledn, Espafia), encontraron actividad citotéxica del extracto diclorometano
de las hojas de Marila pluricostata sobre lineas celulares cancerosas (Lépez-
Pérez JL., et al., 2005) lo cual sirvid para justificar el aislamiento y
determinacién estructural de los componentes responsables de esta actividad
bioldgica. El fraccionamiento de este extracto Ilevé al aislamiento y
caracterizacion de diecisiete 4-fenilcumarinas, tres de las cuales resultaron
ser compuestos nuevos. Todos estos compuestos han sido evaluados contra
tres lineas celulares cancerosas humanas (MCF-7, H-460 y SF-268), donde
los compuestos mammesina, mammea A/AB, mammea A/BA y mesuol
resultaron con mayor actividad citotdxica. (Lopez-Pérez sup. cit.)

Algunos derivados cumarinicos presentan actividad anti-VIH (Vlietinck et al.,
1998); razon por la cual los productos de Marila pluricostata fueron
ensayados en modelos de infeccién /in vitro para determinar su actividad
antiviral, resultando el isodispar B y disparinol A en los compuestos mas
activos y con un mecanismo de accién caracterizado por la inhibicion de la
transcripcion del VIH al bloquear a la proteina Tat. (Bedoya et al., 2005)

la amplia variedad de compuestos aislados y los derivados sintéticos
obtenidos nos ha permitido seleccionar aquellos que no presenten efecto
citotdxico, para ser evaluados con el fin de determinar su perfil de accién

cardiovascular.



JUSTIFICACIONES
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1. Las ECV incluyen las enfermedades isquémicas, insuficiencia cardiaca vy la
hipertension, entre otras, siendo esta Ultima uno de los riesgos modificables
mas importantes para esos resultados. La relacion entre los niveles de PA y
la mortalidad por enfermedades cardiovasculares es positiva, directa,
continua y predecible para aquellos individuos que posean o no otros factores
adicionales, y aumenta a o largo del tiempo (Lewington et al., 2002). Este
hecho, respaldado por los resultados derivados del estudio Framingham
(Moreno et al.,, 2005), hace necesario que se continle la bulsqueda de
compuestos que reduzcan los riesgos relacionados con la condicidon
cardiovascular en mencién.

2. A pesar que hoy dia contamos con gran cantidad de farmacos con
actividad antihipertensiva, se observa que no logran prevenir o revertir en su
totalidad las lesiones organicas relacionadas con las ECV. Por otra parte, los
meta-andlisis de estudios clinicos al azar no muestran diferencias
significativas en el total de los eventos cardiovasculares cuando se comparan
las diferentes categorias farmacoldgicas (Wolf-Maier op. cit., 2004; Franco
op. cit). Esta es una de las razones por las que cada afio las compaiiias
farmacéuticas inviertan millones de délares en investigaciones para encontrar
compuestos con mejor actividad antihipertensiva.

3. Uno de los aspectos mas explotados por las compafiias farmacéuticas son
los ensayos derivados de la bioprospeccion. Panama, por ser uno de los
paises que cuenta con una gran biodiversidad, podria representar una fuente

para estudios relacionados. Por esta razdn consideramos de relevancia, la
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posibilidad de evaluar {a actividad vasodilatadora e hipotensora de plantas
panamefias del género Marila.

4. La sola determinacién de la actividad vascular no seria de completo
interés, por lo que se requiere de la caracterizacidn de los productos
relacionados con dicha actividad para establecer la relacidn estructura
actividad que permita afinar la busqueda de una molécula que posea un

mavyor perfil de eficacia cardiovascular en modelos animales.



OBJETIVOS
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GENERALES

Evaluar la actividad cardiovascular de extractos obtenidos de las partes
aéreas de las plantas Marila laxiflora y Marila pluricostata.

Determinar el perfil de actividad vascular de productos naturales y sintéticos
obtenidos de Marila pluricostata.

ESPECIFICOS

Determinar las acciones vasodilatadoras de diferentes extractos de Marila
laxiflora y Marila pluricostata.

Describir el efecto hipotensivo agudo de los extractos de Marila laxiflora y
Marila pluricostata en ratas espontaneamente hipertensas.

Cuantificar las respuestas vasculares de los compuestos naturales: FC-1, FC-
la, FC-3, FC-4, FC-11, FC-12/13; FC-15, FC-16 aislados de Marila
pluricostata utilizando vasos de conductancia.

Cuantificar las respuestas vasculares de los diferentes derivados sintéticos
fenilcumarinicos: FCS-11, FCS-12 FCS-15, FCS-17, FCS-18, FCS-21, FCS-38,
FCS-45, FCS-53, FCS-54 y FCS-81 sobre anillos de aorta precontaidos con
fenilefrina.

Dilucidar si las acciones de los productos con mayor efecto vasodilatador,
son dependientes de la funcién endotelial.

Establecer el posible mecanismo de accion involucrado en las acciones

vasculares de los productos de sintesis con mejor perfil de actividad vascular.



METODOLOGIA
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I. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

A. Recoleccion e identificacion del material vegetal

Las plantas objeto del presente estudio fueron recolectadas en el Parque
Soberania y Llano Carti, provincia de Panama, por los Licdos. Alex Espinosa y
Carlos Guerra.

La identificacidn taxonomica definitiva fue establecida por el Licdo. Alex
Espinosa y muestras voucher reposan en el Herbario de la Universidad de

Panama. Abajo se desgiosan los nimeros de cada voucher por especimen.

Nombre de la planta Parte de la planta No. Voucher
Hojas 2272
Marila laxiflora
Ramas 4692
Hojas 6905
Marila pluricostata
Ramas 4740

B. Procesamiento del material vegetal

Las diferentes partes de las plantas recolectadas fueron secadas en un horno
a una temperatura no mayor de 40 °C. Después del secado, el material se
cortd en trozos pequefios y se pulverizd en un Molino Thomas-Wiley modelo
4 con una malla de 2 mm.

Finalmente, las muestras se almacenan en bolsas plasticas herméticamente

selladas y rotuladas con toda la informacién botanica.
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C. Preparacion de extractos.

De 30 a 50 gramos del material vegetal pulverizado, correspondiente a las
partes aéreas de las plantas Marila faxiflora y Marila pluricostata, se le
anadieron entre 300 a 500 mL de clororoformo o diclorometano y se dejo en
maceracién con agitacion por 24 horas. El extracto se filtré y concentro en un
evaporador rotatoric hasta aproximadamente 25 mL, y luego fueron
transferidos a viales previamente pesados y rotulados. Los extractos
cloroférmicos y/o diclorometano se secaron completamente en el Turbo Vap
II con flujo de nitrdgeno. Los extractos metanolicos fueron secados siguiendo
el mismo procedimiento anterior y adicionalmente fueron colocados en un
liofilizador LABCONCO FREZON 6, hasta obtener el extracto en forma de
polvo. El % de rendimiento fue calculado para cada extracto resultando como

se expone a continuacion.

Nombre de la planta Extracto % de Rendimiento
Cloroférmico de hojas 4.33
Marila axiflora Metanolico de hojas 3.08
Metandlico de ramas 4,40
Marila pluricostata Diclorometano de hojas 4.61

Metandlico de ramas 4.34
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II. OBTENCION DE FENILCUMARINAS

Todos los ensayos para obtener las fenilcumarinas estudiadas fueron
realizados en el Departamento de Quimica Farmacéutica de la Universidad de
Salamanca, Espafia por el Doctor Dionisio Olmedo bajo la direcciéon del
Doctor José Luis L.Oopez-Pérez

A. Productos naturales

El extracto diclorometano de las hojas de la planta Marila pluricostata
(1186.80 g) fue solubilizado en n-hexano caliente y almacenado a -20 °C
obteniéndose una fraccidon soluble que posteriormente fue desgrasada con
una solucién saturada de urea en metanol. La parte remanente soluble fue
fraccionada con una solucién acuosa de hidréxido de sodio al 4%,
conduciendo a la obtencién de la fraccion acida y neutra. La fraccidn neutra
fue separada por cromatografia de columna de silica gel utilizando una
mezcla de n-hexano/acetato de etilo, y metanol generando las fracciones A,
B,C,D,E F, G H Iyl

En base a los datos de bioactividad, las fracciones de la E a la ], fueron
sometidas a subsecuentes cromatografias en silica gel y de columna
sephadex LH donde los compuestos obtenidos fueron purificados a través de
recristalizaciones repetitivas para obtener los compuestos fenilcumarinicos.
Estos productos naturales fueron denotados por el simbolo FC, seguido de su

respectivo numero.
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B. Productos sintéticos

Tomando como base la estructura de los productos naturales fueron
preparados diversos tipos de derivados sintéticos que fueron abreviados por
el simbolo FCS:

3-fenilcumarinas: estos derivados se prepararon a partir de la mezcla del
2,3-, 2,4- dihidroxibenzaldehido y el cloruro del acido fenilacético en acetona
seca y en presencia de K,;CO; anhidro y agitada a temperatura ambiente por
espacio 6 horas. Transcurrido, el tiempo de reaccion la acetona fue removida
y el residuo lavado con agua fria vy filtrado obteniéndose 1os producto FCS-10
y FCS-11.

4-hidroxi-3-fenilcumarina: fueron preparados de la mezcia 3-metoxifenol
y dietilmalonato de fenilo, disueltos en difeniléter y calentados a 250°C por
tres horas, despues de las cuales se aumentd la temperatura entre 300°C a
310°C por 2 horas adicionales. El crudo de reaccion es enfriado y precipitado
con una mezcla de tolueno-hexano (1:5), filtrado y lavandose varias veces
con hexano, para dar asi, las correspondientes 4-hidroxi-3-fenilcumarinas:
FCS-12 y FCS-13.

4-fenilcumarinas: todos estos derivados fueron sintetizados por el Método
de Peckman que consiste en la condensacion de un fenol o sus derivados,
con un B-ceto éster en medio acido manteniendo una temperatura de 0°C.
Por esta metodologia se pudieron obtener los siguientes compuestos: FCS-
15, FCS-17, FCS-18 y FCS-21.

3,4-dihidro-4-fenilcumarinas: los productos correspondientes a esta serie

fueron preparados utilizando un tratamiento con POCl; y BFs-Et;O en una
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atmésfera de nitrégeno o argén mantenida a 0°C y utilizando acido cinamico
permitié la obtencién de derivados 3,4-dihidro-4-fenilcumarina: FCS-38, FCS-
45, FCS-53 y FCS-81.

III. ESTUDIOS EXPERIMENTALES

A. ANIMALES

Ratas Sprague-Dawley machos (250-270 g), provenientes del Bioterio de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Panama.

Ratas SHR (Spontaneous Hypertensive Rats) y WKY (Wistar Kyoto)
provenientes de Harlan Sprague-Dawley Inc, Estados Unidos, fueron
mantenidas en el Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria.

Cada protocolo incluird un minimo de 6 animales.

Todos los animales se alimentaron con una dieta estandar (Massury®,
Canada) y se mantuvieron en jaulas en grupos de seis animales cada una con
acceso libre a la comida y la bebida. El tiempo de luz estuvo determinado por
ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, la temperatura se
mantenia a 22 + 1 oC,

Todos los procedimientos experimentales descritos en esta investigacion se
realizaron siguiendo las instrucciones del Manual “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” del Institute of Laboratory Animal Resources

(ILAR) of the National Research Council .
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B. MATERIALES Y METODOS
Equipo de cirugia
Micropipetas Labnet®
Balanza analitica OHAUS® modelo AP 210S
Balanza para animales
Computador LETICA® modelo LES007
Barios de 6rganos
Bafio de 6rganos LETICA® modelo LE 13206
Bafio de érganos Ugo Basile® 4050
Sistemas de registro
Transductores de fuerza (isométricos) TRI 201 LETICA®
Amplificador LETICA® modelo AMP 016/2
PowerLab/400 ADInstruments®
Poligrafo 2006 con preamplificadores 1SO 506 LETICA®
C. REACTIVOS
Acetilcolina Sigma®, Fenilefrina Sigma®, Noradrenalina Sigma®,Cloruro de
Potasio Sigma®, Cloruro de Sodio Sigma®, Cloruro de Potasio Sigma®, Cloruro
de calcio Sigma®, Sulfato de Magnesio Sigma®, Bicarbonato de Sodio Sigma®,
Glucosa Sigma®, Hidrégeno Monofosfato de Potasio Sigma®, L-NAME Sigma®,
Azul de metileno Sigma®, Indometacina Sigma®, Glibenclamida Sigma®,

Tetraetilamonio Sigma®, Propranolol Sigma®, Atropina Sigma®.
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Las muestras de los diferentes extractos de Marila pluricostata vy Marila
laxiflora fueron proporcionadas por el Centro de Investigaciones
Farmacognosticas de la Fiora Panamefia (CIFLORPAN) de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Panamd. Los productos fenilcumarinicos
naturales y derivados sintéticos que se evaluaron en este estudio fueron
producidos, caracterizados y proporcionados por el Departamento de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca.

