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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud a nivel mundial. Actualmente, la presion
arterial alta es la principal causa de muerte en la poblacién. En Venezuela existe una prevalencia de hipertensién
arterial, donde el factor de riesgo es uno de los mds altos de los paises latinoamericanos. Los tratamientos
antihipertensivos pueden ser la mejor solucién para reducir el riesgo sufrir enfermedades cardiacas. El desarrollo
de nuevos tratamientos continula siendo un reto y la diversidad de metabolitos encontrados en plantas representa

una plataforma para la bdsqueda de compuestos vasorrelajantes.

Estudios previos han demostrado que Anacardium occidentale cominmente conocido como marafidon o merey
tiene efectos antioxidantes, propiedades hipoglucémicas y antihipertensivas. Basado en el fundamento tedrico y
en esta evidencia, en este trabajo se planted un ensayo biodirigido para evaluar el efecto vasorrelajante de A.

occidentale, caracterizar el compuesto de mayor actividad y proponer un posible mecanismo de accién.

La actividad vasorrelajante se evalué mediante la técnica de érgano aislado en anillos adérticos de rata. Los
resultados demostraron que el extracto metandlico de corteza de A. occidentale poseia varios compuestos con
efecto vasorrelajante endotelio-dependiente. Mediante un método de solubilidad por solvente y cromatografia de
columna Sephadex LH-20 se logrd aislar el compuesto activo de mayor actividad vasorrelajante, E3IIl. Este
compuesto fue caracterizado cualitativamente por cromatografia de capa fina y posteriormente analizado por EM
y RMN 'H determindndose que era un tanino condensado de tipo proantocianidinas, formado por un trimero de
catequina polihidroxiladas.

Mediante la técnica de drgano aislado se determino que E3lll tenia una actividad vasorrelajante dependiente
de endotelio, que actla mayoritariamente por éxido nitrico y GMPc a través de la activacién de canales de K*
dependientes de Ca*? en las células endoteliales. También E3lIl interviene parcialmente en la generacién de PGl en
las células endoteliales e involucra a receptores acoplados a proteina G: muscarinico M3 y purinérgicos P2Y y los
receptores rianodina del reticulo sarcoplasmico.

PALABRAS CLAVE: ANACARDIUM. OCCIDENTALE, VASORELAJACION, ANILLO DE AORTA, TANINO, ENDOTELIO.
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1.  INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) es un importante factor de riesgo cardiovascular para la poblacién en general.
Evidencia clinica muestra una relacion continua entre altos niveles de presién arterial y el riesgo cardiovascular,
pero la definicion de hipertension sigue siendo en gran medida arbitraria, dado que un nivel umbral real para la
hipertension es flexible y depende en gran parte al perfil de riesgo cardiovascular de cada sujeto (Beevers, 2007).
En pacientes que la padecen puede ocasionar un aumento de masa del ventriculo izquierdo, disfuncién diastdlica,
arritmias y anomalias de la perfusion cardiaca por disfuncion endotelial, causando propensién a infartos de
miocardio o el desarrollo de otras enfermedades vasculares (Diamond, 2004). Actualmente, a nivel mundial, la
presién arterial alta representa mds muertes que muchas afecciones comunes. La organizacion mundial de la salud
dio a conocer en el 2012 que las enfermedades cardiovasculares o cardiopatias isquémicas son la principal causa
de muerte en hombres y mujeres a nivel mundial. En Venezuela existe una prevalencia de HTA donde el factor de
riesgo es uno de los mads altos de los paises latinoamericanos. Solo el 68% de las personas hipertensas reciben

tratamiento y de estos aln la mitad permanecen hipertensos (Hernandez, 2014).

Fisiopatologia de la Hipertension arterial.

