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RESUMEN

Se estima que la hipertension arterial afecta a uno de cada tres mexicanos
adultos. Esto es solo un estimado, ya que en estas cifras los pacientes asintométicos no
son tomados en cuenta, por tanto la incidencia real es mayor.

La relacion de la hipertension arterial con otras enfermedades con tasas altas
de morbimortalidad, como el accidente cerebro-vascular, el infarto agudo al miocardio y
la falla renal, hacen que la investigacion en este &mbito sea de gran relevancia. Aunado
a estas enfermedades, se encuentra el fallo de la farmacoterapia, ya que solo el 51.2%
de los adultos diagnosticados y que reciben tratamiento responden favorablemente a
éste.

Debido a lo anterior, los pacientes de escasos recursos y que no cuentan con
acceso a los servicios primarios de salud, recurren a la medicina tradicional como una
alternativa terapéutica para controlar sus problemas de salud y mejorar su calidad de
vida.

Con base en estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion, el
presente trabajo se disefié con la finalidad de determinar el mecanismo de accién
vasorrelajante ex vivo de dos especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional
Maya para tratar hipertensién arterial. Para ello se utilizaron anillos de aorta aislados de
rata los cuales fueron colocados en un equipo isométrico vertical para tejido aislado. En
el equipo, los anillos fueron expuestos a los extractos metandlicos de Bursera graveolens
y Citrus limonum, en presencia de inhibidores y blogueadores relacionados con el
proceso contraccion-relajacion de las células de musculo liso cardiovasculares para
determinar las curvas concentracion-respuesta. Los inhibidores o bloqueadores
empleados fueron atropina, L-NAME, ODQ, indometacina y tetraetilamonio. Por otra
parte, también se realizaron experimentos enfocados a la determinacion de la
participacion de canales de calcio.

Asimismo, se determiné el efecto antihipertensivo, del extracto de la especie
gue resultdé ser mas eficaz, en ratas de la cepa SHR (espontdneamente hipertensas).
Para esto se emplearon cinco grupos de ratas que fueron administradas por via
intragastrica con las dosis 100, 200 y 400 mg/Kg del extracto metandlico de Bursera
graveolens y 30 mg/Kg de Captopril disuelto en agua destilada, usado como control
positivo. El grupo control recibié vehiculo (agua destilada, 0.5 mL/100 g). La presion
arterial sistdlica, la presion arterial diastdlica y la frecuencia cardiaca fueron medidas al
inicio del experimento (tiempo cero) y a las 1, 3, 5 y 7 horas posteriores a la
administracion del tratamiento. Las mediciones se realizaron con un tensiometro caudal
no invasivo para roedor.

Los experimentos funcionales ex vivo, sugirieron que la especie vegetal Bursera
graveolens indujo vasorrelajacion mediante la produccion de NO e incremento de GMPc,
activacion de PKG, fosforilacion de canales BKca y bloqueo de canales de calcio tipo L.



Por otra parte, la especie vegetal Citrus limonum ejercié efecto vasorrelajante mediante
dos mecanismos independientes: la activacion de la via NO/GMPc con subsecuente
produccion de NO e incremento de GMPc lo que ocasiond la activacion de PKG y
fosforilacion de canales BKcs; y en el masculo liso mediante el bloqueo directo de los
canales de calcio dependientes de voltaje tipo L.

Los resultados de la determinacion del efecto antihipertensivo sugirieron que la
especie Bursera graveolens disminuyd de manera significativa la presion arterial sistélica
y diastélica a las dosis 200 y 400 mg/Kg en ratas SHR, sin modificar la frecuencia
cardiaca.

En conclusion, se caracteriz6 el efecto vasorrelajante de las especies Bursera
graveolens y Citrus limonum y el efecto antihipertensivo de la especie Bursera
graveolens utilizando modelos experimentales ex vivo e in vivo en roedor.



ABSTRACT

It is estimated that arterial hypertension affects one in three Mexican adults. But
this is just an estimation because in this numbers are not included the asymptomatic
patients, then the real incidence is higher.

The association between arterial hypertension and other illnesses with high
rates of morbidity and mortality, like stroke, myocardial infarction and renal failure makes
so relevant the investigation in this field. In addition to the association between arterial
hypertension and other illnesses, there is the failure of the pharmacotherapy since only
51.2% of the diagnosed adults under treatment responds positively to this.

Due to the above, the poorest patients that haven’t access to primary health
services use traditional medicine as an alternative to control their health problems and
improve their quality of life.

Based on previous studies made by our investigation group, the present work
was designed with the purpose to determine the vasorelaxant mechanism of action (ex
vivo) of two vegetal species used in Mayan traditional medicine for the treatment of
arterial hypertension. For this, aortic rings isolated from rats were obtained and placed
on an organ bath connected to isometric force transducers. Then, concentration-
response curves of the methanolic extracts of Bursera graveolens and Citrus limonum
were built in presence of inhibitors and blockers related to the contraction-relaxation
process in cardiovascular smooth muscle cells, like atropine, L-NAME, ODQ,
indomethacin, tetraethylammonium and experiments focused to determine the
participation of calcium channels.

Likewise, it was determined the antihypertensive effect of the most effective
species. For this, were used five groups of Spontaneously Hypertensive Rats (SHR)
administered by intra-gastric route with doses 100, 200 and 400 mg/Kg of the methanolic
extract of Bursera graveolens and 30 mg/Kg of Captopril dissolved in water, used as
positive control. Control group received vehicle (distilled water, 5 mL/Kg). Systolic blood
pressure, diastolic blood pressure and heart rate were measured at the beginning of the
experiment (time zero) and at 1, 3, 5 and 7 hours after administration of the treatment.
An automatic caudal blood pressure computer for rodents was used.

Bursera graveolens induced vasorelaxation through the activation of the
NO/cGMP signal pathway with subsequent production of NO and increment in levels of
cGMP, activation of PKG, phosphorylation of BKca channels and calcium channel L type
blockade. On the other hand, Citrus limonum cause vasorelaxant effect through two
independent mechanisms: first, the activation of the NO/cGMP signal pathway with
subsequent production of NO and increment in levels of cGMP causing the activation of
PKG and phosphorylation of BKca channels; and second in smooth muscle cells through
a direct blockade of calcium channels type L.



Results on the determination of antihypertensive effect suggested that Bursera
graveolens decrease systolic and diastolic blood pressure in a significant manner at
doses 200 and 400 mg/Kg in spontaneously hypertensive rats without modifying the heart
rate.

In conclusion, it was determined the vasorelaxant effect of vegetal species
Bursera graveolens and Citrus limonum and the antihypertensive effect of Bursera
graveolens using ex vivo and in vivo experimental models in rodents.
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INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) es una de las enfermedades cronico-
degenerativas con mayor impacto en la sociedad. Factores genéticos, ambientales y
demogréficos pueden ser los detonantes de la aparicidén de este padecimiento que afecta
a mas de un tercio de la poblacion mexicana adulta, ademas de ser un importante factor
de riesgo para el desarrollo de otras patologias que finalmente conducen a la muerte del
paciente?.

Los tratamientos farmacoldgicos actuales no estan libres de efectos adversos,
esto aunado a la falta de acceso de la poblacion a los servicios de salud y
farmacoterapia, fomenta que los pacientes recurran a tratamientos alternativos como el
uso de la medicina tradicional?.

El uso de la medicina tradicional, como una alternativa terapéutica a la medicina
alépata, se practica en casi todo el mundo y México no es la excepcion, ya que gracias
a su variedad climatolégica cuenta con una gran biodiversidad. Ademas, la riqueza
cultural de nuestro pais ha permitido poseer un arraigado conocimiento empirico sobre
el uso de las plantas medicinales para el tratamiento de los principales problemas de
salud®4.

Desde la perspectiva de los médicos tradicionales que han practicado la
medicina tradicional ancestralmente hasta los estudios cientificos sistematicos desde el
punto de vista quimico y farmacolbgico, las plantas medicinales mantienen gran
importancia, tanto para prevenir y tratar problemas de salud, como en la investigacién y
desarrollo de nuevos principios activos y medicamentos®®.

En la peninsula de Yucatan existen varias especies vegetales que han sido
utiizadas empiricamente en el tratamiento de la HTA, entre las que se
encuentran: Bursera graveolens (Nabanche’) y Citrus limonum (Limén), ya sea en
decoccion o infusién. Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo,
evidenciaron el potencial vasorrelajante de las especies vegetales en estudio. Por tal
motivo, en el presente trabajo se pretendié determinar el mecanismo de accién funcional
de dichas especies vegetales, utilizando para ello un modelo experimental ex vivo en
aorta aislada de roedor.






ANTECEDENTES
Organizacion funcional del aparato circulatorio

El sistema circulatorio se clasifica en dos partes: la circulacion pulmonar, que
conduce la sangre a través de los pulmones y crea un vinculo con la funcién de
intercambio de gases del aparato respiratorio, y la circulacién sistémica, cuya funcion es
irrigar a todos los tejidos del cuerpo. Ademas, la sangre contenida en el corazén y en la
circulacion pulmonar a veces es denominada circulacion central, y la sangre que esta
fuera de la circulacion central se denomina circulacién periférica’.

Tanto la circulacion pulmonar como la sistémica poseen una bomba, un sistema
arterial, capilares y un sistema venoso. Las arterias y las arteriolas funcionan como un
sistema de distribucién que lleva la sangre hacia los tejidos. Los capilares actian como
sistema de intercambio para la transferencia de gases, nutrientes y sustancias de
desecho y las vénulas y venas sirven como vasos que recogen y acumulan la sangre de
regreso al corazén’.

Hemodinamia

Los factores mas importantes que gobiernan la funcién del aparato circulatorio
son el volumen, la presion, la resistencia y el flujo. Una funcién 6ptima del aparato
circulatorio requiere un volumen suficiente para llenar el compartimiento vascular y una
presion suficiente para asegurar el flujo sanguineo en todos los tejidos corporales’.

El flujo sanguineo depende de dos factores: la diferencia de presién entre los
dos extremos de un vaso o de un grupo de vasos y la resistencia que debe superar la
sangre cuando se desplaza a través de uno o mas vasos’.

La resistencia total que presenta la sangre a medida que fluye a través de la
circulacion sistémica se denomina resistencia vascular periférica (RVP) o resistencia
vascular sistémica. En la circulacion sistémica, la presion sanguinea depende del
volumen por minuto cardiaco y de la RVP’.

Vasos sanguineos

Todos los vasos sanguineos, excepto los capilares, poseen paredes
compuestas por tres capas o cubiertas, denominadas tunicas (Figura 1). Las capas de
los distintos vasos sanguineos varian de acuerdo con su funcién: La tdnica externa o
tunica adventicia es la cubierta més externa, esta compuesta por tejido conectivo y tejido
fibroso que proporciona sostén. La tanica media, o capa intermedia, esta formada en su
mayor parte por células de musculo liso, que se contraen o relajan para controlar el
diametro del vaso sanguineo. La tunica intima, o capa interna, tiene una capa elastica
gue se une con la media y una capa delgada de células endoteliales que esta en contacto



con la sangre’. La capa endotelial provee una superficie interna lisa y resbaladiza que
evita la adherencia de las plaguetas y la coagulacion de la sangre mientras permanezca
intacta; su localizacion estratégica permite percibir cambios en las fuerzas
hemodinamicas y responder a estos cambios mediante la liberacion de sustancias
vasoactivas. Un balance critico entre los factores relajantes y contractiles derivados del
endotelio mantiene la homeostasis vascular. Cuando este balance es interrumpido, los
vasos sanguineos se predisponen a vasoconstriccion, adherencia leucocitaria,
activacion plaquetaria, mitogénesis, pro-oxidacion, trombosis, coagulacion alterada,
inflamacion vascular y aterosclerosis’?,

Capa elastica

Tejido conjuntivo

Células endoteliales

Capa adventicia Capa media Capa intima

Figura 1. Capas o tanicas que conforman los vasos sanguineos’.

Mecanismos humorales de regulacion de la presion arterial
Mecanismos independientes del endotelio vascular
Catecolaminas

Las catecolaminas noradrenalina, adrenalina y dopamina son 3,4-hidroxi
derivados de feniletilamina. Se encuentran ampliamente distribuidas en las células
animales, principalmente en las células nerviosas. Las catecolaminas se encuentran en
el sistema nervioso simpéatico, en la médula adrenal y en diferentes areas del sistema
nervioso central. También se encuentran en menor cantidad en las células cromafines
distribuidas en todo el cuerpo®.

Los efectos de las catecolaminas son mediados por receptores que se
encuentran en la superficie celular. Estos receptores se encuentran acoplados a proteina
G, la cual es una proteina heterotrimérica con tres subunidades a, By y. La activacion
de receptores acoplados a proteina G por las catecolaminas (como la noradrenalina),
promueve la disociacion de la subunidad a de las subunidades B/y, por medio de
fosforilacion de guanosin difosfato (GDP), catalizando la union de la subunidad a a



guanosin trifosfato (GTP). Asi, la subunidad a unida a GTP, regula la actividad de un
efector enzimatico?®.