D. PROCEDIMIENTOS GENERALES

En la realizacidon de los estudios de tamizado vascular de los diferentes
extractos de Marila laxiflora y Marila pluricostata, asi como de los derivados
fenilcumarinicos obtenidos de esta Ultima, se utilizaron ratas Sprague-Dawley
machos (250 + 270 g). Los animales son acondicionados y fueron mantenidos
bajo las condiciones especificadas anteriormente durante siete dias antes de
ser utilizadas en los experimentos.

Las ratas son ligeramente anestesiadas y sacrificadas por exanguinacién
carotidea. La arteria aorta fue rdpidamente removida y colocada en solucién
Krebs-Henseleit cuya composiciéon (mM) es: NaCl 118, KCi 4.74, CaCl; 1.8,
NaHCOs; 25, KH,PO; 1.2 vy Glucosa 11. La solucidn se mantiene
constantemente gaseada con una mezcla de gas carbdgeno (95% de O, y
5% de CO,) con la doble finalidad de mantener la oxigenacién y un pH de
7.4.

Con mucho cuidado, se procedio a la eliminacidén del tejido conective y graso
que rodea la aorta, cortandola en segmentos de aproximadamente 4 mm. A

través de la luz de cada segmento se introdujeron dos ganchos de acero
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inoxidable (Tissue Holder Letica®), uno se fij6 al bafio de érganos y el otro se
até al transductor isométrico TRI 201 Letica® que estd conectado a un
amplificar ISO 501 y a su vez a un poligrafo Letica® 2006. Cada anillo se
coloca en el bafio de 6rganos (Letica® modelo LE 13206), conteniendo 15 mL
de solucidbn Krebs-Henseleit a 36+1 ©°C. Los anillos fueron montados
ajustando la tensién basal a 2 g y se dejaron estabilizar durante 60 minutos,
renovando la solucidn nutricia cada 30 minutos y reajustando la tensidn
cuando fuera necesario.

E. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Efecto vasodilatador de los diferentes extractos de Marila laxiflora
y Marila pluricostata y derivados fenilcumarina en presencia de
contraccion inducida por la FE.

En todas las técnicas “in vitro” emplieadas en el estudio, se realizan curvas a
dimetilsulféxido (DMSO) que fue el agente utilizado para disolver todos los
extractos y compuestos.

Antes de realizar cualquier procedimiento en los anillos, se comprobéd la
existencia de endotelio mediante la adicién de una dosis submaxima de ACh
en presencia de una contraccidén inducida con 1X10® M de FE y considerando
que el endotelio esta intacto si la relajacién producida es > 60 % con relacion
a la contraccion.

Cada anillo fue expuesto a un solo producto a evaluar.

Después del periodo de estabilizacidn se adiciond una concentracién de
1X10°M de FE y en presencia del efecto maximo se realiza una curva

concentracion respuesta del extracto crudo afadiendo concentraciones
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crecientes en el bafio y esperando quince minutos entre cada administracion.
Para los extractos de Marila laxiflora se utilizaron concentraciones de 10-300
ug/mL; mientras que para Marila pluricostata las concentraciones empleadas
fueron de 1-30 pg/mL. En el caso de todos los derivados fenilcumarinicos
utilizaron tres concentraciones crecientes 1X10® M, 1X10° M y 1X10™* M. De
estos resultados se seleccionaron los extractos y compuestos con mayor
efecto relajante para realizar otras derivaciones protocolares. A partir de los
resultados obtenidos con los derivados fenilcumarinicos se seleccionaron los
productos con un mejor perfil de actividad para la dilucidacion de los posibles
mecanismos vasodilatadores.

2. Efecto hipotensor agudo de los extractos con mayor actividad
vasodilatadora de Marila laxiflora y Marila pluricostata.

Se utilizaron las ratas espontaneamente hipertensas (SHR) machos de ocho a
diez semanas de nacidas al igual que ratas normotensas de la cepa Wistar
Kyoto (WKY), con el fin de establecer y evaluar las diferencias que puedan
darse como consecuencia de la hipertension en ratas SHR. Durante una
semana previa al ensayo las ratas son colocadas en cepos, calentadas con un
flexo y sometidas a la presion ejercida por el aparato para determinar la
presion arterial, con la finalidad de minimizar el estrés en el animal.

Este método no traumatico para el animal determina los valores de PAS,
PAD, PAM y FC utilizando un detector infrarrojo que es colocado en la cola del
animal y ante la presion ejercida por el manguito neumatico transforma la
sefial mecanica en eléctrica, la cual es recogida en el computador modelo

LES007 LETICA®. Para mejorar la captacién de la sefial, la cola de los
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animales debe ser expuestas a un flexo durante unos cinco minutos con la
finalidad de favorecer la vasodilatacion.

El criterio para la validez de las medidas esta basado en la obtencién de cinco
valores consecutivos que no difieran en mas de 10 mm Hg entre si,
estableciendo el valor a considerar como la media de los cinco valores.

Un numero minimo de seis ratas por tratamiento recibieron ia administracion
intraperitoneal de los extractos de las plantas que presentaron el mayor
efecto hipotensor en estudios in vitro. Durante este protocolo se les
determinaron los parametros de presion arterial sistélica y diastdlica y
frecuencia cardiaca a los tiempos 1, 3 y 6 horas después de I|a
administracién. Simultaneamente se mantuvieron dos grupos controles: un
grupo SHR que recibid el vehiculo (control hipertenso) y otro grupo de ratas
WKY sin tratamiento (control normotensao).

3. Estudio de los mecanismos vasodilatadores de los derivados
sintéticos con mayor actividad.

a. Efecto vasodilatador de las fenilcumarinas sintéticas FCS-15, FCS-
18 y FCS-21 en presencia de contraccion inducida por KCI.

Después del periodo de estabilizacidon se adicionan 80 mM de KCI y en
presencia del efecto maximo se realiza una curva dosis respuesta del
producto afiadiendo en el bafio concentraciones crecientes desde 1X107° M,
1X10° M y 1X10* M y esperando un periodo de 15 minutos entre cada

adicion.
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b. Efecto vasodilatador de las fenilcumarinas sintéticas FCS-15, FCS-
18 y FCS-21 dependientes o independientes de la funcion endotelial.
Se utilizaron arterias cuyo endotelio fue removido pasando una aguja con
superficie rugosa a través del lumen del vaso y se repitid el procedimiento
descrito para los ensayos de actividad vascular.

La pérdida de la funciéon endotelial se comprobd por adicion de una dosis
submaxima de ACh, en presencia de contracciéon con FE. Los anillos de aorta
seleccionados fueron los que presentaron una relajacion menor del 10%.

El tejido se lava varias veces y se dejé estabilizar durante 60 minutos,
ajustando la tensién cada 30 minutos si fuese necesario.

Al bafio se afiade FE y en presencia de contraccion maxima se realizo la
curva dosis respuesta de cada producto a evaluar usando las concentraciones
descritas previamente.

c. Evaluacion de los posibles mecanismos endoteliales involucrados
en el efecto vasodilatador de las fenilcumarinas sintéticas FCS-15,
FCS-18 y FCS-21.

Una vez comprobada Ia'presencia del endotelio y luego del periodo de
estabilizacion de 60 min, la preparacion se incubdé con L-NAME (inhibidor de
la sintesis de NO) a una concentraciéon de 1 x 10™* M durante 20 minutos.
Posteriormente se adicioné FE y en presencia de contraccién méxima se
realiza la curva concentracion respuesta de cada producto.

Otra serie de experimentos fueron realizados utilizando el mismo protocolo,

solamente que en lugar de L-NAME, se incuba con indometacina 1 x 10° M
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durante 20 minutos, que tiene la capacidad de inhibir la dilatacidn
dependiente de la produccidén de prostaciclina.

Un tercer grupo de anillos fue incubado con azul de metileno a una
concentracién de 1 x 10 M. Este compuesto es un inhibidor de la guanilato
ciclasa soluble, cuyo efecto media la vasodilatacion inducida por diversas
sustancias, incluyendo al NO.

d. Evaluacion de la participacion de canales de potasio en el efecto
vasodilatador de las fenilcumarinas sintéticas FCS-15, FCS-18 y FCS-
21.

En anitlos de aorta con endotelio, se evalud si la incubaciéon con diferentes
blogueadores de canales de potasio influyen sobre el efecto vasodilatador de
las fenilcumarinas.

Después de transcurrido el periodo de estabilizacion de 60 min, las
preparaciones se incubaron con glibenclamida (inhibidor de los canales de
potasio dependientes de ATP) a una concentracion de 1 x 10°M durante 20
minutos o con tetraetifamonio (TEA) 1 x 102 M durante 20 minutos, que es
un bloqueador inespecifico de canales de potasio. Luego de! periodo indicado
se realiza la curva concentracion respuesta a cada fenilcumarina tal y como
se describi¢ previamente.

e. Efecto de atropina sobre la vasodilatacion inducida por las
fenilcumarinas sintéticas FCS-15, FCS-18, FCS-21

Este protocolo requirié de la comprobacién el endotelio; posteriormente el
tejido se lava y se estabiliza durante una hora. Acto seguido se afiade

Atropina 1X10® M y se incuba durante 20 minutos para luego obtener la
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curva concentracion respuesta de la fenilcumarina FCS-15, FCS-18 y FC5-21
en presencia de la contraccién inducida por 1 x 10° M de FE. E! blogueo con
atropina fue confirmado por la adicion de 1 x 10" M de ACh al bafio y no
observando respuesta alguna.

f. Efecto de propranolol sobre la vasodilatacion inducida por las
fenilcumarinas sintéticas FCS-15, FCS-18, FCS-21

Transcurrido el periodo de estabilizacién de 60 min, la preparacion se incubg,
durante 20 min. con una concentracion de 1 x 10® M de Propranolol.
Posteriormente se adicioné FE y cuando se alcanzod la contraccion maxima se
realizd la curva dosis respuesta de cada producto. E! bloqueo efectivoe con
propranolol fue demostrado por la adicion de 1 x 107 M de isoprotereno! sin
observar respuesta vasodilatadora.

g. Evaluacién del efecto de las fenilcumarinas sintéticas FCS-15, FCS-
18, FCS-21 sobre la curva concentracion respuesta a noradrenalina.
En diferentes anillos, después del periodo de estabilizaciéon se realizd una
curva dosis respuesta a Noradrenalina (desde 1X10™° M hasta 1X107% M)
hasta alcanzar el efecto maximo. Inmediatamente después, el tejido se lavo
y dejé estabilizar durante 60 minutos ajustando la tension.

Luego se afiadié al bafio la maxima concentraciéon (1X10™* M) de cada uno de
los derivados sintéticos, incubando durante 30 minutos, tiempo tras el cual
se realizd nuevamente la curva a NA. Cada anillo fue expuesto una sola vez a

cada producto.
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F. ANALISIS Y EXPRESION ESTADISTICA DE LOS RESULTADOS

Todos los valores utitizados en el anadlisis estaran expresados como promedio
+ el error estdndar de la media de 6 valores en cada grupo o protocolo.

Las comparaciones entre los diferentes grupos fueron realizadas utilizando el
Test de ANOVA de dos vias para graficas lineales considerando como
significativas cuado p<0.05. Utilizaremos para tales fines el GraphPad Prism®
4.0,

Para el efecto hipotensor agudo, los parametros evaluados fueron la presion
arterial media y frecuencia cardiaca. Estos resultados son expresados como
media aritmética + el error estandar de la media (EEM) de un minimo de 6
valores. Para comparar los valores obtenidos entre los diferentes grupos se
emplea el test de ANOVA seguido de “Bonferroni”, considerandose diferencias
significativas cuando p<Q,05. Utilizaremos en todas las tablas la siguiente

equivalencia: *= p<0,05 frente al grupo SHR.



RESULTADOS
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1. Actividad vascular de los extractos de Marila laxiflora y Marila
pluricostata

Como parte de los objetivos de este trabajo, estaba evaluar las acciones
vasodilatadoras de tres extractos de Marila /axiflora, cloroférmico hojas (H-
CHCI3), metandlico hojas (H-MeOH) y metandlico ramas (R-MeOH) y dos
extractos de Marila pluricostata diclorometano y metandlico hojas (H-CH,Cl,
y R-MeOH, respectivamente).