Operacionalmente se puede considerar un individuo hipertenso cuando presenta valores superiores de presién

arterial sistdlica de 140 mmHg vy presion arterial diastdlica de 90 mmHg, A estos valores se le asocia el doble de
riesgo cardiovascular en comparacion con valores que caracterizan un individuo normotenso. (Mancia, 2005). La
HTA se puede clasificar en esencial (primaria) y secundaria, y solo el 5% de la poblacion presenta hipertensién
secundaria asociada a enfermedades renales, por otro lado, el 98% de los pacientes que presentan HTA esencial se
considera de origen multifactorial, estd determinada genéticamente por una variacidén alélica en los genes

involucrados en la absorcion renal de sales. Factores ambientales, estilo de vida y alimentacidn estan asociados en

el desarrollo de esta enfermedad (Beevers y col. 2007; Lifton y Geller, 2001).
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Una amplia variedad de mecanismos fisiopatoldgicos estdn involucrados en el mantenimiento de la presion
sanguinea, los trastornos de estos pueden resultar en el desarrollo de hipertension. La presién arterial depende del
equilibrio entre el gasto cardiaco, como cantidad de sangre bombeada por el corazén y la resistencia vascular
periférica (Raman, 2006). La resistencia periférica esta determinada estd principalmente por la parte distal de la
vasculatura arterial, que consiste en las arterias pequefias (arterias con didmetro, 3 mm) y las arteriolas (las arterias
gue conducen a los capilares). El espacio arterial es en buena medida donde se controla la presion arterial, por lo

que es el principal 6rgano blanco de las alteraciones asociadas a la HTA (Diamond, 2005).

Estructura arterial.
La pared arterial contiene cantidades importantes de musculatura lisa y componentes elasticos. Las grandes
arterias que tienen un diametro superior de 10 mm, como la aorta, la arteria pulmonar y la arteria carétida, se
denominan arterias eldsticas por contener gran cantidad de membranas elasticas, y las mdas pequefias son

denominadas arterias musculares (Geneser, 1991).

Las arterias estan formadas por tres tunicas; intima, media y adventicia. En la tUnica intima se encuentran células
poliglonales endoteliales dispuestas longitudinalmente, subsiguiente se encuentra la [dmina eldstica interna que
separa las células endoteliales de la tunica media, que corresponde a células musculares lisas fijadas a membranas
elasticas fenestradas (Geneser, 1991). Adicionalmente posee una lamina elastica externa que la separa de la tunica
adventicia que estd provista de colageno, fibroblastos y componentes nerviosos del sistema simpético. (Humar y
col., 2005) (Fig. 1) Estas caracteristicas estructurales brindan integridad y elasticidad frente a los cambios de presién

sistélica y diastdlica (Beevers, 2007).
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Figura 1 Diagrama de la estructura arterial

Mecanismos asociados con la HTA
El mecanismo mas obvio en el incremento de la resistencia al flujo sanguineo en las arterias es la
vasoconstriccion, pequefios cambios en el tamafio del lumen son requeridos para hacer grandes ajustes de flujo y

presién. Esta resistencia esta controlada por regulacion local o metabdlica y por el sistema nervioso simpatico.

Adicionalmente sustancias paracrinas liberadas por las células endoteliales juegan un papel importante en el
control del tono vasomotor (Safar, 2005). La resistencia vascular puede verse afectada por alteraciones funcionales
estructurales y mecdnicas de las arterias. Los cambios funcionales incluyen mayor reactividad vascular a agentes
vasoconstrictores, disminuciéon de la vasodilatacion, alteracién de las células del musculo liso vascular y disfuncién
endotelial. Entre las alteraciones estructurales mas destacadas, incluyen didmetro de lumen reducido vy
engrosamiento de las paredes, cambios en el crecimiento de las células musculares lisas. Mientras que los cambios

mecanicos incluyen rigidez y distensibilidad por cambios de contenido de colageno. (Korner, 1989; Touyz, 2003)