Los receptores adrenérgicos a; estimulan al efector fosfolipasa C (PLC) y éste
participa en la hidrélisis de polifosfoinositidos de membrana (derivados de
fosfatidilinositol), tal como el fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) generando la formacion
de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP; promueve la liberacién de
calcio secuestrado en el reticulo sarcoplasmico (RS) con la consecuente contraccion de
células de musculo liso (CML)*. En un mecanismo diferente, DAG activa, en presencia
de calcio liberado por el IP3, la proteina cinasa C (PKC) la cual fosforila a la cadena ligera
de miosina y por consiguiente, contraccién de CML?, este mecanismo se ejemplifica en
la Figura 2.
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Figura 2. Activacion de respuestas por estimulacion de receptores ai por las
catecolaminas.



Por otra parte, los receptores adrenérgicos a; inhiben la actividad de la enzima
adenilato ciclasa (AC) inhibiendo el incremento de los niveles intracelulares de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), ocasionando vasoconstriccion, tal como se muestra en la
Figura 3. En contraste, la activacion por parte de un agonista de cualquier subtipo de los
receptores (B-adrenérgicos (B1, B2 y Bs3), resulta en activacién de AC e incremento de la
conversion de adenosin trifosfato (ATP) en AMPc, que es el principal segundo mensajero
resultante de la activacion de dichos receptores (ver Figura 3)*. Conforme aumentan
los niveles intracelulares de AMPc, se induce un cambio conformacional en la proteina
cinasa A (PKA), y ésta fosforila canales de calcio tipo L localizados en la membrana
plasmética y a lo largo de los tdbulos T, para dar lugar a un efecto inotrépico positivo
debido a que se libera mayor concentracion de calcio del sistema de tubulos
longitudinales del RS, y como respuesta fisioldgica se produce aumento de la fuerza de
contraccion del corazén'-!3, Los agonistas B también disminuyen la resistencia
periférica por la activacion de los receptores B2, que lleva a la vasodilatacion en ciertos
lechos vasculares.

‘ Agonista Adenilato Agonista

W ciclasa

Receptor W \@/ Receptor

B-adrenérgico )
o,-adrenérgico

ATP AMPc

Efecto <
bioldgico

Figura 3. Activacion e inhibicion de adenialto ciclasa por agonistas que se unen a los
receptores de catecolaminas.

Vasopresina

La vasopresina (hormona antidiurética, ADH) juega un rol importante en la
regulacion de la presion sanguinea a largo plazo, ésta ejerce su efecto a través del
incremento en la reabsorcidon renal de agua. También participa en la regulacion de la
presion arterial (PA) a corto plazo por su accién vasoconstrictora®®.



Han sido identificados tres subtipos de receptores de vasopresina (Vi tipo a 'y
b; V.). Los receptores Via, que modulan la accién vasoconstrictora de la vasopresina; los
receptores Vi,, que potencian la liberacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH)
por la glandula pituitaria; y los receptores V. que median la accién antidiurética. Los
efectos de la activacion de Via son mediados por la activacion de PLC, formacién de IP;
e incremento de la concentracién intracelular de calcio ([Ca?']i). Los efectos de la
activacion de V. son mediados por la activacion de AC e incremento de AMPc con
activacion de PKA vy posterior fosforilacion de los canales de acuaporina 2 (AQP-2)
provocando un efecto antidiurético e incrementando la resistencia vascular periférica®®.

Mecanismos dependientes del endotelio vascular
Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un gas ligeramente soluble en agua, que puede difundir
libremente a través de las membranas biol6gicas. Gran cantidad de células pueden
sintetizar NO, esto a partir del grupo guanidino terminal de L-arginina en el endotelio
vascular por accion de enzimas Oxido nitrico sintasas (NOS). El endotelio vascular
contiene al menos dos tipos de NOS. La sintesis de NO consiste en un primer paso, en
el cual N“-hidroxi-L-arginina (L-OHArg) es formada por N-oxigenacion de L-arginina 'y de
un segundo paso por el cual la escision oxidativa del enlace C=N de L-OHArg permite la
formacion de L-citrulina'y NO. La sintesis y liberacién de NO son procesos dependientes
de calcio. Una variedad de estimulos, como liberacién de 5-hidroxitriptamina (5-HT),
acetilcolina (ACh), trombina, sintesis de acido araquidénico (AA), cambios en la PA y
estimulacion eléctrica entre otros, son capaces de liberar NO de las células endoteliales.
El NO difunde hacia las células de musculo liso vascular (CMLV) donde activa la enzima
guanilato ciclasa soluble (GCs) incrementando los niveles de guanosin monofosfato
ciclico (GMPc). EI GMPc, otro segundo mensajero ciclico produce relajacién por
activacion de los canales de potasio sensibles a calcio (BKca) a través de la proteina
cinasa G (PKG) mediante dos mecanismos: 1) fosforilacion directa del canal del potasio
y 2) la activacion indirecta del canal de potasio por una disminucién de [Ca?*]i (STOCs)
como se muestra en la Figura 4416,
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Figura 4. Mecanismos de vasorrelajacion dependientes del endotelio vascular.

Prostaciclina

La prostaciclina (PGl,) es el principal vasodilatador del grupo de las
prostaglandinas (PG) producido por el endotelio vascular. La generacion de prostanoides
es inicialmente determinada por la movilizacion de AA desde la membrana plasmatica
por fosfolipasa A, (PLA:). ElI AA es sustrato de la enzima prostaglandina sintasa H
(PGGH) que posee actividad de ciclooxigenasa 2 (COX-2) permitiendo la sintesis de
prostaglandina G, (PGG.). En adicién, PGGH posee actividad de peroxidasa (POX) que
genera PGGHy, el precursor de todos los prostanoides, incluyendo las prostaciclinas.
Las acciones vasomotoras y hemostaticas de la prostaciclina son mediadas por
receptores especificos en la membrana plasmatica denominados receptores IP que
estan presentes en algunas CMLV (no en todas), elementos sanguineos como las
plaguetas y células endoteliales. Los receptores IP, que estan acoplados a proteina G,
activan la enzima AC e inducen la produccion de AMPc y por lo tanto vasorrelajacién
(Figura 4)Y'.

Factor hiperpolarizante derivado de endotelio

En 1984, Bolton y cols. reportaron que una hiperpolarizacion dependiente de
endotelio acompafiaba la relajacién del muasculo liso vascular y se generaba por
estimulantes endoteliales. En la actualidad se describe que esta hiperpolarizacién
también envuelve una sustancia difusible diferente a los prostanoides denominada factor



hiperpolarizante derivado de endotelio (FHDE). EI FHDE causa hiperpolarizacion
mediante la apertura de canales de potasio de las CMLV (Figura 4). Esta respuesta, y
la relajacion causada es abolida por despolarizaciébn con altas concentraciones de
potasiol’18,

Endotelinas

Las endotelinas (ET) son péptidos que tienen potente actividad vasoconstrictora
in vivo e in vitro. Existen tres isoformas de las endotelinas, sin embargo, las células
endoteliales de la mayoria de los vasos sanguineos parecen producir exclusivamente
endotelina 1 (ET-1). Se conocen dos subtipos de receptores para ET-1, el receptor ETa
situado en las CMLV (regula la vasoconstriccion), mientras que el receptor ETg esta
situado en las células endoteliales vasculares, en donde median la liberacién de
prostaciclinas y NO. El mecanismo de transduccion desencadenado por la union de ET-
1 a sus receptores induce la estimulacién de la PLC, formacién de IP3 y liberacion de
calcio del RS, ocasionando vasoconstriccion®1®.

Angiotensina Il

La via de sintesis del sistema renina-angiotensina se inicia con la accién de la
renina sobre el angiotensinégeno. La renina es una enzima proteolitica que procede de
una molécula mayor, la pro-renina. La transformacion de pro-renina en renina se lleva a
cabo mediante la accién de diversas peptidasas como la plasmina, la tonina, la
calicreina, la elastasa, el activador tisular de plasmindgeno (t-PA), la catepsina G y la
enzima activadora de pro-renina derivada del endotelio. El angiotensinégeno es una a-
globulina de origen hepéatico, sobre la que actla la renina generando un decapéptido
inactivo, la angiotensina I. A su vez, la angiotensina | es el sustrato de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), que da lugar a la angiotensina Il, principal efectora
del sistema®?.

La angiotensina |l ejerce sus acciones a través de su unidn a receptores
especificos. Se han descrito diversos tipos de receptores para la angiotensina Il entre
los que se encuentran AT1, AT,, ATs, AT. y receptores no AT1 no AT, que se encuentran
en el citosol y nlcleo celular, pero los mejor descritos son los AT; y AT,

La angiotensina |l participa en la regulacion del tono vascular principalmente
mediante su accién constrictora en CMLV y por su accion potenciadora de la liberacion
de noradrenalina (NA). La angiotensina Il aumenta la concentracién de calcio libre,
estimulando su entrada desde el espacio extracelular a través de canales tipo Lo Ty su
salida de los depésitos intracelulares del RS con la consecuente vasoconstricciontt,



Endoperdéxidos

Se ha descrito que otras moléculas son potentes vasoconstrictores, tal es el
caso de los radicales libres derivados de oxigeno (ERO) o de peréxido de hidrégeno
(H202), que son producidos en células endoteliales ya sea como respuesta al estrés
fisico y/o a estimulantes quimicos endoteliales. El anién superéxido inactiva el NO. Asi,
la enzima superéxido dismutasa (SOD) aumenta la relajacién dependiente de endotelio,
debido a sus propiedades antioxidantes, mientras que la inhibicion endégena de la SOD
reduce la liberacién de NO, llevando a la vasoconstriccion?’.

Hipertensién arterial

La presién arterial es un rasgo caracteristico que es variable y existe una
correlacion continua y fuertemente positiva entre la PA y el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (accidente cerebro vascular, infarto agudo al miocardio), falla renal y
mortalidad, inclusive en el rango normotenso (120/80 mmHg). Esta correlacion es mas
robusta con la presion arterial sistélica (PAS) que con la presion arterial diastolica (PAD).
No existen niveles definidos de PA donde las complicaciones cardiovasculares y renales
comienzan a ocurrir, en consecuencia, la definicion de hipertension arterial (HTA) es
arbitraria, pero necesaria por razones practicas en el diagndstico y tratamiento del
paciente?!,

De esta manera, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la
hipertensién arterial como un trastorno en el que los vasos sanguineos tienen una
tension persistentemente alta??. Se caracteriza por una tension arterial sistélica 2 130
mmHg y/o una tensién arterial diastélica 2 a 90 mmHg?. Ademas, como se menciond
con aterioridad, es uno de los principales factores de riesgo para padecer enfermedad
cardiovascular, cerebrovascular y falla renal?.

Etiologia

A pesar de que con frecuencia se indica que las causas de HTA esencial son
desconocidas, esto es parcialmente verdadero, porque en la actualidad se han descrito
variaciones genéticas o genes que se encuentran sobre-expresados o0 sub-expresados
asi como los fenotipos intermediarios que estos regulan para causar HTAZL,

Entre los factores que incrementan la PA se incluyen: obesidad, resistencia a la
insulina, elevado consumo de alcohol, tabaquismo, elevado consumo de sal (en
pacientes sensibles a la sal), envejecimiento, y tal vez el estilo de vida sedentario, estrés
y bajo consumo de potasio y calcio. Ademas, varios factores son aditivos, como son la
obesidad y el elevado consumo de alcohol??.
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Epidemiologia de la HTA

La hipertension arterial es la enfermedad crénica esencial del adulto (ECEA)
que tiene mayor prevalencia mundial. En 1993 se reporté en México una prevalencia del
25%; sin embargo, para el afio 2000 la prevalencia informada de HTA entre los 20 y los
69 afos fue del 30.05%, es decir, mas de 15 millones de mexicanos de dicho grupo de
edad la padecian. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
(ENSANUT Medio Camino) 2016 report6 que 25.5% de los mexicanos tenia hipertension
arterial, de los cuales el 40.0% desconocia que padecia esta enfermedad®. Esta
prevalencia, es ain mayor en adultos con enfermedades crénicas concomitantes como
obesidad y/o diabetes, que afecta al 42.3% y 65.6% de los pacientes afectados,
respectivamente?®,

En adicidn, la ENSANUT Medio Camino 2016 indica que la HTA afecta tanto a
hombres como a mujeres en proporcion similar, siendo 24.9% y 26.1%
respectivamente?®2¢,

En cuanto a la prevalencia de HTA por regién, en la ENSANUT Medio Camino
2016 no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia de
HTA entre las regiones geograficas ni entre las localidades rurales y urbanas?. Aunque
definitivamente se ha mejorado la deteccion, lamentablemente el 61% de las personas
detectadas con HTA segun la encuesta nacional 2000 desconocian ser portadores de
HTA, situacién que es de extrema importancia, ya que, en general, en México el paciente
acude al médico cuando han transcurrido varios afios desde el inicio de la HTA, y
probablemente, ya habra algun grado de dafio en algun érgano blanco. Ademas, de los
pacientes que tenian conocimiento de padecer HTA, solo la mitad estaba bajo
tratamiento farmacolégico antihipertensivo, y de estos, solo el 14.6% mostré cifras
consideradas de control (<140/90 mmHg), es decir, recibir el tratamiento farmacologico
no garantiza el control de la HTAZ:27,

Tratamiento

El tratamiento de la HTA tiene como objetivo la estabilizacion de la tension
arterial hasta sus niveles 6ptimos, para asi prevenir complicaciones y mejorar la calidad
de vida del paciente. Para ello, se debe iniciar con el tratamiento no farmacoldgico que
incluye cambios en los habitos alimenticios y modificaciones del estilo de vida del
paciente?8:2°,

Existen excepciones, en donde el paciente tiene alto riesgo cardiovascular, en
CUyO caso es preciso iniciar inmediatamente la farmacoterapia?®2°

El tratamiento farmacologico debe ajustarse individualmente a cada paciente, y
debe iniciarse solo cuando el médico lo indique; se deben considerar varios aspectos en
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la eleccion del medicamento, tales como el cuadro clinico, el mecanismo de accion del
farmaco, las indicaciones y contraindicaciones, los efectos adversos, las interacciones
farmacoldgicas, las enfermedades concomitantes y el costo econémico?2°,

La Tabla 1 hace mencion a los farmacos que en la actualidad se utilizan para
el tratamiento de hipertension arterial de acuerdo al Joint National Comittee on
Prevention, Detection Evaluation and Treatment of High Blood Pressure y cuyo objetivo
es reducir de manera significativa los episodios cardiovasculares. Por consiguiente,
todos estos farmacos resultan apropiados para el inicio y mantenimiento del tratamiento
antihipertensivo, ya sea en monoterapia o en combinaciones entre si?. Por otra parte,
existen otros farmacos para tratar cuadros hipertensivos especificos, por ejemplo,
hidralazina, nitroprusiato de sodio, minoxidil y diazéxido.