En el Cuadro IX podemos observar que dos de los extractos obtenidos de
Marila laxiflora produjeron un efecto vasodilatador significativo frente al
observado con DMSO, solvente empleado para la disolucién de los extractos.
El extracto R-MeOH fue el que presentd una mayor actividad (57.90 £ 2.48),
seguido por el H-CHCI; cuya actividad vasodilatadora fue ligeramente inferior
(48.25 + 6.09).

Con respecto a fa CEsp, no pudimos determinar si existen diferencias
significativas entre los extractos que generaron la maxima capacidad
vasodilatadora, ya que para realizar el cdlculo es recomendable que os
productos exhiban respeustas considerables (mayores del 60%) para evitar
errores con el programa empleado.

Por otra parte, determinamos que a concentraciones bajas el extracto H-
MeOH de esta planta, produce relajaciones menores que el grupc DMSO, sin
embargo con la concentracion de 300 mcg/ml, que fue la maxima
concentracién empleada, no se observan diferencias significativas entre el

extracto y el grupo control. (Figura 4)
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Ademas, pudimos observar que todos los extractos presentaron un efecto

reversible cuando el tejido fue nuevamente expuesto a la accidon

vasoconstrictora de la FE, lo que indica que los efectos observados no son

productos de una accién citotéxica, ya que la respuesta fue contractil fue

similar a la observada con anterioridad.

Cuadro IX. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Emax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDQS DE LAS
CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE DIFERENTES
EXTRACTOQS DE Marila laxifiora REALIZADAS EN AORTAS

DE RATAS SPRAGUE DAWLEY. '=p<0.05 frente a DMSO.
ND= NO DETERMINADO.

Extracto (% R:I:E);cién) (gc/E;DL)
DMSO 13.30 = 5.64 ND
H-CHCl; 48.25 % 6.09" ND
R-MeOH 57.90 + 2.48" 4.7X10°®

H-MeOH 21.94 £ 4,96 ND
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Fig. 4. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con diferentes extractos
de Marila laxiflora y dimetilsulféxido (DMS0)en anillos de aortas de
ratas Sprague Dawley precontraidos con FE 1x10°® M.
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En cuanto a la evaluaciéon de la actividad vascular de diferentes extractos
obtenidos de Marila pluricostata pudimos constatar que componentes de esta
planta también poseen actividad vasodilatadora significativa, que resultd ser
mavyor que la observada con los extractos de Marila laxifiora ensayados. Asi
como se observa en la Figura 5 y Cuadro X que resume los parametros
obtenidos de las curvas concentracion-respuesta. Ambos extractos, H-CH,Cl;
y R-MeOH mostraron una relajacion mayor del 90% sin que se observaran
diferencias entre ellos.
Cuadro X. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEsp) OBTENIDOS DE LAS
CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE DIFERENTES
EXTRACTOS DE Marila pluricostata REALIZADAS EN

AORTAS DE RATAS SPRAGUE DAWLEY. =p<0.05 frente a
DMSO. ND= NO DETERMINADO.

Emax CEso
Extracto (% Relajacién) (g/mL)
DMSO 13.30 + 5.64 ND
R-MeOH 92.80 + 4.76" 6.1X10°

H-CH,Cl, 95.60 + 2.40" 9.5x10°®
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Fig. 5. Curvas concentracién-respuesta obtenidas con diferentes extractos
de Marila pluricostata y dimetilsulféxido (DMS0) en anillos de
aortas de ratas Sprague Dawley precontraidos con FE 1x10° M.
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a. Actividad vascular del extracto de diclorometano de Marila

pluricostata en anillos sin endotelio.

Los resuitados obtenidos en anillos con endotelio intacto fueron sugerentes,

tanto que nos permitimos evaluar si el efecto vasodilatador generado por el

extracto de H-CH,Cl, de Marila pluricostata era mediada, en parte 0 en su

totalidad, por la funcién endotelial.

Tal como se observa en la Figura 6 y Cuadro XI, el efecto vasodilatador es

apenas del 29.43% en anillos con endotelio denudado.

Cuadro XI. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEsy) OBTENIDOS DE LAS
CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA DEL EXTRACTO
DICLOROMETADO DE LAS HOJAS DE Marila pluricostata
REALIZADAS EN AORTAS DE RATAS SPRAGUE DAWLEY

CON ENDOTELIO (E*) Y SIN ENDOTELIO (E’). '=p<0.05
frente a DMSO; ¥=p<0.05 frente a (E*). ND= NO

DETERMINADO.
e —
Emax CEso
Extracto (% Relajacién) (g/mL)
DMSO (E+) 13.30 % 5.64 ND
DMSO (E-) 11.06+ 7.15 ND
H-CHCl; (E+) 95.60 + 2.40" 9.5X10°®

H-CH,Cl; (E-) 29.43 + 8.06" ND
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Fig. 6. Curvas concentracién-respuesta obtenidas con el extracto
diclorometano de Marila pluricostata y dimetilsulféxido (DMS0) en
anillos de aortas de ratas Sprague Dawley con endotelio (E*) y sin
endotelio (E"), precontraidos con FE 1x10° M.
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2. Efecto hipotensor agudo de los extractos de las plantas del género
Marila.

Una vez determinadas las acciones vasculares de los diferentes extractos de
las plantas en estudio, se seleccionaron para los estudios “in vivo”, aquellos
extractos que presentaron un mayor efecto vascular, resultando de esta
seleccion el H-CHCl; y R-MeQH de la planta Marila laxiflora y los extractos H-
CH:CI; y H-MeOH de Marila pluricostata.

Los efectos cardiovasculares en ratas SHR, tras la administracion de 150
mg/Kg de los extractos de Marila laxiflora se resumen en el Cuadro XII y
XIII y las Figuras 7 y 8.

Partimos que los grupos poseen vaiores de PA y FC muy similares antes de
recibir ningun tratamiento.

Después de |la primera hora de administracion se observa que las ratas que
recibieron los extractos desarrollan una PAM inferior a la inicial, en tanto que
ias SHR controles muestran un incremento de este parametro en el tiempo.
Podemos observar que después de seis horas de tratamiento, las ratas que
recibieron H-CHsCl mantienen diferencias significativas con el grupo control,
pero esta desigualdad no es producida por un descenso real de la PAM, sino
mas bien por el incremento que desarrolla el grupo control. En cuanto a la
frecuencia cardiaca (FC) los extractos no presentaron efecto significativos.
Ninguno de los extractos redujo la PAM ni la FC de manera similar a los

parametros de las ratas WKY.
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Cuadro XII. EFECTOS SOBRE LA PRESION ARTERI:AL MEDIA
PRODUCIDOS POR LA ADMINSTRACION I.P., DE LOS
DIFERENTES EXTRACTOS DE Marila laxiflora EN RATAS
SHR. "=p<0.05 frente a CMC.

Extracto t=0 t=1 t=3 t=6
H-CHsCl 143.30 +4.79 140.40 + 3.33" 145.92 +6.05 137.52 +4.09'
R-MeOH 137.08 +3.70 131.74 +2.85" 144.88 +5.20 162.19 + 8.03
CMC 142.79 +5.89 152.99 +4,18 154.60 + 3.88 149.00 +4.37
WKYs 90.67 +1.85 92,57 +1.47 96.46 + 2.17 93.26+2.17
4 N
190 - —&—H-CHCI3
R-MeOH
—a—CMC

.. 170 1 —o—WKYs

o

= =

£

E 150 1

S

.E “\

°
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Fig. 7. Variacion de la presién arterial media (PAM) (mm Hg) en ratas
genéticamente hipertensas (SHR) tratadas con 150 mg/kg I.P. de
diferentes extractos de Marila laxiflora, SHR tratadas con el vehiculo
(CMCQC) y ratas normotensas (WKY).
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Cuadro XIII. EFECTOS SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA
PRODUCIDOS POR LA ADMINISTRACION I.P. AGUDA, DE
LOS DIFERENTES EXTRACTOS DE Marila laxiflora EN
RATAS SHR. '=p<0.05 frente a CMC.

Extracto t=0 t=1 t=3 t=6
H-CHsCl 400.33 +6.47 386.50+13.10 400.77 +6.66 412.83 +12.83
R-MeOH 395.40+13.42 391.87 +7.92 397.77 +8.78 411.90 + 3.71
CMC 407.28 + 20.84 405.48 +4.55 404.8 + 18.36 400.08 + 8.62
WKYs 337.58 +9.50 329.85+6.40 324.07 +5.34 314.87 + 3.85
43 N
460 —6—H-CHCI3
] R- MeOH
440 - —&—CMC
E 420 -
o
=
o 200 -
(8]
5
T 380 -
1]
($)
8B 360 -
%]
c
g
3 340
£
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Fig. 8. Variacion de la frecuencia cardiaca (FC) (ppm) en ratas
genéticamente hipertensas (SHR) tratadas con 150 mg/kg I.P. de
diferentes extractos de Marila laxiflora, SHR tratadas con el vehiculo
(CMC) y ratas normotensas (WKY).
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Por su parte, los extractos de Marila pluricostata presentan un efecto
hipotensor significativo que se manifiesta desde la primera hora hasta las 6
horas después de la administracion; sin embargo el efecto es mas intenso a
durante la primera hora tanto para H-CH;Cl; (133.93 + 2.75) como para el
extracto H-MeOH (127.84 + 4.07) en comparacion con el control (158.75 +
6.58). Los datos estan resumidos en el Cuadro XIV y la Figura 9.

Después de la primera hora de medicion, la FC se disminuyd
significativamente en el grupo que recibié el extracto H-MeOH para luego
aumentar durante las posteriores mediciones. Por su parte, el extracto H-
CH.Cl; produjo un decremento significativo de la FC durante todos periodos

de medicién, tal como se indica en el Cuadro XV y Figura 10.
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Cuadro XIV. EFECTOS SOBRE LA PRESION ARTERIAL MEDIA DE LA
ADMINSTRACION I.P., DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS

DE Marila pluricostata EN RATAS SHR Y WKY.
"=p<0.05 frente a CMC.

Extracto t=0 =1 t= 3 t=6

H-CH,Cl, 156.23+3.70 133.93+2.75" 144.19+4.97" 142.31+1.11"
R-MeOH 147.57 +5.53 127.84 +4.07" 143.09 +2.66" 133.25 +4.21"
TWEEN 155.4 + 3.88 158.75+6.58 160.22 +5.23 160.27 + 4.62

WKYs 90.67+ 1.85 92.57 +1.47 96.46 + 2.17 93.26 + 2.17
[ —o—CH2CI2 B
190 - - R-MeOH
—a—TWEEN
= —o—WKYs
£ 170
E 5
E
- 150 -
e
]
=
3 130 -
|
]
j =
< 110 -
c
O
(7]
o 0 Q_,_—a—«"'”—'_@\é
a
70 L] L] L] L] L] LJ L] L}
0 1 2 3 4 5 6 7
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_ y

Fig. 9. Variacioén de la presion arterial media (PAM) (mm Hg) en ratas
genéticamente hipertensas (SHR) tratadas con 150 mg/kg I.P. de
diferentes extractos de Marila pluricostata, SHR tratadas con el
vehiculo (CMC) y ratas normotensas (WKY).
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Cuadro XV. EFECTOS SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA DE LA
ADMINSTRACION I.P., DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS
DE Marila pluricostata EN RATAS SHR Y WKY. '=p<0.05
frente a TWEEN.

e e
Extracto t=0 t=1 t=3 t=6
H-CH,Cl, 383.37 +7.82 393.83 +12.51 369.77 +11.83 " 372.23 +14.61"
R-MeOH 387.43 +12.19 389.47 +14.96 411.67 +5.10 424.93 +4.73'
TWEEN  433.3+13.25 419.7 +11.36 412.25 +3.74 440.9 +8.62

WKYs 337.58 + 9.50 329.85+6.40 324.07 +5.34 314.87 + 3.85

—o—CH2CI12
R-MeOH

—a— TWEEN

—o—WKYs

Frecuencia cardiaca (ppm
w
8 8
|

3 .
340 4
320 4
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Fig. 10. Variacion de la frecuencia cardiaca (FC) (ppm) en ratas
genéticamente hipertensas (SHR) tratadas con 150 mg/kg I.P. de
diferentes extractos de Marila pluricostata, SHR tratadas con el
vehiculo (TWEEN) y ratas normotensas (WKY).
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3. Screening de la actividad vascular de diferentes productos,
naturales y de sintesis, obtenidos del extracto diclorometano de
Marila pluricostata

Como se sefald en el capitulo de la Metodologia, los productos naturales
obtenidos de Marila pluricostata, asi como la obtencion de los productos de
sintesis, fue realizada en el Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la
Universidad de Salamanca, Espafa; por el Dr. Dionisio Olmedo, bajo la
orientacion y tutoria del Dr. José Luis Lopez-Pérez.