12



Tabla 1. Farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension arterial y sus mecanismos de accion?-24-30-32

Tipo

Mecanismo de Accion

Farmacos

Diuréticos tiacidicos

Betabloqueadores

Antagonistas de calcio

Inhibidores de la Enzima Convertidora de
Angiotensina (ECA)

Antagonistas de receptores de angiotensina
I (ARAII)

Inhiben la reabsorcion de NaCl de la parte luminar
de las células epiteliales en el tubulo contorneado
distal, esto mediante el bloqueo del transportador
Na*/Cl-.

Los farmacos antagonistas de los receptores p3-
adrenérgicos, actian en dichos receptores a nivel
de corazén ylo vasos sanguineos y reducen
competitivamente la  ocupacion por las
catecolaminas y otros agonistas, disminuyendo la
presion arterial como consecuencia de la
disminucion en el gasto cardiaco.

Los farmacos antagonistas de calcio se unen con
cierta selectividad a los canales de calcio tipo-L
en los vasos sanguineos impidiendo la entrada de
estos iones a las CMLV.

Inhiben la enzima que hidroliza angiotensina | en
angiotensina Il, un potente vasoconstrictor y
estimulante de la secrecion de aldosterona.
Bloguean los receptores de angiotensina Il, con
lo cual ésta no puede ejercer su efecto
vasoconstrictor y estimulador de la secrecion de
aldosterona.

Hidroclorotiacida
Clortalidona
Indapamida
Metolazona

Quinetazona

Propranolol
Metroprolol

Nifedipina
Verapamilo
Amlodipino

Enalapril
Captopril
Lisinopril
Losartan
Valsartan
Candesartan
Telmisartan
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Medicina tradicional

La medicina tradicional tiene una larga historia. Es la suma de los
conocimientos, capacidades y practicas basados en las teorias, creencias y experiencias
propias de diferentes culturas, bien sean explicables o no, utilizadas para mantener la
salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales®. Por
otra parte, el término <<medicina complementaria>> o <<medicina alternativa>> alude a
un amplio conjunto de practicas de atencion de salud que no forman parte de la tradicion
ni de la medicina convencional de un pais dado ni estan completamente integradas en
el sistema de salud predominante®. De esta manera, el término <<medicina tradicional
y complementaria>> fusiona los términos <<medicina tradicional>> y <<medicina
complementaria>>, y abarca productos, practicas y profesionales®,

La medicina tradicional y complementaria se utiliza ampliamente en todo el
mundo y se la aprecia por diversos motivos. En la conferencia Internacional sobre
Medicina Tradicional para los paises de Asia Sudoriental, celebrada en febrero de 2013,
la Directora General de la OMS, Dra. Margaret Chan, declaré que <<los medicamentos
tradicionales de calidad, seguridad y eficacia comprobada contribuyen a asegurar el
acceso de todas las personas a la atencién de salud. Para muchos millones de personas,
los medicamentos hechos con base en hierbas representan la principal fuente de
atencion sanitaria, y a veces la Unica. Esta forma de atencién esta préxima a los hogares,
es accesible y asequible. Ademas, es culturalmente aceptada y en ella confia una gran
parte de la poblacién mundial. La asequibilidad de la mayoria de los medicamentos
tradicionales los hace mas atractivos en el contexto del vertiginoso encarecimiento de la
atencion de la salud y de la austeridad casi universal. La medicina tradicional se destaca
también como un medio para afrontar el incesante aumento de las enfermedades
cronicas no transmisibles>>. Independientemente de los motivos por los que se recurre
a la medicina tradicional y complementaria, es indudable que el interés por ellas ha
aumentado, y seguramente seguird aumentando en todo el mundo®3,

En otro contexto, las plantas han sido usadas por la humanidad desde el origen
de la Tierra, tanto para aliviar dolencias como para el mantenimiento de la salud general®.

El Sureste mexicano es una de las zonas mas importantes donde la cultura
Maya se desarroll6. Al igual de como pudo suceder en otros lugares de Mesoamérica,
las actuales préacticas de medicina tradicional en la peninsula de Yucatan se remontan a
la época precolombina, y de ello dan amplia cuenta fuentes etnohistéricas como de
Landa y Herrera y Tordesillas34%®, en las que se sefialan que desde el pasado, existian
en la region sacerdotes médicos o0 especialistas en el arte de curar, los que ademas
utilizaban una amplia variedad de plantas, hongos y animales con propiedades
medicinales. En la actualidad, a pesar del transcurso de los siglos, aln se conserva el
conocimiento empirico del uso de plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades que aguejan al ser humano®.
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Especies vegetales en estudio

La seleccion de especies vegetales para la busqueda de metabolitos
secundarios con potencial terapéutico, se realiza con base en tres criterios de seleccién:
ecoldgico, quimiotaxonémico o etnomédico. El criterio etnomédico, se basa en la
seleccidn de plantas con uso reconocido en la medicina tradicional; el quimiotaxonémico,
en la seleccion de especies vegetales que pertenecen a la misma familia o género
(similitud filogenética) de otras que contienen metabolitos secundarios bioactivos y el
ecoldgico se fundamenta en la observacion de los efectos resultantes de las
interacciones entre dos 0 mas especies vegetales®’.

Con base en el criterio de seleccion etnomédico, fueron seleccionadas las
especies vegetales Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch y Citrus limonum L. ya
gue son utilizadas por el <<H-men>> en la comunidad de Yaxcabd, Yucatan para tratar
<<presion arterial elevada>>, y en la medicina tradicional Maya para el tratamiento de
otras enfermedades relacionadas con la HTA. En adicion, también fueron seleccionadas
estas especies vegetales ya que en un estudio previo realizado por nuestro grupo de
trabajo se establecié su potencial antihipertensivo.

Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch (Nabanche’)

En la medicina tradicional Maya, B. graveolens (Figura 5) es utilizada para
aliviar el dolor de cabeza® y para el tratamiento de la hipertension arterial®. La resina
se emplea contra hernias, torceduras de los pies y para extraer cuerpos extrafios de la
piel. Los extractos de hojas y cortezas son aplicados localmente para lavar heridas y en
forma oral son usados contra el asma, diarrea y célculos en el rifidn.

Estudios fitoquimicos llevados a cabo en las resinas de Bursera spp. indican
gue se han aislado triterpenos®'. De los tallos de B. graveolens se ha aislado
burseranina, picropoligamaina (moléculas de tipo lignano), lupeol y epi-lupeol
(triterpenos)®2. De la misma manera, algunos estudios indican que de las hojas de B.
graveolens se ha aislado luteolin 3’-O-rhamnopiranésidos, astragalina, avicularina,
hiperésido, kaempferol-3-O-B-xylopirandsido, B-sitosterol-3-O-glucopiranésido y a-
amirina®® (ver Anexo 1).

Asimismo, se han evaluado las capacidades antimicrobianas de extractos de
esta especie. Al respecto, se ha demostrado que el extracto etandlico y la fraccion de
acetato de etilo de la corteza, presentan efecto inhibitorio frente a Staphylococcus aureus
y Bacillus subtilis, ademas, el mismo extracto presenta actividad antiinflamatoria®*.

Por otra parte, un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, indico

que el extracto metandlico de las hojas present6 efecto vasorrelajante al ser evaluado
en experimentos ex vivo en anillos de aorta de rata®.
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Figura 5. (A) Arbol completo, hojas y (B) flores de Bursera graveolens (Kunth) Triana
& Planch?.

Citrus limonum L. (Limon)

En la medicina tradicional Maya se utilizan las hojas de C. limonum (Figura 6)
para el tratamiento de varios padecimientos incluyendo la diabetes e hipertension
arterial®®.

Se ha reportado que los frutos del género Citrus contienen una gran variedad
de agentes antioxidantes, antimutagenos, anticarcinégenos y antialérgicos, entre ellos
se encuentran flavonoides, furanocumarinas y limonoides*”“¢. De extractos metandlicos
de la cascara de la especie Citrus limonum se ha reportado, en estudios recientes, la
presencia de cuatro nuevas cumarinas denominadas wakayamalimonol A-D y una nueva
furanocumarina: wakayamalimonol E*°. De la misma manera, en el mismo extracto se
ha determinado la presencia de dos nuevas oximas denominadas limonoximas | y 11%°
(ver Anexo 2).

Ademas, estudios independientes llevados a cabo en la cascara de frutos del
género Citrus limonum han mostrado la presencia de flavonoides, saponinas, esteroides,
terpenoides y alcaloides®?.

En adicion, extractos de pulpa y cascara de Citrus limonum presentan actividad

antioxidante® y antimicrobiana®?, y el extracto metandlico de las hojas presenta efecto
vasorrelajante?®,

16



| ——

frutd de Citrus limonum L.53,

Se ha reportado un gran numero de estudios de plantas que son utilizadas en
la medicina tradicional de diferentes partes del mundo para tratar hipertensién arterial.
En una revision realizada en el afio 2016 por Rawat y cols., se discuten 40 especies
vegetales diferentes, las cuales muestran evidencia clinica de su potencial
antihipertensivo y en algunos casos también se tiene evidencia de su mecanismo de
accion. Especies como Annona muricata, Moringa oleifera, Allium sativum, Apium
graveolens, Avena sativa, Camellia sinensis, Hibiscus sabdariffa, Theobroma cacao y
Psidium guajava, entre otras, ejercen sus efectos antihipertensivos mediante diversos
mecanismos entre los que se incluyen la produccion de sulfuro de hidrégeno (H-.S),
activacion de la via NO/GMPc, activacion de canales de potasio, bloqueo de canales de
calcio, regulacion del sistema renina-angiotensina, entre otros. Estas especies vegetales
son utilizadas en la medicina tradicional de paises como India, China, México, Brasil,
Etiopia, Ecuador, etc. para tratar hipertensién arterial. En esta misma revision, los
autores hacen mencién de las partes de la planta utilizadas en los diversos estudios, que
van desde las raices hasta las partes aéreas, asimismo, se mencionan los diferentes
tipos de extractos obtenidos®.

En la actualidad, en varias partes del mundo, se presentan diversos problemas
de salud y a pesar de que existen diversos farmacos disponibles para su tratamiento,
comunmente la poblacion recurre a terapias alternativas y complementarias entre las
gue destaca el uso de plantas medicinales®®. Asimismo, la OMS recomienda a los paises
en vias de desarrollo el estudio de la medicina popular para coadyuvar al tratamiento de
las enfermedades comunes®®.
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HIPOTESIS

Al menos alguna de las especies vegetales en estudio presentard potencial
antihipertensivo en modelos experimentales murinos de hipertension arterial.
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JUSTIFICACION

El crecimiento desmesurado en la prevalencia de las enfermedades crénico-
degenerativas, como la hipertension arterial, ha contribuido de manera considerable a la
carga de los gastos en el sector salud. El impacto econdmico-social de estas
enfermedades es devastador para cualquier sistema de salud en el mundo, ya que se
trata de padecimientos no curables, con secuelas que en su mayoria seran
incapacitantes?’. Aunado a esta problematica, y a pesar de que en la actualidad se
cuenta con un gran numero de medicamentos disponibles para el tratamiento de
hipertension arterial, un estimado de 10-15 % de la poblacion general hipertensa no logra
controlar sus niveles de presion arterial ante el uso de estos tratamientos?’.

Por otra parte, la medicina tradicional engloba los sistemas de conocimiento que
han sido establecidos a través de generaciones, basados en los conceptos, creencias y
practicas nativas de diversas culturas anteriores a la era medicinal moderna®. Asi,
debido a la accesibilidad, aceptacion cultural y bajo costo que tiene el uso de la medicina
tradicional y complementaria, la OMS recomienda a los paises en vias de desarrollo,
como México, realizar investigacion en este ambito con la finalidad de disminuir la
prevalencia de las enfermedades crénico-degenerativas®,.

A pesar de que la medicina tradicional es considerada segura, la optimizacion
de sus apropiadas dosis y usos, son cuestiones que se deberian considerar, ya que si
es utilizada de manera incorrecta, se pueden presentar efectos adversos. Por lo tanto,
es deseable una investigacion detallada para establecer la seguridad y efectividad de las
plantas que son utilizadas en los sistemas de medicina tradicional alrededor de todo el
mundo®*, y asi establecer alternativas terapéuticas de facil acceso, efectivas y seguras
al consumo humano.

Con base en lo anterior, es de gran importancia establecer lineas de
investigacion que contribuyan a los antecedentes de especies vegetales con potencial
terapéutico antihipertensivo.

Adicionalmente, se requiere validar los efectos farmacoldgicos de las plantas
medicinales utilizadas empiricamente, para de esta manera, sentar las bases
farmacoldgicas que permitan el posible desarrollo de un potencial fitofarmaco
antihipertensivo.
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OBJETIVO GENERAL Y PARTICULARES
Objetivo general

Caracterizar el potencial antihipertensivo de dos especies vegetales empleadas
en la medicina tradicional Maya para el tratamiento de hipertension arterial.

Objetivos particulares

e Evaluar el efecto vasorrelajante de los extractos metanolicos de Bursera
graveolens y Citrus limonum.

e Determinar el mecanismo de accién en anillos de aorta aislados de rata de los
extractos metandlicos de Bursera graveolens (EMBgQ) y Citrus limonum (EMCI),
mediante experimentos funcionales que evallen la participacion de receptores
endoteliales, la via NO-GCs-GMPc-PKG, prostaciclina, canales de potasio de
larga conductancia activados por calcio (BKca) y canales de calcio tipo L.

e Evaluar el efecto antihipertensivo agudo en ratas espontaneamente hipertensas

(SHR) administradas con 100, 200 y 400 mg/Kg del extracto con el efecto
vasorrelajante mas eficaz.
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MATERIALES Y METODOS

El disefio experimental del presente trabajo, describe la obtencion de los
extractos organicos, las evaluaciones farmacolégicas ex vivo para la elucidaciéon del
mecanismo de accion funcional vasorrelajante y las evaluaciones farmacolégicas in vivo
para la determinacién del efecto antihipertensivo de las especies Bursera graveolens y
Citrus limonum en ratas espontdneamente hipertensas. En este trabajo se emplearon
extractos metandlicos debido a que el metanol es un disolvente organico capaz de
romper la pared de las células vegetales y de esta manera poder extraer la mayor
cantidad posible de metabolitos que se encuentran en el interior de estas. Ademas, el
metanol posee una polaridad similar a la del agua, el disolvente que se emplea en la
medicina tradicional para preparar infusiones y decocciones de consumo habitual.

Obtencidon de los extractos de las especies vegetales estudiadas

La colecta del material vegetal y preparacién de los extractos metandlicos
(Figura 7) fue realizada previamente por el grupo de trabajo del Dr. Rolffy Ortiz-Andrade
siguiendo la metodologia a continuacién descrita:

El material vegetal (hojas) de Bursera graveolens y Citrus limonum fue
recolectado en la ciudad de Mérida, Yucatan en diciembre de 2016 y fue identificado por
el Dr. Salvador Flores-Guido del Departamento de Botanica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autébnoma de Yucatan. Una muestra de cada
ejemplar fue depositada en el herbario Alfredo Barrera Marin de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UADY, donde se asignaron los siguientes numeros de
voucher*:

e Bursera graveolens (J.S 12867)
e Citrus limonum (J.S 12868)

El material vegetal de cada especie fue sometido a un proceso de secado en una
habitacion a temperatura ambiente (sin acondicionador de aire) y baja humedad,
posteriormente fue molido hasta obtener un polvo fino utilizando un procesador de
alimentos de la marca Moulinex®. El material vegetal seco y molido de cada especie (200
g de Bursera graveolens y 126 g de Citrus limonum) fue sometido a un proceso de
extraccion exhaustivo via maceracion con metanol en una proporcién 1:10 (m/v). El
disolvente utilizado para realizar la extraccion fue seleccionado con base en los estudios
previos realizados por nuestro grupo de trabajo. Se realizé la maceracién exhaustiva con
tres recambios de disolvente limpio cada 72 h. Ambos extractos fueron filtrados y se
llevaron a sequedad total al vacio utilizando un rotaevaporador de la marca Buchi®.
Finalmente, los extractos fueron sometidos a un proceso de liofilizacion mediante un
sistema FreeZone® estilo consola de 6 L de Labconco® para asegurar la sequedad
maxima®’°8, En la Figura 7 se esquematiza dicho procedimiento. Finalmente, se calculéd
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el rendimiento porcentual de cada extracto, definido como la relacion porcentual entre la
cantidad de extracto obtenido de las hojas y la cantidad de material vegetal seco
empleado para realizar dicho extracto, los cuales fueron los siguientes:

e Extracto metandlico de Bursera graveolens (EMBQ): 16.29%
e Extracto metandlico Citrus limonum (EMCI): 12.86%

Colecta material
vegetal (hojas)

Bursera graveolens (Kunth) Citrus limonum L.

Triana & Planch Secado de material
vegetal
Molienda material
vegetal seco T
200 g B. graveolens
126 g C. limonum
=
. N Maceraciéon con MeOH
. 2 = | con recambio de disolvente
T — e cada72h

L

y

Liofilizacion

£
-

'S

Figura 7. Metodologia general para la obtencion de extractos.
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Animales empleados para las evaluaciones farmacoldgicas

Para las evaluaciones farmacologicas ex vivo fueron utilizadas ratas macho de
la cepa Wistar con un peso aproximado entre 250-300 g, las cuales fueron obtenidas del
bioterio de la Division Académica de Ciencias de la Salud de la Universidad Juérez
Auténoma de Tabasco (UJAT). Para las evaluaciones farmacoldgicas in vivo fueron
utilizadas ratas hipertensas espontaneamente de la cepa SHR (Spontaneously
Hypertensive Rats, por sus siglas en inglés), macho, con un peso aproximado de 300-
350 g, las cuales fueron obtenidas del bioterio de la Unidad de Biomedicina de la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala, Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM). Estos animales se mantuvieron en condiciones estandar de bioterio con acceso
a agua y alimento ad libitum y fotoperiodos controlados. Los animales de
experimentacion empleados en el transcurso del proyecto, fueron manipulados de
acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999 Regulacion Federal para el Manejo y
Experimentacion de Animales emitida por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA).

Obtencién del tejido animal

Las evaluaciones farmacoldgicas ex vivo fueron realizadas de acuerdo al
esquema presentado en la Figura 8.
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Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (60 mg/Kg, via
intraperitoneal) y posteriormente fueron sacrificados por dislocacion cervical. En
seguida, se realiz6 una diseccion abdominal que permitié obtener la aorta torécica, la
cual se mantuvo en una solucidon Ringer Krebs-Henseleit (RKH) con la siguiente
composicion (mM): NaCl 119, KCI 4.6, KH,PO,4 1.2, MgSO, 1.2, CaCl, 1.5, NaHCOs; 20,
glucosa 11.4y EDTA 0.027. La solucion fue preparada con agua destilada y fue ajustada
a pH=7.4, se mantuvo a 37° C y en constante burbujeo con una mezcla gaseosa de
02:CO; (95:5%). La aorta fue limpiada de tejido adyacente/conectivo y posteriormente
se cortaron anillos de 0.3 cm de longitud aproximadamente.

Para algunos experimentos fue necesario remover mecénicamente el endotelio
vascular utilizando un estilete de acero inoxidable; la ausencia (E-) o presencia del
endotelio (E+) fue corroborada mediante la relajacion inducida al adicionar carbacol 1
MM (agonista colinérgico) a la camara de incubacion durante el periodo de sensibilizacion
del tejido®.

Sistema de registro

Para determinar el mecanismo de accién vasorrelajante de los extractos, se
emple6 un sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado®:. En este, los anillos
de aorta se colocaron en una camara de incubaciéon de 10 mL con solucién RKH
burbujeada constantemente con O,:CO; (95:5%) a una temperatura de 37° C (por bafio
recirculador). En estas condiciones, el tejido fue sujetado con un gancho de Nikrom® a
la parte inferior de la camara y en la parte superior a un transductor de fuerza marca
Grass®, el cual registra constantemente las sefiales mecéanicas de la contraccién y las
envia a un sistema de deteccion de datos marca BIOPAC® de 6 canales. La fuerza de
tension inicial empleada para el tejido fue de 3 g.

Proceso de estabilizacién y sensibilizacion

Para la estabilizacion del tejido a las condiciones ex vivo, una vez colocados en
las camaras de incubacion, los anillos se mantuvieron en soluciéon RKH durante 15 min,
con una tensién constante de 3 g. Posteriormente, cada anillo se sometié a un proceso
de sensibilizaciéon con noradrenalina (NA) [0.1 pM] (agonista adrenérgico)®?; se
realizaron 3 sensibilizaciones con intervalos de lavado de 30 min, la integridad del
endotelio vascular fue confirmada mediante la adicibn de carbacol (un antagonista
muscarinico [1 pM]) en la tercera sensibilizacién. El proceso de estabilizacion y
sensibilizacién se esquematiza en la Figura 9.
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Figura 9. Esquema del proceso de estabilizacion y sensibilizacién con noradrenalina
[0.1 uM] de los anillos adrticos.

Evaluacién del efecto vasorrelajante ex vivo

Con la finalidad de confirmar el efecto vasorrelajante de los extractos
metandlicos de las especies vegetales Bursera graveolens y Citrus limonum se
realizaron las siguientes evaluaciones en experimentos independientes: se colocaron en
las camaras de incubacién anillos de aorta de rata aislados con y sin endotelio, y
posterior al proceso de estabilizacion y sensibilizacion, se indujo la contraccién con NA
[0.1 uM]. Después de alcanzada y mantenida la contraccion maxima, se adicionaron a
la cAmara 10 concentraciones del extracto de forma acumulativa en intervalos de tres
minutos, en orden creciente de concentracion [3.03 a 1000 pg/mL] tal como se
esquematiza en la Figura 10. Se registré el valor obtenido para cada concentracion
afadida, con la finalidad de construir una curva concentracion-respuesta (CCR) de
relajacion*®. De las CCR se obtuvieron los pardmetros farmacoldgicos concentracion
efectiva media (CEso) definida como la concentracién a la que se produce el 50% del
efecto maximo y efecto maximo (Emax) que es la respuesta maxima del extracto®.

3.03 pgimd.

MNA D1 pih STOCK [1000 pgimnl.]

l

T

Evaluacidn

Figura 10. Esquema del proceso de evaluacion del efecto vasorrelajante.
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Elucidacion del mecanismo de accion vasorrelajante ex vivo

Posterior al proceso de estabilizacion y sensibilizacion, se realizaron los
experimentos que permitieron determinar el mecanismo de accion funcional de cada
extracto vegetal, tal como se describe a continuacion:

a) Determinacion de la participacion de receptores endoteliales

Para determinar la participacion de receptores muscarinicos presentes en el
endotelio vascular, se emplearon anillos E+ los cuales fueron incubados durante 15 min
con atropina (un antagonista de receptores muscarinicos; [1 uM])%4. Posteriormente, se
indujo la contraccion con NA [0.1 pM] hasta alcanzar la contraccibn maxima, a
continuacién se adicionaron los extractos de prueba de manera acumulativa y en orden
creciente de concentracion [3.03-1000 ug/mL], con la finalidad de construir CCR con las
muestras de prueba.

b) Determinacion de la participacion de la via NO-GCs-GMPc-PKG

Con la finalidad de determinar la participacion de la via de sefializacion NO-
GCs-GMPc-PKG, anillos E+ que fueron incubados durante 15 min en experimentos
independientes, con NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (un inhibidor de la enzima
oxido nitrico sintasa; [100 uM]) o [1H-[1, 2, 4]oxodiazolo[4, 3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ)
(un inhibidor de la enzima guanilato ciclasa soluble; [10 uM])%. Posteriormente, se indujo
la contraccién con NA [0.1 uM] hasta alcanzar la contracciébn maxima, y a continuacion
se adicionaron los extractos prueba de forma acumulativa y en orden creciente de
concentracion [3.03-1000 ug/mL], con la finalidad de construir CCR con las muestras de
prueba.

c) Determinacién de la participacién de prostaciclina

Con la finalidad de determinar la participacién de PGl,, anillos E+ fueron pre-
incubados durante 15 min con indometacina (un inhibidor inespecifico de
ciclooxigenasa; [10 uM])®4. Posteriormente, se indujo la contraccién con NA [0.1 uM]
hasta alcanzar la contraccion méxima, a continuacién se adicionaron los extractos
prueba de manera acumulativa y en orden creciente de concentracién [3.03-1000
pg/mL], con la finalidad de construir CCR con las muestras de prueba.

d) Determinacion de la participacion de canales de potasio de larga
conductancia activados por calcio (BKca)

Con el objetivo de conocer la participacion de los extractos en la apertura de
este tipo de canales de potasio, anillos E+ fueron incubados durante 15 min con un
blogueador de canales de potasio: Tetraetilamonio (TEA) (un bloqueador de los canales
de potasio sensibles a Ca?*; [10 mM]). Posteriormente, se indujo la contraccién con NA
[0.1 uM] hasta alcanzar la contraccion maxima, a continuacion se adicionaron los
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extractos prueba de manera acumulativa y en orden creciente de concentracion [3.03-
1000 pg/mL], con la finalidad de construir CCR con las muestras de prueba®.