Las estructuras quimicas correspondientes para cada uno de los productos,

naturales y de sintesis, evaluados se observan en los Cuadro XVI y XVII.



Cuadro XVI.

ESTRUCTURAS Y PESOS MOLECULARES (PM) DE LAS
Fenilcumarinas DE ORIGEN NATURAL (FC)

| CLAVE USAL ESTRUCTURAS CLAVE USAL ESTRUCTURAS
® e
O OH
O
X
FC-1 O HO 0”0
HO oo FC-11 Ho
|
_ FC-12/13
FC-1a Mezcla
I '—
FC-3 FC-15
FC-4 FC-16
i PM 378




Cuadro XVII.
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ESTRUCTURAS Y PESO,S MOLECULARES (PM) DE LAS
Fenilcumarinas DE SINTESIS (FCS)

CLAVE USAL ESTRUCTURAS CLAVE USAL ESTRUCTURAS
;.‘
e
FCs-11 O FCS-21
HGC O 0
PM 238
9e
=
FCS-12 - O FCS-38
(o) Q O
PM 268
® L
FCS-15 O Q FCS-45 O
8]
HO o ¥o ( O
o 0" 0o
PM 238 PM 284
® o4
3O
FCS-17 Ho § FCS-53 HO oo
O o O
HO o] [o]
PM 254 PM 462
C e
FCS-18 FCS-54 O BN
o x
( O HO 0 o
G (o)t
PM 266 PM 462
FCS-81 [0
o] (o] O
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De los productos naturales evaluados pudimos observar actividades
vasculares variables como se describe el Cuadro XVIII. En este sentido,
como se observa en la Figura 11, los productos FC-1a y FC-15 muestran
una tendencia hacia la generacion de actividad contractil.

Otros productos naturales evaluados bajo el mismo protocolo de actividad
vascular, en anillos de ratas Sprague Dawley, desarrollaron diferentes grados
de actividad vasodiladora, asi observamos que FC-16 y FC-4 generaron una
respuesta entre el 21 y 26% de relajacion (Figura 12); mientras que FC-
12/13 alcanzd un efecto vasodilatador cercano al 40% (Figura 13).

Los efectos vasodilatadores mas significativos observados con las
fenilcumarinas de origen natural fueron generados por FC-11, FC-1 y FC-3,
en ese mismo orden de efectividad (Figura 14).

Después de exponer el tejido a cualquiera de estos ultimos tres (3)
productos, se observd una peérdida total de la reactividad frente a una nueva
contraccion con FE, lo que hace denotar que, aunque pudieran existir efectos
vasculares importantes, no se pueden diferenciar de las posibles acciones
citotdxicas posiblemente generadas por los productos. Este resultado hace
que no se pueda ahondar en los mecanismos de accién posiblemente

implicados en la respuesta vascular observada.
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Cuadro XVIII. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDAS DE LAS
CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE
FENILCUMARINAS NATURALES AISLADAS DE Marila
pluricostata EN ANILLOS DE AORTA DE RATAS SPRAGUE
DAWLEY CON ENDOTELIO, PRECONTRAIDAS CON FE 1x10°
® M. '=p<0.05 frente a DMSO. ND= NO DETERMINADO.

Producto (XE-I!AEX.S) CEso (M)
FC-1a -0.75 + 8.85 ND
FC-15 -13.45 + 11.73 ND
FC-4 26.34 + 6.017 ND
FC-16 21.12 + 4.027 ND

FC-12/13 39.17 + 8.78" ND
FC-3 79.89 + 4.94" 8.16X107
FC-1 91.92 + 3.30° 3.50X10°®
FC-11 97.71 + 0.84" 4.74X10°¢
DMSO 4.93 +1.84" ND
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Fig. 11. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con las fenilcumarinas
naturales FC-1a, FC-15 y dimetilsulféxido (DMSO0) en anillos de
aorta de ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con FE
1x10°° M.
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Fig. 12. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con las fenilcumarinas
naturales FC-4, FC-16.y dimetilsulféxido (DMS0) en anillos de
aorta E'de ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con FE
1x10™ M.
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Fig. 13. Curva concentracion-respuesta obtenida con la fenilcumarina
natural FC- 12/13 y dimetilsulféxido (DMS0) en anillos de aorta de
ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con FE 1x10°®
M.
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Fig. 14. Curvas concentracién-respuesta obtenidas con las fenilcumarinas
naturales FC-1, FC-3, FC-11 y dimetilsulféxido (DMSO0) en anillos
de aorta de ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con
FE 1x10°° M.
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Lo que respecta a las fenilcumarinas de sintesis, el perfil de actividad
vascular fue igualmente variable. Como se muestra en el Cuadro XIX, sélo
uno de los productos, especificamente el FCS-38, mostrd actividad contractil
significativa (Figura 15), el resto de los productos evaluados desarrollaron
un efecto vasodilatador que fue mayor del 85 % para FCS-15, FCS-18, FCS-
21 y FCS-81. Para el resto de los productos ensayados se observd un perfil
de eficacia menor que las fenilcumarinas ya mencionadas; aunque el efecto
vasodilatador también fue significativo con respecto al control DMSO, a
excepcion de FCS-53 que presento la menor respuesta. Las Figuras 16, 17
y 18 presentan estos resultados.
Cuadro XIX. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE

CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDAS DE LAS

CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE

FENILCUMARINAS SINTETICAS EN ANILLOS DE AORTA DE

RATAS SPRAGUE DAWLEY CON ENDOTELIO, PRECONTRAIDAS
CON FE 1x10°° M. "=p<0.05 frente a DMSO. ND= NO

DETERMINADO.
—————————————— . ————————————————
Producto Emax CE
(X + E.S) 50
FCS-38 -85.10 + 20.84" ND
FCS-11 28.41 + 6.53" ND
FCS-12 30.21 = 8.37" ND
FCS-53 10.25 + 5.95 ND
FCS-17 57.34 + 7.69" 6.51X107°
FCS-45 44.50 + 4.87" ND
FCS-15 91.76 + 2.65" 1.38X107°
FCS-18 85.31 + 4.86" 6.74X10°®
FCS-21 89.92 + 4.12" 6.46X10°¢
FCS-54 75.11 +7.11" 4.00X107°
FCS-81 85.51 + 2.61" 4.74X10°°

DMSO 493 +1.84" ND
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Fig. 15. Curva concentracién-respuesta obtenida con la fenilcumarina de
sintesis FCS-38 y dimetilsulféxido (DMS0) en anillos de aorta de
ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con FE 1x10°
M.
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Fig. 16. Curvas concentracidon-respuesta obtenidas con las fenilcumarinas
de sintesis FCS-11, FCS-12, FCS-53 y dimetilsulféxido (DMS0) en
anillos de aorta de ratas Sprague Dawley con endotelio
precontraidos con FE 1x10° M.
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Fig. 17. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con las fenilcumarinas

de sintesis FCS-17, FCS-45 y dimetilsulféxido (DMS0), en anillos
de aortas de ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos
con FE 1x10°° M.
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Fig. 18. Curvas concentraciéon-respuesta obtenidas con las fenilcumarinas
de sintesis FCS-15, FCS-18, FCS-21, FCS-54, FCS-81 y
dimetilsulféxido (DMSO0), en anillos de aorta de ratas Sprague
Dawley con endotelio precontraidos con FE 1x10° M.
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4. Descripcion de los mecanismos de accion implicados en la
actividad vascular de fenilcumarinas sintéticas con mejor perfil

Como hemos observado en este grupo de experimentos, fueron las
fenilcumarinas de sintesis FCS-15, FCS-18, FCS-21, FCS-54 y FCS-81 las que
generaron un mayor efecto vasodilatador. Dada la similitud en la respuesta
maxima, reversibilidad del efecto relajante y relacién estructural
seleccionamos tres (3) fenilcumarinas de sintesis que fuesen evaluadas en
ensayos para profundizar y conocer sobre los posibles mecanismos de accién
implicados en la actividad vascular desarrollada. Bajo este precepto
seleccionamos los compuestos FCS-15, FCS-18 y FCS-21.

a. Efecto vascular de FCS-15, FCS-18 y FCS-21 en contracciéon
inducida por KCI

El comportamiento vasodilatador de los productos puede variar de acuerdo al
tipo de agente vasoconstrictor empleado, por lo que parte de los protocolos
descritos para corroborar las acciones, es medir la capacidad dilatadora no
solo frente a FE, si no también frente a KCl. En esta serie de experimentos
pudimos observar que al contraer los anilios con esta sal, la actividad
vasodilatadora maxima de los compuestos FCS-15, FCS-18 y FCS-21  se
reduce de manera significativa cuando se compara con el efecto
vasodilatador desarroliado en aortas contraidas con FE (Cuadro XX y
Figuras 19, 20 y 21). La reduccién mas significativa se observé con FC5-18
que al ser ensayado frente a una contraccion con FE desarrolld un efecto
maximo de 89.9% de relajacion, en comparacion con la actividad maxima

frente a KCl que fue de 50.8% (A 47.1%). Como ya se menciond, FCS-15 y
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FCS-21 también desarroliaron una menor relajacién en anillos precontraidos
con KCl, presentando una diferencia de 33.7 y 42.8% respectivamente, con

respecto al efecto generado frente a FE.

Cuadro XX. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEsp) OBTENIDAS A PARTIR DE
LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE
FENILCUMARINAS SINTETICAS EN ANILLOS DE AORTA CON
ENDOTELIO, PRECONTRAIDAS CON FE 1x10° M O CON 80
mM KCl. '=p<0.05; *=p<0.05 frente a FE. ND= NO

DETERMINADO.
Producto FE KCI
Emax CEso (M) Emax CEsg (M)
FCS-15 91.76 + 2.65" 1.38X10™° 58.11 + 3.46'Y 7.48X107°
FCS-18 85.31 + 4.86" 6.74X10°% 34.49 + 3.74™ ND
FCS-21 89.92 +4.12" 6.45X10° 42.76 + 3.99" ND
DMSO + FE 4.93 + 1.84 ND  memeem e

DMSO + KCI ~ --=----  —=-oee- 2.36 £ 1.53 ND
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Fig. 19. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina
de sintesis FCS-15 y y dimetilsulféxido (DMS0) en anillos de aorta
de ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con FE 1x10°
® M o con KCI 80 mM.
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Fig. 20. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina
de sintesis FCS-18 y dimetilsulféxido (DMS0) en anillos de aorta de
ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con FE 1x10°¢ M
o con KCI 80 mM.



109

4 N
-20 -
-10 i
0
10 |
T 20
o
N
: 30 |
O
T 40 -
-
L) 50
0]
o 60
' —&—FCS-21 (FE)
70 —»—FCS-21 (KCI)
80 .| —a&— DMSO (FE)
—e—DMSO (KCI)
90 -
1ooL— — -———— = — = —— — —
FE 1E-06 1E-05 1E-04
Concentracion (M)
\ J
Fig. 21. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina

de sintesis FCS-21 y dimetilsulféxido (DMS0), en anillos de aorta
de ratas Sprague Dawley con endotelio precontraidos con FE 1x10°
® M o con KCI 80 mM.
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b. Efecto vascular de FCS-15, FCS-18 y FCS-21 en anillos de aorta con
endotelio denudado

Después de determinar la actividad vasodilatadora, nuestro objetivo fue
dilucidar si dicha actividad era mediada, en su totalidad o en parte, por la
funcidn endotelial. Para lograr este objetivo se realizaron curvas
concentracién-respuesta en anillos de aorta con endotelio denudado y se
observd que el efecto vasodilatador maximo para el compuesto FCS-15 se
mantiene, sin embargo, observamos ligera variacién en cuanto a la CEsg, que
en anillos con endotelio intacto fue de 1.38X10” M, mientras que en anillos
de aorta sin endotelio fue de 2.29X10® M. (Figuras 22, 23 y 24)

La ausencia de la funcion endotelial afectd significativamente la actividad
vasodilatadora maxima del FC5-18. Se observa en el Cuadro XXI, que en
anilios de aorta con endotelio el efecto maximo aicanzado con FCS-18 fue de
85.3% de relajacidén y en anillos a los que se les retira la capa endotelial
dicha actividad se reduce en aproximadamente un 49%, io que refleja que
parte del efecto de este compuesto depende de componentes dilatadores
derivados del endotelio.