Se comparé el efecto vasorrelajante de las muestras de prueba en presencia y
ausencia de atropina, L-NAME, ODQ, indometacina y TEA, respectivamente.

e) Determinacion de la participacion de canales de calcio tipo L

Para determinar el bloqueo de canales de calcio tipo L en el efecto
vasorrelajante de las especies estudiadas se implementaron las siguientes
metodologias:

Posterior al proceso de sensibilizacién, anillos E- fueron pre-contraidos por
despolarizacion con una solucion de Krebs con altas concentraciones de cloruro de
potasio (KCI [80 mM]), hasta alcanzar la contraccion maxima; después se adicionaron
en orden creciente de concentracion las diluciones de las muestras de prueba: extractos
[3.03-1000 ug/mL] y control (nifedipina: bloqueador de canales de calcio [1.19x103-3.46
ug/mL]), con la finalidad de construir CCR de relajacion*® tal como se esquematiza en la
Figura 11.

303 pg/mL

KCI 80 mi STOCK [1000 pg/mL]

I
E valuacion

Figura 11. Esquema de la determinacion de la participacion de canales de Ca?* tipo L
mediante contraccion con KCI 80 mM.

Posterior a la tercera sensibilizacion, anillos E- y/o E+ fueron lavados con
solucion KCI 80 mM de Krebs libre de calcio durante 30 min y posteriormente se agregé
CaCl,[0.1 mM a 10 mM] de forma acumulativa a la camara de incubacion, con la finalidad
de construir una curva CCR control a CaCl,. Enseguida, el tejido fue lavado con solucion
KCI 80 mM de Krebs sin calcio y se dejo estabilizar durante 30 min. Cuando el tejido
alcanz6 nuevamente sus niveles basales de tension, se incub6 durante 15 min la CEso
de las especies estudiadas y se agreg6 de nuevo CaCl, de forma acumulativa a las
mismas concentraciones para observar la reactividad de la aorta®, tal como se
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esquematiza en la Figura 12. Las CCR de contraccién fueron comparadas en presencia
y ausencia del extracto. En este experimento se utilizd nifedipina [10 yM] como control
positivo.

CaCly
CaClz
Krebs sin Ca®™ [0-01M]
[0.01 M1
CaCla
[0.1 mM]
CaCly
Krebs sin Ca™ CEs

| - "

Figura 12. Esquema de la determinacion de la participacion de canales de Ca?* tipo L
mediante contraccién con CaCls.

Evaluacién del efecto antihipertensivo del extracto metandlico de Bursera
graveolens en ratas espontaneamente hipertensas

Con base en los experimentos anteriores, se seleccioné el extracto metanélico
de Bursera graveolens (EMBQg) para realizar los experimentos in vivo ya que fue el que
presenté mejor efecto vasorrelajante.

El ensayo de la actividad antihipertensiva se realiz6 de acuerdo al protocolo
descrito por Hernandez-Abreu y cols.®” con algunas modificaciones. Para esto se
utilizaron ratas macho adultas de la cepa SHR (espontdneamente hipertensas) con un
peso aproximado de 300-350 g. Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando
cinco animales por grupo. Las dosis empleadas fueron 100, 200 y 400 mg/Kg para el
EMBg y 30 mg/Kg de Captopril (inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina)
usado como control positivo, diluido en agua destilada; las dosis fueron administradas
via intragastrica (1.G.). El grupo control hipertenso recibi6 vehiculo (agua destilada) a un
mismo volumen (0.5 mL/100 g). La presion arterial sistélica (PAS), la presion arterial
diastélica (PAD) y la frecuencia cardiaca (FC) fueron determinadas al inicio del
experimento (tiempo cero) y a las 1 (hl), 3 (h3), 5 (h5) y 7 (h7) horas posteriores a la
administracién del tratamiento correspondiente, para lo cual se utilizé un tensiébmetro
caudal no invasivo para roedor (Pletismémetro Panlab® Harvard Apparatus; LE 5007
Automatic Blood Pressure Computer).
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Analisis estadistico

Todos los resultados obtenidos en la determinacion del mecanismo de accion
vasorrelajante y en la determinacion de la actividad antihipertensiva, fueron expresados
como el promedio = el error estandar de la media de 6 réplicas para los experimentos ex
vivo y 5 réplicas para los experimentos in vivo. La significancia estadistica fue
determinada utilizando una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguida
de un analisis post hoc de Tukey. Los valores de p<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos respecto al control®. Todos los gréficos (curvas
concentracion-respuesta: CCR) y el analisis estadistico fueron realizados utilizando el
programa STATGRAPHICS® Centurion XVI.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo se obtuvieron los
extractos metandlicos de dos especies vegetales colectadas en Yucatan, la especie
Bursera graveolens (EMBg) y Citrus limonum (EMCI). Asimismo, se determinoé el efecto
vasorrelajante de dichas plantas, obteniendo porcentajes de vasorrelajacion de 52.3% y
61.0% respectivamente*®. Este estudio previo sugirié su potencial antihipertensivo.

Determinacién del mecanismo de accién funcional del extracto metandlico de
Bursera graveolens

Inicialmente se determino el efecto vasorrelajante, sobre la contraccién inducida
por noradrenalina (NA), del extracto metandlico de Bursera graveolens (EMBg). Estos
experimentos fueron reproducidos con la finalidad de descartar posible degradacion del
extracto y pérdida del efecto reportado previamente. Los resultados obtenidos se
describen a continuacién. En la Figura 13 se puede observar la CCR de relajacion del
EMBg en anillos de aorta E+ y E-. B. graveolens alcanz6 un Emax de 80.8% en anillos de
aorta E+, este efecto es totalmente dependiente del endotelio vascular, ya que al evaluar
el extracto en anillos E- el efecto vasorrelajante se pierde (Emax=0.44%).
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Figura 13. Curva concentracion-respuesta de vasorrelajacion del EMBg, en anillos
de aorta pre-contraidos con NA [0.1 uM] (n=6, *p<0.05).
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En la literatura cientifica no han sido reportados suficientes estudios
fitoquimicos llevados a cabo en extractos metandlicos de hojas de la especie Bursera
graveolens, sin embargo, Young y cols. reportaron en 2011 un estudio en el cual
encontraron en aceites esenciales de esta especie, diversas moléculas de tipo
terpenoide, sobre todo monoterpenos como limoneno, a-terpineol, carvona y
pulegona®, cuyas estructuras se presentan en el Anexo 1. En 2005, Nakanishi y cols.
reportaron la presencia de burseranina, una podofilotoxina de tipo lignano y la presencia
de picropoligamaina, también una molécula de tipo lignano, ademas de dos triterpenos
conocidos, lupeol y epi-lupeol (Anexo 1l)en un extracto metandlico obtenido de la
corteza de Bursera graveolens*’. Por otra parte, en estudios independientes de los
anteriores, se han descrito los efectos farmacoldgicos sobre el sistema cardiovascular
de moléculas tipo lignano como por ejemplo, la inhibicion de la fosfodiasterasa de AMPc
y el antagonismo de canales de calcio dependientes de voltaje tipo L. En adicion,
estudios realizados por otros grupos de trabajo reportaron que en otras especies del
género Bursera, como B. simaruba y B. morelensis, entre otras, se han aislado diversos
compuestos triterpénicos tales como lupeol y a-amirina*! asi como fenilpropanoides,
flavonoides y taninos hidrolizables™ (Anexo 1), de los cuales se ha reportado con
anterioridad su potencial relajante ex vivo en aorta de rata’®’® e hipotensor y
antihipertensivo®” 74, por lo que se podria atribuir el efecto presentado por el EMBg a la
presencia de este tipo de moléculas en el extracto metandlico de B. graveolens.

Debido a que el efecto fue totalmente dependiente del endotelio vascular, se
procedio a iniciar con aquellos experimentos enfocados a determinar la participacion de
factores relajantes derivados del endotelio vascular, tales como la prostaciclina (PGlz) y
la participacion de la via del 6xido nitrico-GMP ciclico (NO/GMPc). Para ello, se evalu6
el efecto vasorrelajante del EMBg en presencia de un inhibidor inespecifico de la sintesis
de prostaglandinas (indometacina), un inhibidor de la sintesis de NO (L-NAME) y un
inhibidor de la sintesis de GMPc (ODQ). En las Figuras 14 y 15 se muestran las CCR
de EMBg en presencia de los inhibidores antes mencionados.

Participacién de PGl;

En la Figura 14 se muestra el efecto del EMBg en presencia de indometacina,
en esta curva se observa un desplazamiento estadisticamente significativo hacia la
izquierda respecto al control, sugiriendo una potenciacion del efecto del EMBg. Esta
potenciacién podria atribuirse a la inhibicion de la sintesis de factores contractiles
derivados del endotelio (FCDE) de la siguiente manera: el tono vascular normal es
atendido por un balance muy fino entre factores relajantes y contractiles, donde el
endotelio participa activamente en su produccion y liberacién’™. Los factores relajantes
derivados del endotelio (FRDE) estan bien definidos y son: NO, factor hiperpolarizante
derivado de endotelio (FHDE) y PGl,, siendo el NO el mayor vasodilatador en los
conductos arteriales™. Las entidades quimicas que fungen como FCDE son menos
claras debido a su heterogeneidad en arterias de diferentes especies. Sin embargo, se
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sugiere que en su mayoria, los FCDE son metabolitos derivados de &cido araquidénico
por accion de ciclooxigenasas como por ejemplo: prostaglandina Fzq (PGF2),
prostaglandina H, (PGHy), prostaglandina E. (PGE;), tromboxano A, (TxA;) e
isoprostanos’. De esta manera, al ser indometacina un inhibidor inespecifico de la
sintesis de prostaglandinas, podria estar inhibiendo tanto la produccién de
prostaglandinas  vasorrelajantes, como la produccion de prostaglandinas
vasoconstrictoras que son las responsables de contrarrestar el efecto vasorrelajante del
EMBg’®. Por otra parte, estos hallazgos sugieren que la produccién de PGl, no esta
involucrada en el efecto vasorrelajante presentado por EMBg.
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Figura 14. Efecto vasorrelajante del EMBg en presencia de indometacina (n=6,
*p<0.05 respecto a la CCR control).

Participaciéon de la via NO/GMPc

En la Figura 15 se observa la CCR del efecto vasorrelajante del EMBg en
presencia de L-NAME y ODQ, se observa disminucion estadisticamente significativa del
efecto vasorrelajante maximo de 80.8% a 6.62% y 2.36%, respectivamente. Este
comportamiento sugiere que el EMBg ejerce su efecto vasorrelajante mediante la
activacion de la enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) con subsecuente
produccion de NO e incremento de GMPc. Asi, al estar inhibidos estos sitios, el efecto
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del EMBg se pierde completamente. El NO es un gas que difunde libremente hacia
células de musculo liso vascular (CMLV) y activa la enzima guanilato ciclasa soluble
(GCs) ocasionando un aumento en la produccion de GMPc, este segundo mensajero
activa a la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG)"’. Estudios previos recopilados
por Gollasch y Nelson en 1997, han reportado que PKG inhibe el influjo de Ca?* en las
CMLV, aumenta el secuestro de este mismo ion por parte del reticulo sarcoplasmico
(RS) en CMLV y ocurre una desensibilizaciéon a este ion’®. Por tanto, estos hallazgos
sugieren que EMBg es capaz de activar la eNOS con subsecuente produccion de NO.
De la misma manera, la activacion de eNOS por parte del EMBg conllevaria a
incrementar los niveles de GMPc por activacién de la enzima GCs.
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Figura 15. Efecto vasorrelajante del EMBg en presencia de L-NAME y ODQ (n=6,
*p<0.05 respecto a la CCR control).

Participacion de receptores muscarinicos

ElI NO es continuamente liberado por eNOS presente en las células endoteliales
como consecuencia del estrés generado por el flujo sanguineo’. Sin embargo, su
liberacion también es mediada por activacion de receptores muscarinicos®. La
activacion de este tipo de receptores acoplados a proteina G por farmacos analogos de
acetilcolina como el carbacol, activa la cascada del IP; y del DAG con subsecuente
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incremento de [Ca?*]i. La eNOS es activada en células endoteliales como respuesta a un
incremento de [Ca?*]i°.

Con el propdsito de conocer si el efecto del EMBg involucra la activacién de
receptores muscarinicos Ms, se evalud el efecto vasorrelajante de este extracto en
presencia de atropina (un antagonista muscarinico Ms). En la Figura 16 se muestra la
CCR de vasorrelajacion del EMBg en presencia de atropina, en ésta se observa
disminucion del Emax de 80.8% a 63.4%, este comportamiento es caracteristico de un
antagonismo no competitivo de receptores muscarinicos Ms. La modificacion en la
eficacia de la CCR sugiere que el EMBg no compite con atropina por su receptor, es
decir, ejerce su efecto vasorrelajante mediante la inhibicion de un sitio alostérico al
receptor, o un sitio en la cascada de sefalizacién posterior a la activacion del receptor
Ms, como seria la activacion de la eNOS tal como lo sugieren los experimentos previos.
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Figura 16. Efecto vasorrelajante del EMBg en presencia de atropina (n=6, *p<0.05
respecto a la CCR control).

Participacion de canales BKca

La activaciéon de PKG por parte de NO/GMPc ocasiona un decremento en los niveles
intracelulares de Ca?* por diversas vias, ya sea por inactivacion de canales de Ca?"
dependientes de voltaje tipo L o de manera indirecta por activacion de los canales de
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potasio sensibles a calcio (BKca), cuya estimulacion origina la hiperpolarizacion de la
membrana celular y como consecuencia la disminucién de la entrada de Ca?* a través
de los canales de Ca?" dependientes de voltaje tipo L8. En adicién, también se ha
reportado que el NO es capaz de activar directamente canales BKca en tejido de musculo
liso adrtico®?.

Con la finalidad de determinar la participacion de los canales BKca en el efecto
vasorrelajante del EMBg, se realiz6 una CCR de vasorrelajacion en presencia de TEA
(blogueador de los canales de potasio sensibles a Ca?*). La Figura 17 muestra la CCR
en presencia de TEA, en esta se observa una disminucién estadisticamente significativa
del Emax de 80.8% a 50.52% y modificacion de la CEsp de 14.2 a 99.70 uyg/mL, este
comportamiento es caracteristico de un antagonismo no competitivo por los canales
BKca, lo que podria ser indicio de la apertura de canales BKca por parte de PKG, como
resultado de la produccién de NO383,
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Figura 17. Efecto vasorrelajante del EMBg en presencia de TEA (n=6, *p<0.05
respecto a la CCR control).

Participacion de canales de calcio

El incremento en la produccion de GMPc causa activacién de PKG y ésta a su
vez produce hiperpolarizaciéon y cierre de canales de calcio'®, por dicha razéon se
determiné el bloqueo de canales de calcio en el efecto vasorrelajante del EMBg.

40



Para determinar la participacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo
L en el efecto del EMBg, se utilizé una solucion fisiolégica concentrada de KCI [80 mM],
ésta induce contraccion mediante despolarizacion de las membranas de CMLV con
subsecuente apertura de canales de Ca?*, entrada de Ca?* y contraccién®. En la Figura
18 se observa el efecto vasorrelajante inducido por el EMBg sobre la contraccion
inducida por KCI [80 mM], el cual alcanz6 un Emax=73.98% en anillos E+, corroborando
de esta manera el cierre de canales de Ca?* como resultado de la activacion de PKG en
la via NO/GMPc. Se realiz6 el mismo experimento en anillos E-, en la misma figura se
puede observar la CCR con una eficacia menor (Emax=27.39%), esto sugiere que el
efecto vasorrelajante del EMBg también podria atribuirse al bloqueo directo de canales
de Ca?* dependientes de voltaje tipo L presentes en la membrana de CMLV®®. Se ha
demostrado que los blogueadores de canales de Ca?" dependientes de voltaje
(nifedipina) inducen relajacion de forma importante en las contracciones inducidas por
KCI, mientras que tienen un menor efecto sobre las contracciones inducidas por NA®,
es de esta manera como podria explicarse que EMBg no presenté efecto vasorrelajante
al ser evaluado en anillos de aorta E- contraidos con NA (Figura 10).
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Figura 18. Curva concentracion respuesta de vasorrelajacion del EMBg, en anillos
de aorta precontraidos con KCI [80 mM] (n=6, *p<0.05 respecto a la CCR E+).
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A fin de reforzar los hallazgos anteriores que sugieren un bloqueo de canales
de Ca?', se realiz6 una CCR de contraccién con CaCl,, pre-incubando el EMBg
(CEs0=14.2 ug/mL)%. Enla Figura 19 podemos observar que EMBg (Emax=1.46 g) inhibe
significativamente la contraccibn maxima inducida por CaCl, en comparacion con el
control (Emax=2.62 g), este comportamiento sugiere el bloqueo directo de canales de
Ca?* dependientes de voltaje tipo L por parte de PKG.
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Figura 19. Curva de contraccion a CaCl; en anillos de aorta E+ incubados con la
CEso del EMBg (n=6, *p<0.05 respecto al control de CacCly).
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Determinacién del mecanismo de accidn vasorrelajante del extracto metandlico de
Citrus limonum

Teniendo como antecedente el efecto vasorrelajante del extracto metandlico de
Citrus limonum (EMCI) sobre la contraccion inducida por NA, también se decidi6 evaluar
nuevamente dicho extracto con la finalidad de descartar la degradacién del mismo por el
paso del tiempo y una subsecuente pérdida del efecto vasorrelajante.
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Figura 20. Curva concentraciéon respuesta de vasorrelajacién del EMCI, en anillos de
aorta precontraidos con NA [0.1 uM] (n=6, *p<0.05).

En la Figura 20 se muestra el efecto vasorrelajante del EMCI, el efecto fue
dependiente de la concentracion y parcialmente dependiente del endotelio vascular,
sugiriendo que uno de los posibles mecanismos de accién esta relacionado con la
liberacion de factores relajantes derivados del endotelio vascular, por lo que se procedio
a iniciar con experimentos que determinen la participacion de estos factores. Para ello,
se evalué el efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de indometacina, L-NAME y
ODQ de la misma manera en la que se realizé para el EMBg. Por otra parte, debido a
que el efecto mostrado fue parcialmente dependiente del endotelio, no se puede
descartar la participaciéon simultanea de mecanismos de relajacion que actien
directamente sobre células de musculo liso vascular. Por esta razén, se evalu6 el efecto
vasorrelajante del EMCI en anillos de aorta contraidos por despolarizacion de la
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membrana y apertura de canales de calcio dependiente de voltaje tipo L con altas
concentraciones de cloruro de potasio (KCI [80 mM]). Asimismo, se construyeron curvas
de concentracion a CaCl, pre-incubando la CEso del EMCI con la finalidad de determinar
un posible bloqueo directo de canales de calcio. Finalmente, se evalu6 el efecto
vasorrelajante del EMCI en presencia de un bloqueador no selectivo de canales de
potasio (TEA).

Actualmente, no se cuenta con reportes que describan el contenido fitoquimico
de las hojas de la especie C. limonum, sin embargo, se ha descrito la presencia de
flavonoides, terpenoides, alcaloides, esteroides y saponinas en las cascaras de
varias especies del género Citrus, incluida la especie limonum?®!. Por otra parte, Laghay
Madani demostraron en otras especies del género Citrus como Citrus sinensis L. y Citrus
aurantium L. la presencia y actividad antioxidante de flavonoides, flavonoles,
antocianinas, taninos y fenoles solubles® cuyas estructuras se presentan en el
Anexo 2. Ademas, se ha demostrado la potente actividad vasorrelajante ex vivo de
diversos flavonoides a través de la inhibicion de calmodulina’, por lo que se podria
atribuir el efecto del extracto metandlico de C. limonum a la presencia de este tipo de
compuestos.

Participacion de la via NO/GMPc

En la Figura 21 se muestra el efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de
L-NAME y ODQ. Se observa disminucion significativa del Emax de 71.03% hasta 26.48%
y 36.31%, respectivamente. Este resultado es indicio, de manera similar que en el EMBg,
de que el EMCI podria ejercer su efecto vasorrelajante mediante la activacion de la
enzima eNOS con produccién de NO, incremento de GMPc y activaciéon de PKG’". Como
se menciond con anterioridad, la activacion de PKG inhibe el influjo de Ca?* en CMLV,
aumenta el secuestro de este mismo ion por parte del reticulo sarcoplasmico (RS) en
CMLV y ocurre una desensibilizacién a este ion. De esta manera al inhibir la sintesis de
NO con L-NAME y a la enzima GCs con ODQ, el efecto vasorrelajante del EMCI
disminuye significativamente. Sin embargo, el observar efectos vasorrelajantes de
26.48% (L-NAME) y 36.31% (ODQ) podria ser un indicio de la activacion de otros puntos
en la via de sefalizacion NO/GMPc como por ejemplo la activacion de receptores
muscarinicos y/o la participacion de otros mecanismos que actlen directamente en
células de musculo liso vascular.
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Figura 21. Efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de L-NAME y ODQ (n=6,
*p<0.05 respecto a la CCR control).

Participacion de receptores muscarinicos

Como se menciond con anterioridad la produccién de NO puede estar mediada
por activacion de receptores muscarinicos, los cuales activan la cascada del IP; y DAG
incrementando los niveles de [Ca?*]i!%%°, De esta manera, en la Figura 22 se muestra el
efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de atropina, un antagonista de los
receptores muscarinicos Ms;. En la grafica se observa efecto contractii a bajas
concentraciones que podria atribuirse a la accién de endotelina-1 (ET-1). Las endotelinas
son péptidos que tienen potente actividad vasoconstrictora in vivo e in vitro. Existen tres
isoformas de las endotelinas, sin embargo, las células endoteliales de la mayoria de los
vasos sanguineos parecen producir exclusivamente ET-1%°. Cuando ET-1 se une a su
receptor ETg presente en células endoteliales, se activa la cascada de sefializacion para
la producciéon de NO®'. En 1990, Boulanger y Lischer demostraron que la estimulacion
de la produccién de NO inhibe la expresiéon y la producciéon de ET-1%. Por lo tanto,
mientras las células endoteliales generen suficiente NO, la ET-1 no ser& capaz de jugar
un rol principal en la homeostasis vascular®’. De esta manera, al inhibir la produccién de
NO mediante el antagonismo de receptores muscarinicos Mz, ET-1 no es inhibida por
NO y se desencadena su poder vasoconstrictor. Este supuesto fue corroborado
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mediante la realizacion de este mismo experimento en anillos E- en los cuales no se
observa vasoconstriccion debido a la ausencia de ET-1. Asi, los resultados obtenidos
sugieren que el efecto vasorrelajante del EMCI no est& relacionado con la activacion
directa de receptores muscarinicos Ms.
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Figura 22. Efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de Atropina (n=6, *p<0.05
respecto a la CCR control).

Participacion de PGl,

De manera similar a lo que sucede en el caso del NO, también ocurre una
retroalimentacion negativa entre la ET-1 y la PGl,. Estudios realizados por Prins y cols.
en 1994, reportan que ET-1 estimula la produccion y liberacion de PGl; a la vez que PGI;
inhibe la produccién y secrecién de ET-1 en células endoteliales®®. En la Figura 23 se
muestra el efecto del EMCI al ser incubados anillos de aorta E+ con indometacina
(inhibidor inespecifico de COX), observandose un efecto contractil que puede ser
atribuido nuevamente a la sintesis de ET-1 en células endoteliales. Asi, al inhibir la
produccion PGIy, no se estaria inhibiendo la accién de ET-1 y por tanto se observan sus
efectos contrictiles. Esta hipétesis fue corroborada al evaluar el efecto vasorrelajante
del EMCI en anillos E- pre-incubados con indometacina, en los cuales no se observa
contraccion debido a la ausencia de ET-1 producida en el endotelio vascular (Figura 23).
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Figura 23. Efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de Indometacina (n=6,
*p<0.05 respecto a la CCR control).

Participacién de canales BKca

La produccién de NO en el endotelio vascular ocasiona un aumento en la
produccién de GMPc y este a su vez causa la activacién de PKG en CMLV. La activacion
de esta enzima ocasiona la apertura de canales BKca con la subsecuente
hiperpolarizacion de la membrana, cierre de canales de Ca?" dependientes de voltaje
tipo L y por tanto vasorrelajacion®. Algunos reportes también indican la posibilidad que
tiene el NO de activar directamente canales BKca en CMLV sin la participacion de PKG®2,
En la Figura 24 se muestra el efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de TEA
(blogueador de los canales de potasio sensibles a Ca?*), donde podemos observar una
disminucion significativa del Enax desde 71.03% a 31.97% en anillos de aorta E+. Este
comportamiento sugiere la posible apertura de canales BKca como resultado de la
produccion de NO. Estos resultados confirman los hallazgos descritos en el primer
apartado de esta seccion.

Por otra parte, con la finalidad de evaluar una posible activacién directa de

canales de potasio por parte del EMCI, se evalu6 el efecto vasorrelajante del mismo en
anillos E- pre-incubados con TEA. En la Figura 24, la CCR del EMCI no muestra
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diferencias significativas al ser incubada con TEA, descartando la teoria de la apertura
directa de canales de potasio.
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Figura 24. Efecto vasorrelajante del EMCI en presencia de TEA (n=6, *p<0.05
respecto a la CCR control).