La dilatacién arteriolar por FCS-21 en anillos sin endotelio se modificd en
cuanto al Emax y CEsg (Cuadro XXI). Obsérvese una ligera pero significativa
reduccién del efecto vasodilatador cuando se retira el endotelio. En relacion a
la CEso, Se& observa que en prevalencia de la funcidn endotelial fue de

6.45X10® M y en ausencia de dicha funcion la CEsg fue de 3.08X107° M.
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Cuadro XXI. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Euax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEsp) OBTENIDAS A PARTIR DE
LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE
FENILCUMARINAS SINTETICAS EN ANILLOS DE AORTA CON
ENDOTELIO PRESENTE (E') Y DENUDADO (E) CONTRAIDOS
CON FE 1x10°® M. '=p<0.05 frente a DMSO; *= p<0.05 frente
a E*. ND = NO DETERMINADO

Producto Emax CEsp (M) Emax CEsp (M)
E* E

FCS-15 91.76 + 2.65" 1.38X10° 89.16 £ 5.35" 2.29X10°°

FCS-18 85.31 + 4.86" 6.74X10° 36.33 £ 4.46" ND

FCS-21 89.92 + 4.12" 6.45X10° 78.08 £ 5.95' 3.08X10°

DMSO + FE 4.93 + 1.84 ND 3.30 + 6.66 ND
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Fig. 22. Curvas concentracién-respuesta obtenidas con la fenilcumarina
de sintesis FCS-15 en anillos de aorta de ratas Sprague Dawley
con egdotelio presente(E*) o denudado (E") precontraidos con FE
1x10™ M.



113

Relajacién (%)
8

—&—FCS-18 (E+)

FCS-18 (E-)
80 —A—DMSO (E+)
o0 | —A—DMSO (E-)
100 —— y — ' S
FE 1E-06 1E-05 1E-04
Concentracion (M)
\_ y,

Fig. 23. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina
de sintesis FCS-18 en anillos de aorta de ratas Sprague Dawley
con egdotelio presente(E") o denudado (E’) precontraidos con FE
1x10™° M.
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Fig. 24. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina
de sintesis FCS-21 y dimetilsulféoxido (DMS0) en anillos de aorta de
ratas Sprague Dawley con endotelio presente (E*) o denudado (E")
precontraidos con FE 1x10°¢ M.
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¢. Dilucidacion de los mecanismos implicados en el desarrolio del
efecto vascular generado por FCS-15, FCS-18 y FCS-21 en anillos de
aorta

En vista que cuando a los anillos de aorta se les retird el endotelio, la
actividad vascular de las fenilcumarinas ensayadas se modificaron en uno o
ambos parametros a saber, Emax o CEso, se considera de interés poder
determinar cual o cuales de los factores derivados o dependientes del
endotelio podrian estar implicados en el desarrolio de la vasodilatacion
arterial por FCS-15, FCS-18 y FCS-21.

Para lograr este objetivo se emplearon los protocolos de realizacién de curvas
concentracion-respuesta en anillos de aorta fueron incubados con L-NAME,
un inhibidor de la dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), Indometacina,
inhibidor de la sintesis de prostaciclina o azul de metileno que inhibe la
enzima guanilato ciclasa soluble (GCs).

Todos los protocolos de incubacién modificaron ta CEsy del FCS-15, tal y
como se muestra en el Cuadro XXII y Figura 25 sin embargo, sélo la
inhibicion de NOS por L-NAME o el bloqueo de GCs por Azul de metileno
modifican ligeramente la respuesta vasodilatadora maxima, donde se
observd un 91.76 % en los anillos no incubados frente al 81.94% y 78.18 %

de respuesta maxima, respectivamente.
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Cuadro XXII. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-15 EN ANILLOS DE AORTA
CON ENDOTELIO E INCUBADOS CON L-NAME,
INDOMETACINA O AZUL DE METILENO PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°® M. '=p<0.05 frente a anillos sin incubacion.

Producto (inMAEx.S) CEso (M)
FCS-15 (E', SIN INCUBACION) 91.76 + 2.65 1.38X107°
L-NAME (1x10™* M) 81.94 £ 6.92 3.69X10°5
INDOMETACINA (1x107° M) 92.71 + 3.48 2.54X10°

AZUL DE METILENO (1x10° M)  78.18 % 5.58' 6.22X10°
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Fig. 25. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina
de sintesis FCS-15 en anillos de aorta de ratas Sprague Dawley
con endotelio (E*) e incubados con L-NAME, Indometacina
(INDO) o Azul de metileno (AM) precontraidos con FE 1x10° M.
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Cuando estos protocolos fueron utilizados para definir las acciones
farmacologicas del FCS-18 se observd gue la sola inhibicién de eNQOS o por su
parte, la inhibicion de la GCs, logra abolir practicamente en su totalidad, el
efecto dilatador maximo de este compuesto. Como se muestra en el Cuadro
XXIII, el Emax generado por FCS-18 fue de 85.3% en anillos controles y
cuando los anillos fueron incubados con L-NAME o Azul de metileno, los Emax
fueron de 22.8% y 24.9%, respectivamente. Por su parte, la inhibicién de la
sintesis de prostaciclina tiende a reducir el Emax, ademas de modificar
significativamente la CEso del efecto dilatador por FCS-18. La Figura 26
presenta estos resuitados.
Cuadro XXIII. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONC!ENTRACION—RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-18 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDOTELIO E INCUBADQOS CON L-N,f-\IV!E‘r
INDOMETACINA Q AZUL DE METILENO PRECONTRAIDOS

CON FE 1x10°® M. "=p<0.05 frente a anillos sin
incubacién. ND = NO DETERMINADO

Producto (XE;AE.S) CEso
FCS-18 (E*, SIN INCUBACION) 85.31 + 4.86 6.74X10°
L-NAME (1x10™* M) 22.76 + 2.64" ND
INDOMETACINA (1x10°° M) 70.98 £ 9.32 3.46X10°®

AZUL DE METILENO (1x107° M) 24.91 + 3.36" ND
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Fig. 26. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina

de sintesis FCS-18 en anillos de aorta de ratas Sprague Dawley
con endotelio (E*) e incubados con L-NAME, Indometacina
(INDO) o Azul de metileno (AM) precontraidos con FE 1x107¢ M.
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El efecto maximo observado con FCS-21 en condiciones de normalidad
{anillos con endotelio sin protocolos de incubacion o inhibicidén) fue de 89.9%
y el mismo se modifica al incubar con L-NAME o Azul de metileno, donde los
Emax alcanzados fueron de 58.1% y 58.9%, respectivamente, 10 que refleja
una reduccion de aproximadamente el 30% del efecto vasodilatador, que
para ambos casos es significativa. Cuadro XXIV y Figura 27
De manera similar a lo observado con FCS-18, la Indometacina sdlo modifica
significativamente la CEsp (6.46X10° M vs. 1.95X107® M), sin afectar el Emax
generado por el FCS-21.
Cuadro XXIV. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Emax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-21 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDQTELIO E INCUBADOS CON L-NAME,

INDOMETACINA O AZUL DE METILENO PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°® M. "=p<0.05 frente a anillos sin

incubacion.
Emax
Producto (X + E.S) CEso (M)
FCS-21 (E*, SIN INCUBACION) 89.92 + 4.12 6.46X10°
L-NAME (1x10™* M) 58.10 + 2.16" 6.81X10°°
INDOMETACINA (1x105 M) 86.33 + 1.62 1.95X10°°

AZUL DE METILENO (1x10° M)  58.87 £ 4.19' 7.15X107
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Fig. 27. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina
de sintesis FCS-21 en anillos de aorta de ratas Sprague Dawley
con endotelio (E*) e incubados con L-NAME, Indometacina
(INDO) o Azul de metileno (AM) precontraidos con FE 1x10° M.
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Para demostrar si los canales de K* estaban o no implicados en el desarrolio
de actividad vasodilatadora de la fenilcumarinas ensayadas, anillos de aorta
fueron incubados con diferentes antagonistas de canales de K*, incluyendo
tetraetilamonio (TEA) que bloquea canales de K' dependientes de calcio de
manera no especifica y glibenclamida (Gli) que bloquea canales de K*
sensibles a ATP.
Después de la exposicién previa al antagonista de canales de K™ sensibles a
ATP, la curva concentracidon-respuesta a FCS-15 permanecié inalterada, sin
cambios de interés ni en el Emax ni en la CEsy. Por otra parte, la incubacion
con TEA (Cuadro XXV y Figura 28 Y 29), aunque no modifico el Emax del
FCS-15, si indujo un cambio ligero sobre la CEs,, que en anilios bajo
condiciones de normalidad fue de 1.38X10° M, en comparacidon con
2.21X10° M que se obtiene en la curva concentracién-respuesta a este
compuesto.
Cuadro XXV. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CI;so) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-15 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDOTELIO E INCUBADOS CON

GLIBENCLAMIDA O TETRAETILAMONIQO PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°® M. "=p<0.05 frente a anillos sin

incubacién.
Producto Emax CE
, (X + E.S) 50
FCS-15 (E', SIN INCUBACION) 91.76 + 2.65 1.38X107°
GLIBENCLAMIDA (1x107° M) 95.64 + 1.05 2.13X10°

TETRAETILAMONIO (1x102 M)  95.43 + 1.41 2.21X10°°
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Fig. 28. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina de
sintesis FCS-15, en anillos de aortas de ratas Sprague Dawley con
endotelio (E*) e incubados con Gli 0 TEA y posteriormente
contraidos con FE 1x10¢ M.
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Fig. 29. Efecto de relajacion maxima obtenida con FCS-15 en anillos con
endotelio sin incubar (E), incubados con glibenclamida (Gli) e
incubados con tetraetilamonio (TEA).
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De manera similar a lo observado con FCS-15, en anillos con endotelio
intacto, TEA modifica la CEsp para FC5-18 (Cuadro XXVI y Figuras 30 vy
31) y FCS-21 (Cuadro XXVIly Figuras 32 y 33), sin afectar el Emax que
se mantiene muy similar al observado en anillos sin exposicién previa al
antagonista de canales de K*. La incubacién con Glibenclamida no modifico
ninguno de los parametros de las curvas concentracion-respuesta obtenidas

con estas dos fenilcumarinas.

Cuadro XXVI. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEsy) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-18 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDOTELIO E INCUBADOS CON
GLIBENCLAMIDA O TETRAETILAMONIO PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°® M. "=p<0.05 frente a anillos sin

incubacion.
Emax
Producto , (X + E.S) CEso (M)
FCS-18 (E*, SIN INCUBACION) 85.31 + 4.86 6.74X10°
GLIBENCLAMIDA (1x10°5 M) 85.36 + 5.94 5.81X10°

TETRAETILAMONIO (1x102 M)  83.27 + 3.20 2.64X10°°
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Fig. 30. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina de
sintesis FCS-18, en anillos de aortas de ratas Sprague Dawley con
endotelio (E*) e incubados con Gli o TEA y posteriormente
contraidos con FE 1x10°® M.
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Fig. 31. Efecto de relajacion maxima obtenida con FCS-18 en anillos con

endotelio sin incubar (E*), incubados con glibenclamida (Gli) e
incubados con tetraetilamonio (TEA).
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Cuadro XXVII. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Ewax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-21 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDOTELIO E INCUBADOS CON '
GLIBENCLAMIDA O TETRAETILAMONIO PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°° M. '=p<0.05 frente a anillos sin

incubacién.
- _ _ _ __ __ __ ___ __ __ _ _ _ __ __ _ _ _ __ __  __ _ _ _ _ _ __ __  __ __  __ _ __ _  _ _ __ ___]
Emax
Producto ’ (X + E.S) CEso (M)
FCS-21 (E, SIN INCUBACION) 89.92+4.12 6.46X10°®
GLIBENCLAMIDA (1x107° ™) 94.78 £ 3.19 6.24X107

TETRAETILAMONIO (1x1072% M) 87.12 + 2.78 1.59X107
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Fig. 32. Curvas concentracidn-respuesta obtenidas con la fenilcumarina de
sintesis FCS-21, en anillos de aortas de ratas Sprague Dawley con
endotelio (E") e incubados con Gli o TEA y posteriormente
contraidos con FE 1x10° M.
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Fig. 33. Efecto de relajacion maxima obtenida con FCS-21 en anillos con
endotelio sin incubar (E*), incubados con glibenclamida (Gli) e
incubados con tetraetilamonio (TEA).