Participacion de canales de calcio

Como se ha mencionado previamente, el resultado final de la activacion de la
via NO/GMPc es el cierre de canales de Ca?* ya sea de manera directa por parte de
PKG o por accién indirecta a causa de hiperpolarizaciéon de la membrana!®. Debido a
esto, se decidi6 evaluar el efecto vasorrelajante del EMCI bajo una contraccién inducida
por la apertura de canales de Ca?* mediante despolarizacién de la membrana por accion
de una solucién fisiolégica con altas concentraciones de KCI [80 mM]. Asi, la Figura 25
muestra el efecto vasorrelajante del EMCI en el cual se observa un Ems de 64.04% para
anillos de aorta E+ y 62.48% para anillos de aorta E- sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre ambas curvas. Este hallazgo es indicio del bloqueo
directo de canales de Ca?* por parte del EMCI sin la participacion de PKG.
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Figura 25. Curva concentracién respuesta de vasorrelajacién del EMCI, en anillos de
aorta pre-contraidos con KCI [80 mM] (n=6, *p<0.05 respecto a la CCR E+).

Con la finalidad de corroborar los hallazgos que sugieren un posible bloqueo
directo de los canales de Ca?* por parte del EMCI, se realizaron CCR de contraccion a
CacCl, pre-incubando la CEso del EMCI (CEs0=324.15 ug/mL). En la Figura 26 se muestra
el efecto contractil inducido por CacCl; en anillos en ausencia del extracto, alcanzando un
Emax de 2.46 g (CCR control). Al incubar el EMCI y realizar la CCR a CacCl, se observa
una disminucién estadisticamente significativa del efecto maximo a 0.55 g en anillos E+
y 0.54 g en anillos E-, indicando un posible blogqueo directo de canales de Ca?* por parte
del EMCI. Adicionalmente, no se observan diferencias estadisticamente significativas al

comparar los experimentos en anillos E+ y E-, hecho que confirma el bloqueo directo de
canales de calcio.
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Figura 26. Curva de contraccién a CacCl, en anillos de aorta E+ y E- incubados con
la CEso del EMCI (n=6, *p<0.05 respecto al control de CaCly,).

50



Determinacién del efecto antihipertensivo del extracto metandlico de Bursera
graveolens en ratas SHR

A pesar de los avances en la disponibilidad (mas de 75 agentes
antihipertensivos divididos en 9 clases) y calidad de los medicamentos antihipertensivos,
asi como de la institucion de programas nacionales para educar a la poblacién sobre de
la seriedad de la hipertension arterial, qgueda mucho por hacer. Los porcentajes de la
poblaciéon que estan conscientes de su enfermedad, que se encuentran en tratamiento,
y que estan logrando un control adecuado de sus niveles de PA son
desconcertantemente bajos a nivel mundial; encuestas en numerosos paises han
mostrado consistentemente que menos del 60% de la poblacién afectada ha sido tratada
para hipertension arterial y menos del 30% logran controlar sus niveles de PA
adecuadamente®. Por lo tanto, la terapia antihipertensiva en el futuro cercano, debe
estar dirigida hacia el mejoramiento en el control de la PA en pacientes hipertensos,
mediante la investigacion y el desarrollo de nuevas clases de moléculas
antihipertensivas enfocandose en ampliar el armamento disponible para combatir la
hipertension arterial®, asi como a la busqueda de moléculas con mas de un mecanismo
de accion.

Por otra parte, el animal de experimentacion constituye la unidad experimental
en los estudios in vivo y su empleo esta regido por regulaciones con vistas a un adecuado
uso, segun los requerimientos de estudio y tomando en cuenta principios éticos®2. El
modelo empleado en estos experimentos representa las condiciones fisiopatologicas de
un sistema biolégico completo y complejo similar al de los seres humanos.

Dado que el EMBg fue el que present6 mayor efecto vasorrelajante en
experimentos ex vivo y se determiné con claridad su mecanismo de accién funcional, se
decidié continuar con los experimentos in vivo con dicho extracto. Para esto se determiné
el efecto antihipertensivo agudo in vivo en ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y
conscientes, utilizando un método no invasivo en la cola del roedor. Los animales fueron
administrados via intragastrica con las dosis 100, 200 o0 400 mg/Kg del EMBg. Asimismo,
se evalud un grupo control hipertenso (vehiculo) y un grupo control hipertenso tratado
con Captopril (un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina usado como
control positivo).

Posterior a un periodo de dos semanas de aclimatacion, entrenamiento y
manipulacion de los roedores, se procedio a realizar el ensayo in vivo. Inicialmente se
realizaron determinaciones de PAS, PAD y FC, de manera independiente para los cinco
grupos y esto fue considerado como la hO (hora cero), con la finalidad de corroborar
que las ratas presentaban niveles elevados de tension arterial (> 140/90 mmHg).
Inmediatamente después se administraron las tres dosis de prueba, el vehiculo y
captopril respectivamente a cada grupo. Posteriormente, se realizaron mediciones de los
parametros cardiovasculares (PAS, PAD y FC) a la h1, h3, h5 y h7 posteriores a la
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administracién, con la finalidad de conocer la variacion de la tension arterial a través del
tiempo.

Efecto cardiovascular agudo sobre la presion arterial sistdlica

El efecto cardiovascular agudo del EMBg sobre la PAS se muestra en la Figura
27 y los porcentajes de disminucion de la PAS en la Tabla 2, en ella se observa una
disminucion estadisticamente significativa, en comparacién con el grupo control
(vehiculo), para el grupo tratado con la dosis 200 mg/Kg; se observa disminucion de la
PAS a partir de la h1l (-15.4%) y el efecto incrementa paulatinamente con el paso del
tiempo hasta llegar a la h7, donde se obtiene el efecto maximo (-26.2%). En la misma
grafica podemos observar el efecto mostrado tras la administraciéon de 400 mg/Kg del
EMBg, se observa disminucién estadisticamente significativa de la PAS comparado
contra el vehiculo a la h1 (-29.9%), 3h (-23.6%) y 5h (-21.6%), donde el efecto méaximo
se presentd una hora posterior a la administracion del extracto y en la 7h regresa a sus
valores basales. Debido a que la dosis intermedia de 200 mg/Kg produce un efecto
antihipertensivo dependiente del tiempo y al aumentar la dosis a 400 mg/Kg dicho efecto
solo se observa a la primera hora y se pierde conforme transcurre el tiempo, surge la
hip6tesis de la presencia de metabolitos biolégicamente activos con efectos opuestos y
potencias diferentes, asi a la dosis de 200 mg/Kg acttan los metabolitos que inducen el
efecto antihipertensivo (metabolitos mas potentes), mientras que al incrementar la dosis
a 400 mg/Kg pueden actuar los metabolitos menos potentes (que ahora estan en mayor
concentracion) y que antagonizan o se oponen al efecto antihipertensivo observado en
la dosis menor. En un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo en 2016, se
demostré el efecto vasorrelajante, en anillos de aorta aislada de roedor, del EMBg a
concentraciones bajas, y el efecto vasoconstrictor al incrementar dichas
concentraciones; esto podria explicar el comportamiento observado en el experimento
in vivo®. Asi el efecto vasoconstrictor presentado a concentraciones elevadas es
responsable de la elevacién de la presion arterial o menor disminucion de la PAS en la
dosis de 400 mg/Kg *°. Por otra parte, la disminucion de la PAS a través del tiempo en
la dosis de 200 mg/Kg, podria explicarse por la generacién de metabolitos bioactivos
resultantes del metabolismo hepatico los cuales poseen mayor efecto.

Para los roedores administrados con la dosis 100 mg/Kg no se observaron
disminuciones estadisticamente significativas. En contraste, al ser comparados contra el
farmaco control (Captopril), se observan diferencias estadisticamente significativas a las
h3, h5y h7, siendo esto un indicativo de la ineficacia del EMBg a dicha dosis. Por otra
parte, no se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las dosis
200 y 400 mg/Kg contra Captopril, siendo esto indicativo de la similitud entre el efecto
del EMBg a las dosis 200 y 400 mg/Kg y el efecto del farmaco control.
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Figura 27. Efecto cardiovascular agudo sobre la presién arterial sistélica inducido por
dosis I.G. del EMBg (100, 200 y 400 mg/Kg) en ratas espontaneamente hipertensas.
Cada punto representa el promedio + el error estdndar de cinco individuos (n=5;
*p<0.05 comparado contra el vehiculo; +p<0.05 comparado contra captopril).

Tabla 2. Porcentajes de variacion de la presion arterial sistélica con respecto a la hora
cero (h0) obtenidos en la evaluacion del efecto antihipertensivo de Bursera graveolens
Tiempo Dosis 100 mg/Kg Dosis 200 mg/Kg Dosis 400 mg/Kg  Vehiculo Captopril
(hora) (%) (%) (%) (%) (%)

h1 -7.38 £2.95 -15.43 £ 2.36* -29.92 £ 0.83* -1.70+4.04 -1847+3.78
h3 0.54 £ 1.25+ -19.78 £ 1.44* -23.62 % 0.90* -528+236 -18.50 +2.13
h5 -3.76 £ 1.83+ -23.23 £ 2.06* -21.67 £ 2.95* 299+1.01 -21.92+0.82
h7 12.87 £ 6.13+ -26.22 * 3.54* -1.37 £6.35 3056+£208 -19.75+2.26

n=5, *indica p<0.05 comparado con el vehiculo, + indica p<0.05 comparado con captopril

Efecto cardiovascular agudo sobre la presion arterial diastolica

El efecto cardiovascular agudo del EMBg sobre la PAD se muestra en la Figura
28 y los porcentajes de disminucion de la PAD en la Tabla 3; en ella podemos observar
un comportamiento similar al presentado sobre la PAS. A la dosis 200 mg/Kg se observa
disminucion estadisticamente significativa de la PAD comparando contra el vehiculo a la
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h5 (-25.83%) y h7 (-24.84%), mientras que al aumentar la dosis a 400 mg/Kg se observa
disminucion subita de la PAD desde la h1 (-24.53%) y se mantiene hasta la h7 (-19.90%).
Ante esta situacién podemos corroborar la hipétesis planteada con anterioridad de la
presencia de metabolitos biolégicamente activos con efectos opuestos y potencias
diferentes con efecto antihipertensivo.

Para los roedores administrados con la dosis 100 mg/Kg no se observaron
disminuciones significativas en el porcentaje de variacion de la PAD comparando contra
el vehiculo, sin embargo, se observa diferencia estadisticamente significativa a la h7
comparando contra el farmaco control.
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20 -] =% Vehiculo 0.5 mL/100 g
15 ] —#=— Captopril 30 mg/Kg

% Variacion PAD
(=)
1 I

i
o

|

* %
* %

A
=)

— T T 1 ; '
o 1 2 3 4 5 6 7T 8

Hora

Figura 28. Efecto cardiovascular agudo sobre la presiéon arterial diastélica inducido
por dosis I.G. del EMBg (100, 200 y 400 mg/Kg) en ratas espontaneamente
hipertensas. Cada punto representa el promedio * el error estandar de cinco individuos
(n=5; *p<0.05 comparado contra el vehiculo; +p<0.05 comparado contra captopril).
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Tabla 3. Porcentajes de variacion de la presién arterial diastélica con respecto a la
hora cero (h0) obtenidos en la evaluacién del efecto antihipertensivo de Bursera
graveolens

Tiempo Dosis 100 mg/Kg Dosis 200 mg/Kg Dosis 400 mg/Kg  Vehiculo Captopril
(hora) (%) (%) (%) (%) (%)

h1 -9.11+£6.49 -1.75 £ 6.62 -24.53 £ 4.46* -246+569 -1259+5.67
h3 -5.66 + 5.99 -14.82 £ 4.58 -19.58 £4.76 -3.57+313 -17.86 £ 5.81
h5 -3.19+£6.93 -25.83 £ 4.21* -20.89£3.71*  -203+3.18 -23.11+5.50

h7 11.52 £ 6.41+ -24.84 * 3.91* -19.90 £ 4.33* 029+£328 -21.05+5.90
n=5, *indica p<0.05 comparado con el vehiculo, + indica p<0.05 comparado con captopril

Efecto cardiovascular agudo sobre la frecuencia cardiaca

Finalmente, es importante que un potencial tratamiento para la hipertensién
arterial no modifique como efecto secundario la FC, ya que podria causar taquicardia o
bradicardia. En la Figura 29 y en la Tabla 4 se observa el efecto del EMBg sobre la FC,
la mayor variacion se observa a la dosis 400 mg/Kg, esto 7 horas posteriores a la
administracién del extracto (-13.46%), sin embargo, el porcentaje de variacion es similar
al observado para el control de captopril (farmaco antihipertensivo) a la misma hora. Esto
nos sugiere que el EMBg no induce cambios relevantes sobre la FC. Las diferencias
estadisticamente significativas observadas a la h5 para las dosis 100 mg/Kg y 400 mg/Kg
comparando contra el vehiculo, a la hl para la dosis 200 mg/Kg comparando contra
Captopril y a la h3 para la dosis 100 mg/Kg comparando contra Captopril podrian no
deberse propiamente a la administracion del EMBg, sino atribuirse a la manipulacién de
los roedores no anestesiados, es decir, un error experimental ya que el método de
medicion de la presién arterial requiere manipulacion constante de los roedores, lo que
ocasiona variacion de la FC.
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Figura 29. Efecto cardiovascular agudo sobre la frecuencia cardiaca inducido por

dosis I.G. del EMBg (100, 200 y 400 mg/Kg)

en ratas espontaneamente hipertensas.