128

d. Determinacion de otros posibies mecanismos implicados en el

desarrollo del efecto vascular generado por FCS-15, FCS-18 y FCS-21

en anillos de aorta dependiente de estimulacion muscarinicos o beta-

adreneérgicos.

Este objetivo se realizo incubando anillos de aorta de rata con endotelio con

una sola concentracién 1X10™° M de Atropina (ATROP) para antagonizar los

receptores muscarinicos o propranolol (PROP), antagonista de receptores

beta-adrenérgicos a una concentracién 1X10° M.

Para el derivado cumarinico FCS-15, tanto la incubacién con atropina como la

de propranolol no producen diferencias significativas en Emax, ni en CE50

(Cuadro XXVIII y Figura 34)

Cuadro XXVIII. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Euax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEso) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONQENTRACION—RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-15 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDOTELIO E INCUBADOS CON

ATROPINA O PROPRANOLOL PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°° M. "=p<0.05 frente a anillos sin

incubacién.
. . ]
Ewmax
Producto | (X + E.S) CEso (M)
FCS-15 (E+, SIN INCUBACION) 91.76 + 2.65 1.38x10°
ATROPINA (1x10°¢ M) 88.63 £ 8.15 2.07X10°®

PROPRANOLOL (1x10° M) 81.64 +11.49 1.97X107°
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Fig. 34. Curvas concentracidn-respuesta obtenidas con la fenilcumarina de

sintesis FCS-15, en anillos de aortas de ratas Sprague Dawley con
endotelio (E*) e incubados con Atropina o Propranolol
precontraidos con FE 1x10% M.
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Por su parte, FCS-18 al estar en presencia de atropina se modifica el Emax
(85.31% vs. 64.58%), ademas de incrementar la CEss comparado con anillos
sin bloqueadores. La presencia de propranolol no ejerce efectos sobre la
accidn vasodilatadora de FCS-18. Los resultados estdn resumidos en el

Cuadro XXIX y Figura 35.

Cuadro XXIX. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Eyax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEsp) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONC'ENTRACI(’JN-RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-18 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDOTELIO E INCUBADOS CON
ATROPINA O PROPRANOLOL PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°® M, '=p<0.05 frente a anillos sin

incubacion.
L . _ _ _  — — — — — — — " — — — — _— _— _ _— — _ _— _ __ _ ]
Producto Emax CE
, (X + E.S) S0
FCS-18(E+, SIN INCUBACION) 85.31 + 4.86 6.74X10°
ATROPINA (1x10° M) 64.58 + 14.71 2.86X107°

PROPRANOLOL (1x10°¢ M) 82.48 + 8.99 7.24X10°
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Fig. 35. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina de
sintesis FCS-18, en anillos de aortas de ratas Sprague Dawley con
endotelio (E*) e incubados con Atropina o Propranolol
precontraidos con FE 1x107° M.
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El efecto de FCS-21 se incrementa por la presencia de atropina, aumentando
el Emax (89.82 % vs. 109.54 %) y con una ligera modificaciéon de la CEsg
(6.46X10° M vs. 1.56X10° M). En el caso del propranolol, este agente
modifica el Emax, sin causar modificaciones considerables de ia CEsq. En el

Cuadro XXX y la Figura 36 se muestran los detalles.

Cuadro XXX. VALORES MAXIMOS DE RELAJACION (Emax) Y DE
CONCENTRACION EFICAZ 50 (CEsp) OBTENIDAS A PARTIR
DE LAS CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA DE LA
FENILCUMARINA SINTETICA FCS-21 EN ANILLOS DE
AORTA CON ENDOTELIO E INCUBADOS CON
ATROPINA O PROPRANOLOL PRECONTRAIDOS
CON FE 1x10°® M. '=p<0.05 frente a anillos sin

incubacion.
Emax
Producto (X + E.S) CEso (M)
FCS-21 (E+, SIN INCUBACION) 89.92 + 4.12 6.46X10°
ATROPINA (1x10° M) 109.54 + 2.36" 1.56X10°°

PROPRANOLOL (1x107° M) 104.10 + 4.94" 2.01X10°
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Fig. 36. Curvas concentracion-respuesta obtenidas con la fenilcumarina de
sintesis FCS-21, en anillos de aortas de ratas Sprague Dawley con
endotelio (E*) e incubados con Atropina o Propranolol
precontraidos con FE 1x10°® M.
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e. Evaluacion del efecto de las fenilcumarinas sintéticas FCS-15, FCS-
18, FCS-21 sobre la curva concentracidon respuesta a noradrenalina.
Para evaluar si los compuestos 4-fenilcumarinas ejercieran efecto sobre la

contracciéon inducida por NA, procedimos a realizar curvas concentracion
respuesta a este agente en presencia de los productos.
En estos experimentos los tres productos ensayados FCS-15, FCS-18 y FCS-
21 a concentraciones de 1 X 10™ M, inhibieron de manera significativa la
curva concentracion respuesta a NA en anillos de aorta; siendo FCS-15 vy
FCS-21 los que mayor efecto inhibitorio poseen (Ver Cuadro XXXI vy
Figuras 37, 38 y 39)
Cuadro XXXI. VALORES MAXIMOS DE CONTRACCION (Ewax) OBTENIDAS
A PARTIR DE LA CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA A NA
EN PRESENCIA DE 1X10™ M DE LAS FENILCUMARINAS
SINTETICAS FCS-15, FCS-18 Y FCS-21 EN ANILLOS DE

AORTA CON ENDOTELIO. "=p<0.05 frente a anillos sin
incubacion.

Efecto maximo de NA en presencia de

Producto derivados 4-fenilcumarinas
(X + E.S)
Control 100+ 0
FCS-15 10.7 + 2.69"
FCS-18 64.9 + 20.16"

FCS-21 31.9+ 125"
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Fig. 37. Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de
fenilcumarina de sintesis FCS-15 en anillos de aortas de ratas
Sprague Dawley con endotelio.
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Fig. 38. Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de
fenilcumarina de sintesis FCS-18 en anillos de aortas de ratas
Sprague Dawley con endotelio.
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Fig. 39. Curvas concentracién-respuesta a NA en presencia de
fenilcumarina de sintesis FCS-21 en anillos de aortas de ratas
Sprague Dawley con endotelio.
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El presente estudio investigd, por primera vez, el efecto relajante vascular de
diferentes extractos de plantas del género Marila. En la primera parte de la
investigacién realizamos un screening para determinar la capacidad de los
extractos, acumulativamente adicionados al bafio de ¢érgano aislado, para
inducir relajacion frente a las contracciones causadas por el agonista de
receptores a;, FE en anillos de aorta aislada.

Nuestros resultados demuestran claramente que los extractos de Marila
laxiflora y Marila pluricostata exhiben, efecto vasodilatador de manera
concentracion dependiente en anillos con endotelio funcional vy
estadisticamente significativo comparado con el vehicuio DMSO.

Es importante denotar, que en el caso de los extractos de Marila laxifora, se
observo un ligero efecto relajante para el extracto H-MeQOH; mientras que los
extractos H-CHCl; y R-MeOH presentaron el mayor efecto.

Por su parte, los extractos de Marila pluricostata, fueron los que mostraron la
mayor intensidad de efecto (mayor del 90%), lo que sugiere que los
compuestos presentes en esta planta ejercen una marcada actividad.
Ademas, cabe sefialar que segun nuestros resultados, los extractos de Marila
pluricostata muestran una mayor potencia, referenciado por las diferentes
CEso obtenidas.

Ninguno de estos extractos generd efectos irreversibles pues en todos los
casos el tejido respondié a la estimulacién con el agente contracturante,
después de la exposicion a los diferentes extractos, |0 que indica que carecen

de algun tipo de toxicidad tisular y que sus efectos vasculares se pueden
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explicar por modificaciones fisioldgicas o bioquimicas generadas sobre el
tejido.

Una amplia gama de mecanismos han sido descritos para la relajacion del
musculo liso vascular, por lo que no nos es posible postular un mecanismo
probable que explique el efecto relajante de los extractos a partir de estos
unicos datos. Relacionando el efecto contracturante inducido por la FE, el
cual esta determinado por la activacién de receptores a;-adrenérgicos y su
mecanismo de sefializacién, que involucra aumento de la actividad de
fosfolipasa C (PLC) para producir trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol
(DAG), que finalmente aumentaran los niveles de calcCio intracelular
(Horowitz et al.,, 1996, Karaki et al., 1997), existe la posibilidad que los
compuestos presentes en el extracto intervengan en el mecanismo
desarrollado como puede ser bloqueo de receptores ay-adrenérgicos,
inhibiendo la entrada de calcio o blogueando su salida del reticulo
sarcoplasmico. {Consolini y Migliori, 2002)

Otros mecanismos vasodilatadores, de relevancia, en el CML es el efecto
mediado por productos derivados del endotelio como son el NO, PGIZ2 y
EDHF. (Moncada y Higos, 2006) La apertura de canales de potasio tanto en
endotelio como en CML (Houssay T op. cit.; Boron op. cit.; Gannon, op cit.),
podrian también explicar el mecanismo empleado por los compuestos
presentes en los extractos de las plantas del genero Marila para generar sus
acciones vasculares, ya que como se ha descrito, los derivados de productos
naturales pueden utilizar diversos mecanismo para relajar la CML, (MacNeill y

Jurgens, 2006)
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Para determinar el rol del endotelio vascular en el efecto relajante de los
extractos, seleccionamos el extracto H-CH;Cl, de Marila pluricostata,
observando que la eliminacion del endotelio, reduce significativamente el
efecto vasodilatador, tanto que no presenta diferencia con el solvente
empleado, por esto podemos decir que el extracto ensayado ejerce acciones
dependientes de endotelio.

A la vista de los resultados vasodilatadores mostrados por los extractos,
consideramos interesante evaluar su posible efecto hipotensor agudo en el
modelo de hipertensién genética, utilizando ratas genéticamente hipertensas
(SHR); pues esta ampliamente descrito el efecto hipotensor de compuestos
con accién vasodilatadora. (Nicasio y Meckes, 2005; Abreu et al, 2003;
Consolini y Migliori, op. cit.)

El modelo utilizado para medir el efecto hipotensor se escogié dada la
similitud que posee con la HTA en seres humanos, en donde un gran numero
de factores intervienen en el desarrolio de la patologia. Esta cepa de ratas se
caracteriza por mostrar incrementos progresivos de la PA, asi como las
complicaciones a érganos blancos, por 0 que tienen utilidad en estudios de
productos con la finalidad de determinar su perfii hipotensor vy
antihipertensivo (Guerrero et al., 2006; Yang et al.,, 2002; Badyal et al.,
2003).

Con la administracion 1.P de los extractos de Marila laxiflora observamos una
aparente disminucion de la PAM, pero la diferencia significativa que existe
entre las ratas que recibieron los extractos y el grupo que recibe CMC, esta

acentuada por el incremento de la PA que presentd el grupo control. Esta
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conclusion es valida por el hecho que no existen diferencias significativas de
los valores de PA a tiempo cero cuando se compara frente a la PAM obtenida
a los diferentes tiempos después de la administracion de los extractos.
Podemos decir gque aunque el método empleado para medir 1a PA no es
traumatico, no deja de ser estresante por io que es légico que el animal
desarrolle cierto grado de estrés durante las mediciones. Este efecto se ve
reflejado quizas en los valores de PAM del grupo control donde se observo un
aumento significativo. Los grupos que recibieron los extractos de Marila
laxiflora, sin embargo no desarrollaron incrementos de la PA, lo que podria
ser atribuido a un ligero efecto sedante o estar relacionado con sus acciones
vasodilatadores descritas en tejidos “in vitro”.

Sobre la frecuencia cardiaca, los extractos ensayados no presentaron efectos
consistentes, pero durante la primera hora de medicion se observa un ligero
efecto bradicardizante, que revierte completamente al final de las seis horas.
En cuanto a los extractos de Marila pluricostata, observamos que ambos
producen un efecto hipotensor desde la primera hora y que dicho efecto se
mantine a lo largo de la medicidn. Estos extractos presentaron respuestas un
poco distintas sobre la frecuencia cardiaca, en el caso del extracto R-MeQH
genera un efecto taquicardizante, siendo probable que este efecto se deba a
un respuesta refleja, como consecuencia del efecto hipotensor. Por otro lado,
el extracto H-CH.Cl; presenta inicialmente un efecto taquicardizante, que se
pierde durante las proximas horas de medicidon y manifiestando al final un
efecto cronotrépico negativo, que también podria contribuir con el efecto

hipotensivo observado.
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En base a las acciones cardiovasculares presentadas por los extractos
ensayados en ratas SHR, podriamos decir que el efecto hipotensivo puede
estar relacionado con sus acciones vasodilatadores (Testai et al, 2002; Abreu
et al., 2003) demostradas en arteria aorta. Sin embargo para este Gitimo
punto habra que recordar que el efecto vasodilatador “in Vitro” demostro ser
dependiente de la funcién endotelial, y son muchos los reportes que sefialan
que en las SHR el progreso de la HTA se acompafia con hipertrofia vascular y
disfuncion endotelial (Mori et al., 2006; Cuzzocrea et al., 2004). Esta lesion
endotelial, si estuviera instaurada en los animales empleados, seria quizas el
punto que contrarrestaria la accion hipotensora de los extractos. Cabe
sefialar que debido a las diversas acciones manifestadas sobre la frecuencia
cardiaca, no podemos descartar la posibilidad que el extracto esté ejerciendo
acciones cardiacas directas que podrian también estar involucradas con el
efecto hipotensor.

Estos efectos manifestados por los diferentes extractos de las plantas del
género Marila, son muy interesantes y aportan informacién relevante sobre
sus acciones cardiovasculares, ademas la simifitud tanto en el efecto vascular
como en los estudios “in vivo” de ambas plantas nos sugiere la existencia de
componentes quimicos similares que pueden estar en diferente proporcion o
cantidad en cada una de ellas, dados los resultados obtenidos.

Teniendo como base los resultados descritos, y considerando ademas el
estudio realizado por Lopez-Pérez et al, en el cual se aislaron vy
caracterizaron los constituyentes del extracto H-CH,Cl; de Marila pluricostata,

decidimos evaluar aquellos productos naturales que no presentaron un perfil
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de accion citotdxica en estudios de cultivos celulares, a la par que nos
permitimos ensayar diferentes derivados fenilcumarinicos de origen sintético.
Las respuestas vasculares encontradas con los productos naturales fueron
muy variadas, observandose que algunos de ellos como el FC-1a y FC-15
presentaron un efecto contracturante; mientras que FC-4, FC-16 y FC-12/13
muestran un leve efecto relajante. Los resultados méds interesantes, en
cuanto al efecto relajante, fueron obtenidos con el FC-1, FC-3 y FC-11 (Emax
> 75%).

En base a los resultados obtenidos podemos evidenciar que para la actividad
vascular de los productos naturales parece ser necesario la estructura basica
4-fenilcumarinas, en donde la adicidn de grupos alquilos en posicidn 6
favorece la accion relajante en todos los productos, a excepcion de FCla.
Obsérvese que la adicién de grupos furanos y piranos (FC-3, FC-4 y FC-16)
también parece influir sobre el efecto relajante, sin embargo FC-1 y FC-11
(mayor efecto relajante) carecen de esta sustitucién, pero recordemos que
estos compuestos presentan la sustitucion alquilo que parece ser mas
importante. Otra sustitucién relevante para todos los compuestos, es el OH
en pbsicién 5, que podria estar muy relacionada a la actividad
vasodilatadora, hecho que se confirma con FC-1a, donde la adicién de un
grupo metoxi cambia la actividad vascular. En resumen podemos decir que
las sustituciones mas importantes relacionadas con un efecto vasodilatador
son el OH en pos 5 y la cadena alquil en pos 6.

Resultados parecidos, en cuanto al efecto relajante, fueron obtenidos durante

el screening de los diferentes tipos de derivados sintéticos fenilcumarinicos.



145

Asi, el grupo de 3-fenilcumarinas: FCS-11 y FCS-12 presentan ligeros efectos
relajante (28 a 30%). Los resultados mas variados son los observados dentro
del grupo de las 3,4 dihidro-4-fenilcumarinas, donde encontramos que
compuestos como FCS-38 exhibe un efecto contracturante, mientras que
FCS-45, FCS-53, FCS-54 y FCS-81 presentan valores de relajaciéon que van
desde 10 hasta 85 %, como efectos maximos. E! grupo que presento mayor
consistencia en los resultados fue el de las 4-fenilcumarinas: FCS-15, FCS-
17, FCS-18 y FCS-21, las cuales producen efectos mayores del 85 %, a
excepcion del FCS-17 gue produjo un 57%.

De estos resultados podemos concluir sobre la relacion estructura actividad
de los compuestos sinteticos que la estructura 4-fenilcurinas parece ser
basica para la accion vascular, aun cuando los derivados 3-fenilcumarinas
también presentan efectos.

Para las 4-fenilcumarinas observamos que la adicion de OH en las posiciones
5, 6 y 7, 0 metdxi en posicién 7 son importantes en el efecto vasodilatador,
al igual que la sustitucion con metiledioxi en el anillo de cromona para FCS-
81 y FCS-45.

La sustitucion del anillo fenol en pos 4, reduce el efecto como se demuestra
con FCS-45 y el efecto es mayor cuando se adicionan grupos mas
voluminosos como en FCS-38. La adicién de bifenilos a la estructura causa
una perdida del efecto relajante como se observd con FCS-53,

Estos resultados, no nos permiten postular un mecanismo exacto que

explique el efecto relajante, razon por la que escogimos tres derivados 4-
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fenilcumarinas: FCS-15, FCS-18 y FCS-21, para realizar estudios mas
exhaustivos que nos permitiesen dilucidar su posible mecanismo de accion.

El uso de KCl como agente contracturante para evaluar el efecto relajante de
productos esta ampliamente descrito en Ia literatura (Ganado et al, 2005; Fu
et al, 2005; Zhang et al., 2005)

Frente a contracciones inducidas por KCl, los derivados 4-fenilcumarinas
mostraron un efecto relajante de menor intensidad que el observado con FE,
siendo este efecto reducido en mayor proporcion con los productos FCS-18 y
FCS-21 que el producto FCS-15.

Considerando que la contraccion con KCl esta determinada por la activacién
de canales de calcio voltaje dependiente (Horowitz op. cit.; Guerrero et al.
2002), podriamos suponer gue un efecto relajante estara intimamente
relacionado con el bloqueo de esos canales 0 por la activacion de las acciones
hiperpolarizantes como la apertura de canales de potasio. Nuestros
resultados indican que en la contraccidn inducida por KCl, la eficacia
vasodilatadora de los tres productos ensayados, se reduce de manera
significativa al compararla con el efecto sobre la contraccion con FE. Esta
disminucién en el efecto relajante frente a KCl podria deberse a la remocion
de la influencia de corrientes hiperpolarizantes de la membrana o por
eliminacion del bloqueo de la entrada del calcio a través de canales voltaje
dependiente. (Rodriguez-Rodriguez et al. 2004) En adicidén a este aspecto,
existe evidencia cientifica que la despolarizacidn inducida por concentraciones
de KC| mayores de 60 mM, bloquean la relajacion provocada por compuestos

activadores de canales de potasio {(Magnon et al. 1998).
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Los efectos vasculares de FCS-15 son significativos con respecto al DMSO, vy
esta capacidad vasodilatadora no se vio afectada cuando el producto se
ensayd en tejidos con endotelio denudado, lo que indica que la actividad
vascular del FCS-15 no se apoya de la funcién endotelial para desarrollarse.
Sin embargo, este resultado no descarta la implicacién de otros eventos
celulares que pueden bien relacionarse con activacion de otros componentes
como lo es la guanilato ciclasa soluble (GCs), que como ya se menciond,
participa de eventos vasodilatadores. En este sentido, pudimos observar que
ta incubacion con azul de metileno, agente que inhibe esta enzima, redujo
significativamente la relajacidbn producida por FCS-15. Existen diferentes
sustancias capaces de activar al sistema GCs, entre ellos el propio NO
proveniente de diversas vias, incluyendo aquella en la due el NO es donado
por el compuesto ensayado (Wanstal et al., 1997, Hacker et al, 2001;
Wanstall et al. 2001). En vista que la incubacion con L-NAME no modificd
significativamente el Ewax Y que por su parte el AM soélo inhibié parte del
efecto, sin llegar a anularlo, podemos decir que, por lo menos parte del
efecto vasodilatador producido por FCS-15, podria estar mediado por la
donacion de NO o de algunas de sus formas activas.

Numerosos estudios han demostrado que entre los mecanismos celulares
involucrados en la relajacidn pueden ser mediados por la apertura de
diferentes canales de K, inducida tanto por GCs como por proteina cinasa G
(PKG). (Archer et al., 1994; Irving et al, 2001; )

Actualmente se reconocen diferentes tipos de canales de potasio: voltaje

dependiente (Kv), dependientes o activados por calcio (Kca), rectificadores



148

hacia dentro (Kir) y los que poseen dos poros-dominios (Kze), con una amplia
distribucion en la membrana celular de las CML y CE, donde regulan el
potencial de membrana; e! flujo sanguinec y la PA al inducir
hiperpolarizacién. (Nelson y Quayle, 1995; Haddy et al. 2006)

Entre los diferentes grupos de canales de potasio, los dependientes de calcio
son de relevancia y estan reconocidos varios subtipos de canales como los de
baja conductancia (SKg), intermedia conductancia (IKg) y los de larga
conductancia (BKcg); siendo estos ultimos los de mayor relevancia en los
vasos sanguineos. (Kwan et al. 2004; Calderone et al. 2004)

El efecto final por la activacidn de canales dependiente de caicio, dependera
del sitio especifico donde se localicen. Asi, los canales ubicados en CML,
producen una disminucién del potencial de membrana, con 1a consecuente
inactivacion del influjo del calcio, llevando a un efecto relajante; sin embargo
su activacion en la CE promueve la salida del potasio generando la fuerza
conductora para la entrada de calcio (control del influjo del calcio) 10 que a su
vez activa a la eNOS, ademas de cooperar en la transduccién de sefales
eléctricas a las vecinas CE o0 CML a través de las uniones intercelulares.
(Yashiro y Duling, 2000; Nilius y Droogmans, 2001; Li et al, 2001; Kwan sup.
cit.)

Algunos estudios postulan que la salida de potasio, a través de dichos
canales, aumenta la concentracion de potasio en el espacio intercelular
mioendotelial, produciendo su acumulacion, que podria activar a los canales
Kir y a la bomba Na*/K" en las CML conduciendo a una hiperpolarizaciéon y

finalmente la relajacion. (Edwards et al., 1998; Haddy op. cit.)
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La contribucidn de los canales de potasio dependientes de Ca?* (bloqueados
con TEA) vy los dependientes de ATP (bloqueados con Gli) fue evaluada en
nuestro estudio. En los resultados observamos que Gli no posee la ¢capacidad
de inhibir el Emax producido por FCS-15, por lo que se descarta que en la
cascada de eventos pro vasodilatadores se de la participacion de canales de
potasio sensibles a ATP y tampoco parece ser importante la participacion de
los canales que dependen de Ca®*. Esto Ultimo también se corrobora con el
hecho que el FCS-15, aunque produce vasodilatacién en presencia de
contraccion con KCl| es significativamente inferior que la producida sobre
tejidos contraidos con FE, lo que indica que la repolarizacién en la que
participan los canales de potasio sensibles a Ca**, no se afecta con este
agente.

No descartemos la via de la actividad antioxidante, en la que algunas
sustancias pueden captar radicales libres que participan de los eventos
contractiles. En este sentido, existen autores que sefialan la capacidad de
diferentes 4-hidroxi fenilcumarinas para producir una actividad antioxidante,
que para nuestro caso, podria favorecer la accion descrita para la FCS-15.
(Kabeya et al., 2007)

En vista que los mecanismos que pueden describir las acciones de la FCS-15
no se lograron establecer con los ensayos propuestos, evaluamos otras vias
que nos permitieran lograr una conclusion de mayor validez. En este sentido,
aunque partimos del hecho ya demostrado que el FCS-15 genera
vasodilatacion, aun en ausencia de endotelio o blogueo de la sintesis de NO,

decidimos evaluar el efecto de atropina sobre la actividad vascular del
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agente, mas que todo a modo de corroboracion de los efectos, reconociendo
de antemano que el resultado esperado era que no se viera afectada la
actividad del agente evaluado, y tal como esperabamos, el bloqueo
muscarinico no afectd ninguno de los parametros de la respuesta vascular.