Cada punto representa el promedio + el error estdndar de cinco individuos (n=5;
*p<0.05 comparado contra el vehiculo; +p<0.05 comparado contra captopril).

Tabla 4. Porcentajes de variacion de la frecuencia cardiaca con respecto a la hora
cero (h0) obtenidos en la evaluacion del efecto antihipertensivo de Bursera graveolens

Tiempo Dosis 100 mg/Kg Dosis 200 mg/Kg Dosis 400 mg/Kg  Vehiculo Captopril
(hora) (%) (%) (%) (%) (%)
h1 242+1.70 8.75+2.79 940+4.71 125+6.35 -0.71+£1.33
h3 -6.25+1.80 -13.28 + 5.64 -7.82+3.17 -1.80+275 1.05+1.65
h5 -5.86 £1.72* -11.59 £ 6.70 -7.01 £ 2.26* 277+254 -125+1.45
h7 -3.17 +1.58 -7.66 + 3.76 -13.46 + 5.58 -042+430 -4.07+213

n=5, *indica p<0.05 comparado con el vehiculo,
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico de Bursera graveolens posee actividad vasorrelajante
significativa a través de la via NO/GMPc con subsecuente produccién de NO e
incremento de GMPc, activacion de PKG, fosforilacion de canales BKca y blogueo de
canales de calcio tipo L.

El extracto metandlico de Citrus limonum posee actividad vasorrelajante
significativa parcialmente dependiente del endotelio vascular debido a dos mecanismos
independientes: la activacion de la via NO/GMPc con subsecuente produccion de NO e
incremento de GMPc lo que ocasiona la activacién de PKG vy fosforilacion de canales
BKca. Y en el musculo liso mediante el bloqueo directo de los canales de calcio
dependientes de voltaje tipo L.

El extracto metandlico de Bursera graveolens es igual de eficaz que captopril
para disminuir la presion arterial sistélica a las dosis 200 y 400 mg/Kg, se observa efecto
retardado en la disminucién de la presion arterial diastélica en las dosis 200 y 400 mg/Kg.
La frecuencia cardiaca no se modifica con la administracion de 100, 200 y 400 mg/Kg
del extracto.

Se caracteriz6 el efecto antihipertensivo de la especie vegetal Bursera
graveolens utilizando modelos experimentales ex vivo e in vivo en roedor.
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ANEXOS

Anexo 1. Estructuras de moléculas aisladas de Bursera graveolens (Kunth) Triana
& Planch#243.69,

Nombre Estructura Fuente de aislamiento

Extracto metandlico de
tallos

Burseranina y
picropoligamaina

Burseranina; R=0OCH;

Picropoligamaina; R=H
; _/

3B3-OH; lupeol

Lupeol y epi-lupeol Extracto metandlico de

3a-OH; epi-lupeol tallos
HO
OH
HO o}
o}
Rhamnopiranésidos Extracto metandlico de
de B. graveolens hojas
o
HO
OH o}
Rhamnopiranésidos R,0
1.R,=R,=H OR;

2. Ry=p-comaroilo, R,=Ac
3. Ry=p-comaroilo, R,=H
4. R;=H, R,=p-cumaroilo
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Continuacién Anexo 1...

Nombre Estructura Fuente de aislamiento

Astragalina Extracto metandlico de
hojas
OH
OH
Avicularina Avicularina Extracto metandlico de
HO .
OH hojas
O
OH
OH 0}
HO
OH
OH
Hiperosido
Hiperosido HO Extracto metandlico de

hojas

OH o} OH

HO OH

OH
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Continuacion Anexo 1...

Nombre Estructura Fuente de aislamiento

Kaempferol-3-O-f-xylopirandsido
HO (6]

Kaempferol-3-O- Extracto metandlico de

xilanopiranésido hojas
OH o} o
HO
OH
B-sitosterol-3-O-glucopiranésido

OH
B-sitosterol-3-O- Ho oH Extracto metandlico de
glucopirandsido hojas

HO.
O (0]

o-amirina
o-amirina Extracto metandlico de

hojas

HO
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Continuacion Anexo 1...

Nombre Estructura Fuente de aislamiento

Limoneno Aceites esenciales

Limoneno

o-terpineol Aceites esenciales
OH

o-terpineol

o)
Carvona Aceites esenciales

Carvona

Pulegona ;‘\\o Aceites esenciales

Pulegona
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Anexo 2. Estructuras de moléculas aisladas de Citrus limonum L4%-5!
Nombre Estructura Fuente de aislamiento
Wakayamalimonol A . OH
. OH o
Wakayamalimonol Extracto metandlico de
A la cascara
Wakayamahw
Wakayamalimonol Extracto metandlico de
B N la cascara
Wakayamahmonol C O
Wakayamalimonol OH Extracto metandlico de
C la cascara
Wakayamahw
Wakayamalimonol Extracto metandlico de
D \ la cascara




Continuacion Anexo 2...

Nombre

Estructura

Fuente de aislamiento

Wakayamalimonol
E

Limonoxima |

Limonoxima Il

Estructura general
de flavonoides

Wakayamalimonol E

(0]

HO®

imonoxima I

L
HO \
Limonoxima II
| O\)\/\
\ o

O

OH

\\\““

/N

OH

o)

Estructura basica del
esqueleto flavondlico

N
Z on

Extracto metandlico de
la cascara

Extracto metandlico de
la cascara

Extracto metandlico de
la cascara
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Anexo 3. Lista de abreviaturas.

[Ca*]i
5-HT
AA

AC

ACh
ACTH
ADH
AMPc
ANOVA
AQP-2
ARA I
ATP
BKca
CCR
CEso
CINVESTAV

CML
CMLV
COX-2
DAG
E-

E+
ECA
ECEA
Emax
EMBg
EMCI
eNOS
ENSANUT

Concentracion intracelular de calcio
5-hidroxitriptamina

Acido araquidonico

Adenilato ciclasa

Acetilcolina

Hormona adenocorticotropica
Hormona antidiurética

Adenosin monofosfato ciclico
Analsis de varianza

Canales de acuaporina 2
Antagonista de receptores de angiotensina ll
Adenosin trifosfato

Canales de potasio sensibles a calcio
Curva concentracion-respuesta

Concentracioén efectiva media

Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional

Células de musculo liso

Células de musculo liso vascular
Ciclooxigenasa-2

Diacilglicerol

Ausencia de endotelio

Presencia de endotelio

Enzima convertidora de angiotensina
Enfermedad crénica esencial del adulto
Efecto maximo

Extracto metandlico de Bursera graveolens
Extracto metandlico de Citrus limonum
Enzima 6xido nitrico sintasa endotelial

Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
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ERO Radicales libres derivados de oxigeno

ET Endotelina

FC Frecuencia cardiaca

FCDE Factores contractiles derivados de endotelio
FHDE Factor hiperpolarizante derivado de endotelio
FRDE Factores relajantes derivados de endotelio
GCs Guanilato ciclasa soluble

GDP Guanosin difosfato

GMPc Guanosin monofosfato ciclico

GTP Guanosin trifosfato

HTA Hipertension arterial

IP3 Inositol 1, 4, 5-trifosfato

L-NAME NC-nitro-L-arginina metil éster

L-OHArg N“-hidroxi-L-arginina

m/v Masa/volumen

NA Noradrenalina

NO Oxido nitrico

NOS Enzima Oxido nitrico sintasa

oDQ 1H-[1, 2, 4]oxodiazolo[4, 3-a]quinoxalin-1-ona
OMS Organizacién Mundial de la Salud

PA Presion arterial

PAD Presion arterial diastdlica

PAS Presion arterial sistolica

PG Prostaglandina

PGE; Prostaglandina E-

PGFaq Prostaglandina Faq

PGG; Prostaglandina G>

PGGH Enzima prostaglandina sintasa H

PGH- Prostaglandina H-

PGl> Prostaciclina

PIP, Fosfatidilinositol 4, 5-bisfosfato

PKA Proteina cinasa A
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PKC Proteina cinasa C

PKG Proteina cinasa G

PLA: Fosfolipasa A

PLC Fosfolipasa C

POX Peroxidasa

RKH Solucion Ringer-Krebs-Henseleit

RS Reticulo sarcoplasmico

RVP Resistencia vascular periférica

SAGARPA Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

SHR Ratas espontaneamente hipertensas

SOD Enzima superéxido dismutasa

TEA Tetraetilamonio

t-PA Activador tisular de plasminégeno

TXA, Tromboxano A

UADY Universidad Auténoma de Yucatan

UJAT Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
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Anexo 4. Presentaciones en congresos.

El presente trabajo fue presentado en los siguientes eventos:

Productos Naturales. Asociacion

on en
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Internacional de Investigaci

132 Reunidn

Mayo 2017.
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XXXIX Congreso Nacional de Farmacologia. Asociacion Mexicana de Farmacologia.

Ciudad de México. Mayo 2017.
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Concurso la Ciencia en 5 minutos. Facultad de Medicina, Universidad Autbnoma de

Yucatan. Mérida, Yucatan. Octubre 2017.
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Anexo 5. Estancias de investigacién

Durante la realizacion del presente trabajo se realizaron las siguientes estancias de
investigacion:

Estancia de investigacion en el Departamento de Quimica Organica Il, Facultad de
Ciencia y Tecnologia, Universidad del Pais Vasco. Bilbao, Espafia. 1 de febrero al 30
de marzo de 2018.

van a bl 2

KIMIKA ORGANIKOA Il SAILA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA Il

Universidad  Euskal Herriko
del Pais Vasco  Unibertsitatea

DONA CARMEN IRIONDO GABILONDO, DIRECTORA DEL DEPARTAMENTO DE
QUIMICA ORGANICA Il DE LA UNIVERSIDAD DEL PA[S VASCO / EUSKAL HERRIKO
UNIBERTSITATEA

INFORMA:

Que D. VICTOR YANEZ PEREZ con pasaporte: G27487043, se ha incorporado al
Departamento de Quimica Organica I, del 1 de Febrero al 31 de Marzo de 2018, como

estudiante de Master y Doctorado.

Y para que asi conste, expido el siguiente informe en Leioa, a 26 de Febrero de 2018.

KO o
OO g i\
& QUIMICS S\
e

Pl

"/‘\r,v,;:‘.;“(iu Fdo.: CarmenlIriondo
Directora Dpto. de Quimica Organica Il

BIZKAIKO CAMPUSA

CAMPUS DE BIZKAIA

Sarriena 2/g

48940 Leioa

carmen iriondo@ehu.es e 5“?‘3:
www eh

S F: 34 946 012748
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Estancia de investigacion en el Laboratorio 12 de Farmacognosia, Facultad de
Farmacia, Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Cuernavaca, Morelos. 2 al

20 de abril de 2018.

FACULTAD DE FARMACIA

Av. Universidad 1001 Chamilpa, Cuemavaca, Morelos, México.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL CP.62210 Tel. (01 777) 329 7089 y 329 7000 Ext. 3365
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos., a 1 de Junio de 2018

S
%,‘ul tad
de Farmacia

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Por este medio hago constar que el QFB. Victor Yafez Pérez realizé una estancia de
investigacion en el Laboratorio 12 de la Facultad de Farmacia de la Universidad Auténoma
del Estado de Morelos bajo mi direccién en el periodo comprendido entre el 2 y el 20 de
abril del presente. El trabajo experimental que el QFB. Yafez Pérez realizé fue la
evaluacion farmacolégica de extractos derivados de plantas para establecer los
potenciales efectos antihipertensivos.

Sin otro particular, agradezco la atencién a la presente.

ATENTAMENTE
“POR UNA HUMANIDAD CULTA”

k@gﬁ ?‘j_,'.\.;_’ M
-—$\4 %‘\u/’ bl

Dr. Samuel Enoch Estrada Soto

Profesor-Investigador Titular C de Tiempo
Completo

Investigador Nacional nivel 3
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Estancia de investigacion en el Laboratorio 1 de Tecnologia Farmacéutica, Facultad
de Farmacia, Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Cuernavaca, Morelos. 7
de mayo al 29 de junio de 2018.

FACULTAD DE FARMACIA
Secretaria Académica

‘.

\_}fwhad Cuernavaca, Morelos, 25 de junio de 2018.
fe Himria

o imiento al versic

A quien corresponda:

Por medio de la presente informo a Usted que el alumno de posgrado QFB. Victor Yaiez
Pérez se encuentra realizando una estancia de investigaciéon bajo mi direccién en el
Laboratorio 1 de Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos. Dicha estancia se realiza en el periodo comprendido
entre el 30 de abril al 29 de junio del presente afio. Asi mismo, durante el transcurso de
su estancia el alumno desarrolla técnicas propias para la elaboracion de tabletas a partir
flavonoides. Dichas tabletas seran de utilidad para complementar el trabajo experimental
propuesto en su proyecto de investigacion.

Sin otro particular, quedo de Usted y me despido no sin antes enviarle saludos cordiales.

Atentamente

Por una humanidad culta
Una univ
67
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ERNANDEZ BALTAZAR

Director

C.c.p. M.P.D. Reyna América Serrano Lépez, Secretaria Académica de la Facultad de Farmacia.

Archivo.

*Rasl.
Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, Edificios 30.y 61, UA
Tel. (777) 329 7000 Ext. 3368 / reynas@uaem.mx EM
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