Tampoco se afectd la respuesta al FCS-15 cuando los anillos se incubaron
con propranolol, 10 que descarta como posible mecanismo que el agente
estimule receptores B;-adrenérgcios. En contraste, si pareciera existir un
impedimento de la actividad contractil por estimulo del receptor «;, ya que la
incubacion de la aorta con FCS-15 casi abolidé la contraccion inducida por
noradrenalina. El resultado de este ensayo nos proporciona nuevas teorias
que expliquen las acciones vasculares descritas, (1) Posible antagonismo no
competitivo de FCS-15 sobre receptor oj-adrenérgico, y decimos no
competitivo, ya que como pudimos observar, se reduce la respuesta
contracti maxima; (2) Cambios en la disponibilidad de Ca*", pues
recordemos que la activacién del sistema PLC va a promover segundos
mensajeros que por una parte estimulan la entrada de Ca®* desde el exterior
a través de canales L activados por DAG y proteina cinasa C (PKC) o bien la
salida desde los sitios de almacenamiento intracelular (IP3); (3) Promocion
de una mayor recaptacion de Ca*" hacia el reticulo. Por su parte, cualquiera
de estos eventos que reduzcan los niveles citoplasmaticos de Ca?", podrian
bien explicar que durante la contraccidn con KCl no se observe una clara
repolarizacion, ya que esta fase de la recuperacion de la actividad contractil,
depende en gran medida de la activaciéon de canales de potasio, que a su vez

estd determinada por los niveles de Ca** citoplasmatico.
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En el caso de la evaluacion de la FCS-18, observamos un efecto
vasodilatador ligeramente inferior que el generado por FCS-15. Sefalar que
la diferencia estructural entre estos compuestos radica en la ciclacion de la
cadena que presenta el compuesto FCS 18, lo que podria influir sobre la
eficacia dilatadora de este agente.

Al igual que describimos para el FCS-15, en los ensayos con el FCS-18 se
observa que la respuesta vasodilatadora es significativamente inferior cuando
el producto se evalua frente a contraccion inducida por KCl, en comparacion
con el Emax obtenido en anillos precontraidos con FE. De los posibles
mecanismos propuestos, observamos que ni TEA ni Gli modifican la respuesta
a FCS-18.

La implicacion de la actividad endotelial sobre el efecto vasodilatador de FCS-
18 quedd demostrada, ya que la denudacion del endotelio reduce
significativamente las acciones vasculares de este agente. De igual forma,
este efecto quedd demostrado cuando al incubar con el inhibidor de la
sintesis de NO el efecto presenté similar grado de inhibiciéon. En la cascada de
eventos dependientes de NO participa la GCs, que es estimulada por el
propio NO o por agentes que lo contengan (Koesling et al., 1991). Como es
l6gico esperar para las acciones mediadas por FCS-18 y a su vez el efecto
vascular final, si son dependientes de NO estan sujetas en segunda instancia
a que el NO estimule a la GCs, por lo que, si esta Ultima es inhibida, el
mecanismo de sefalizacion para producir la respuesta a FCS-18 queda
bloqueado. De tal forma lo demuestran nuestros resultados, donde se

evidencia claramente que en endotelio intacto, con una correcta estimulaciéon



152

de NO, la inhibicidn de la GCs, inhibe el efecto vasodilatador del agente.
Nuestros resultados indican que parte de la respuesta podria involucrar a
otras sustancias dependientes del endotelio, como 10 es la PGI;, pues como
pudimos comprobar, aunque la incubacién con indometacina no afecta el
efecto dilatador maximo, si modifica la CEsy, indicativo que el prostanoide
vasoactivo, también esta implicado en la actividad descrita.

En este punto, podemos decir que la actividad del FCS-18 depende
parcialmente de la actividad endotelial y es en parte mediada por el NO. Este
resultado concluyente nos conduce a evaluar si dichas acciones dependen de
la estimulacion de receptores M; en células endoteliales. Cuando la curva
concentracion respuesta a FCS-18 fue generada en presencia del antagonista
muscarinico, se observdé una disminucién del Emax y aumento de la CEso,
pero dicha inhibicidn de la respuesta no se equipard a los valores obtenidos
en protocolos con endotelio denudado o en incubacién con L-NAME o AM. E!
hecho que atropina no lograra los mismo grados de inhibiciébn puede
explicarse por (1) Para equiparar la inhibicion habria que utilizar una mayor
concentraciéon del antagonista; (2) Que la fenilcumarina evaluada ademas
utiliza otros mecanismos, independientes de M;, para generar su accidn. A
pesar de las posibles dudas planteadas, este resultado definitivamente
demuestra que en la actividad vascular de FCS-18 hay una implicacién de los
receptores muscarinicos.

Por otra parte, descartamos la posible implicacion de una estimulacién de
receptores adrenérgico del tipo B, ya que la incubacidn con su agente

antagonista no modifico ni la respuesta maxima, ni la CEsp del FCS-18. Pero
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por su parte, el FCS-18 si modificd la respuesta contractil a la noradrenalina.
Como ya hemos mencionado con anterioridad, la vasoconstriccion producida
por esta catecolamina es mediada por varios mecanismos que conlleva al
incremento de Ca?* intracelular. Para el caso del FCS-18, mas que impedir a
accion del agonista, postulamos la posibilidad que se esté desarrollando un
antagonismo fisiologico, en el que el estimulo M; y consecuente aumento de
NO, promoverd, como parte de su mecanismo de accidn, una menor
disponibilidad citoplasmatica Ca”*, donde es indispensable para el desarrollo
de una adecuada contraccion.

La importante actividad vascular desarrollada en anillos con endotelio nos
llevé a seleccionar a la FCS-21 para la realizacion de estudios para
determinar sus posibles mecanismos de accion. Observamos que FCS-21
desarrolla una tendencia a perder actividad vasodilatadora cuando se evalua
en aortas sin endotelio funcional, sin embargo al incubar con L-NAME la
inhibicién de la respuesta maxima se hizo notoria y resultados similares se
observaron con la inhibicion de la GCs. El efecto mas significativo de la
inhibicion de la sintesis de NO y la actividad de GCs, se vio reflejado en ia
CEss, que se incrementa de manera significativa. Esto indica que a
concentraciones bajas, el FCS-21 modula respuestas dependientes del
endotelio, pero que a medida que se incrementa las concentraciones se da la
participacion de otros mecanismos que conllevan a la accion dilatadora
significativa. Esto Ultimo parece también quedar evidenciado con la
incubacion con indometacina, ya que aunque no muestra una modificacién de

la respuesta maxima, si se observan cambios significativos de la CEso.
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El efecto de FCS-21 no es modificado por el blogueo de canales de Kare, pero
la adiccidon de TEA, reduce la potencia del compuesto, al producir un
desplazamiento de la curva hacia la derecha.

Los resultados obtenidos con antagonistas de canales son muy importantes,
ya que al parecer las acciones vasodilatadoras de los derivados 4-
fenilcumarinas no poseen relacion directa con la activacidon de canales de
Kate, pero si podrian relacionarse con la posible activacién de canales de
potasio dependientes de calcio, los cuales pueden variar su respuesta de
acuerdo a los estimulos. Cabe sefialar que conjuntamente con los canales de
potasio voltaje dependiente, l0os canales dependientes de calcio, son los que
se encuentran en mayor proporcidon en las fibras musculares lisas; mientras
que en ia CE predominan los del tipo rectificadores de potasio (Ki)
(Korovkina y England, 2002)

A diferencia de lo ocurrido con la FCS-18, en la que la inhibicidn de su accidn
es dependiente del NO producido tras el estimulo de receptores Ms, la accién
vascular de la FCS-21 no se vincula con la estimulacion del receptor
colinérgico, ya que la incubacién con atropina, lejos de inhibir su efecto, lo
potencio. Algo similar ocurridé cuando la curva dosis respuesta a FCS-21 se
realizé en tejidos incubados con propranolol, donde la respuesta
vasodilatadora fue mayor que la generada por el agente solo.

Las acciones vasculares ya descritas para FCS-21 se hacen acompafar de
una potente y significativa inhibicion de la respuesta contractil desarrollada
por noradrenalina. Un aumento en la produccién de NO podria ser parte del

mecanismo que contrarreste la contraccion por estimulo a4, sin embargo, no
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se puede descartar un posible efecto antagdnico directo y no competitivo,
producido por FCS-21 sobre este receptor u otros mecanismos donde se
vincula cambios en la disponibilidad de Ca?®*.

Basados en los resultados obtenidos, podemos sefalar que las acciones o
mecanismos por medio de los cuales las fenilcumarinas ensayadas
desarrollan efecto vasodilatador, ocurren a través de multiples mecanismos y
gue los mismos son variables entre unas y otras.

Por otro lado debemos mencionar que la muiltiplicidad, en cuanto a los
posibles mecanismos involucrados en su efecto vasodilatador esta respaldada
por la revision sistematica sobre productos naturales y derivados realizada
por MacNeill y Jurgens (2006), donde se demuestra claramente que los
productos originados de plantas exhiben efectos dilatadores a través de
diversos mecanismos como l0s planteados en este trabajo.

Los resultados obtenidos toman especial interés cuando se plantean Ila
obtencion de nuevas fenilcumarinas sintéticas, que en estudios bioguiados
permitiran obtener las de mayor eficacia ¢ las que desarrollan un perfil de
actividad que brinde mayor potencial de utilidad.

Cabe sefialar que nuestros resultados sobre los extractos de las plantas del
género Marila son consistentes con los presentados en una reciente
publicacion donde otra planta perteneciente a la misma familia (Guttiferae)
presento efectos vasodilatadores. Adicionalmente fueron ensayados tres
derivados cumarinicos, los que también presentaron efecto vasodilatador.

{Dongmo et al, 2007)
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Los diferentes ensayos realizados en esta investigacién constituyen una parte
de la amplia variedad de mecanismos responsables de producir relajacidén en
ios vasos sanguineos, razon por la cual otros mecanismos relacionados con el
calcio deberan ser evaluados para obtener conclusiones definitivas a cerca de

SUS mecanismos de accion.
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Los extractos de Marila laxifora y Marila pluricostata ejercen efecto
vasodilatador en anillos de aorta precontraidos con FE de forma
concentracion dependiente; siendo los extractos de M. pluricostata los gue

presentan un mayor de efecto.

Los extractos de Marila pluricostata presentaron un efecto hipotensor en
ratas SHR que se puede relacionar con la actividad vasodilatadora

demostrada en ensayos “in vitro”.

Las cumarinas naturales y sintéticas estudiadas presentan efectos variables
sobre la respuesta vascular existiendo productos que inducen contracciéon

mientras que otros ejercen efectos vasodilatadores de diferente intensidad.

La eliminacién del endotelio modifica las acciones vasorelajantes de FCS-18 y
FCS-21 sin alterar considerablemente el efecto de FCS-15, por o que su

actividad vasodilatadora no estd relacionada con la funcion endotelial.

La incubacion con inhibidores de la funcion endotelial modificaron en mayor
proporcion los efectos de FCS-18 y FCS-21, indicando la implicacion de ia

funcidén endotelial en las acciones vasodilatadoras de ambos compuestos.

La incubacién con atropina solo maodifico el efecto de FCS-18 indicando

posibles acciones muscarinicas de este compuesto.
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Ninguno de los compuestos genera sus acciones vasodilatadoras a través de

la activacidén de receptores P;-adrenérgicos.

El bloqueo de canales de potasio activados por ATP parece no tener
implicacién en las acciones de los derivados 4-fenilcumarinas; sin embargo
TEA modificd ligeramente los efectos, lo cual sugiere que la activacién de
estos canales podria ser en parte responsable de los efectos de los

productos.

Todos los compuestos 4-fenilcumarinas se comportan como antagonistas no
competitivos de NA, al trasladar la curva hacia la derecha sin alcanzar el

efecto maximo.
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Fig. 40. Fotografia de Marila laxiflora. Tomada por Licdo. Alex
Espinosa en Llano Carti, Panama.
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Fig. 41. Fotografia de Marila pluricostata. Tomada por Licdo. Alex
Espinosa en Llano Carti, Panama.
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Fig. 42. Registro original de la respuesta a acetilcolina en anillos
de aortas con endotelio de ratas Sprague Dawley.
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Fig. 43. Registro original de la respuesta a acetilcolina en anillos
de aortas sin endotelio de ratas Sprague Dawley.
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Fig. 44. Registro original de la respuesta relajante de la fenilcumarina
sintética FCS-15 en anillos de aortas de ratas Sprague Dawley
con endotelio precontraidos con FE 1x10° M.