Mecanismo contractil en la musculatura lisa.
El sistema renina-angiotensina-aldosterona (Fig. 2) es uno de los principales sistemas hormonales que influyen en
la presion arterial. La contractibilidad de la musculatura lisa vascular es aumentada cuando la renina es segregada

en respuesta a la perfusion glomerular, ingesta reducida de sal o estimulacién del sistema nervioso simpatico (SNS)
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gue libera catecolaminas como norepinefrina. La renina segregada aumenta los niveles de Angiotensina | (Ang )
gue es una sustancia fisiolégicamente inactiva, ECA, la enzima convertidora de angiotensina produce su conversién
a angiotensina Il (Ang Il) quien es un vasoconstrictor potente que conduce al aumento de la presién arterial. La Ang
Il estimula la liberacién de aldosterona y esta causa la retencion de liquidos y aumento de concentracion de sales

como sodio, dando como resultado un mayor aumento de la presién arterial. (Beevers, 2007).

Aldosterona

I ECA

Angiotensinal Angiotensinall

Hidroliza
Vasoconstriccion
Angiotensdgeno Aumento de la PA

Figura 2 Diagrama Sistema renina-angiotensina-aldosterona. ECA: enzima convertidora de angiotensina.

Ang Il, norepinefrina y endotelina | son los principales agonistas vasoconstrictores implicados en la hiperreactividad
vascular en la hipertensién. La vasoconstriccion por estos agonistas, se atribuye a un aumento en la concentracién
de calcio (Ca*?) libre en el citoplasma mediado por receptores acoplados a proteinas G, activando la maquinaria

contractil del musculo liso vascular (Touyz, 2003). (Fig. 3)

Los receptores de los agonistas mencionados, estan acoplados a la proteina G que estimula la actividad de la
fosfolipasa C, esta enzima es especifica para los lipidos de membrana fosfatidinositol-4,5-bifosfato. Al ser activada
se produce la cadena fosfadilinositol que cataliza la formacién de dos potentes segundos mensajeros, inositol
trifosfato (IPs) y diaglicerol (DAG) (Somlyo, 1994; Webb, 2003). La unién de IP; a los receptores del reticulo
sarcoplasmico da como resultado el aumento de la concentracién Ca?* en el citosol. También se activa la proteina
quinasa C (PKC) que tiene efectos promotores de la contraccion como la fosforilacion de los canales de Ca*? tipo L

(Webb, 2003).
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Figura 3 Mecanismo de vasoconstriccién en células del musculo liso, vias de sefializacion intracelular: Principales

receptores acoplados a proteina G y ligandos que los activan.

Ligandos agrupados en cajas de color segun su estructura quimica. Abreviaciones: AC: Adenilato ciclasa CAM-Ca+2:
Complejo calmodulina-calcio CPI17: Subunidad regulatoria de la proteina fosfatasa 1 DAG: Diacil glicerol IP3:
Inositol trifosfato MLCK: Cinasa de cadena ligera de miosina MLCP: Fosfatasa de cadena ligera de miosina MLC:
Cadenaligera de miosina desfosforilada MLCp: Cadena ligera de miosina fosforilada PKA: Proteina cinasa A PKC:

Proteina cinasa C PLC: Fosfolipasa C. PLC-8: Fosfolipasa C8. Diagrama a partir de: Webb (2003) y Maguire (2005)
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El calcio que viene del reticulo endoplasmatico forma un complejo con la proteina acidica calmodulina. Este
complejo activa la quinasa de cadena ligera de miosina (MLCK) y fosforila la cadena ligera de miosina, produciendo
la contraccién. Por otro lado, la relajacion resulta de la desfosforilacion de la cadena ligera de miosina, por la MLCP
(Webb, 2003; Somlyo 1997). El aumento de Ca?*es transitorio, y la respuesta contractil se mantiene por inhibicion
de la actividad de la MLCP por Rho quinasa (RhoA). Este mecanismo se inicia al activarse la fosfolipasa C, e implica
la activacion de la proteina RhoA de unién a GTP (Rhoa-GTP) (Touyz 2003; Webb, 2003) Este probablemente
constituya a un importante mecanismo subyacente al aumento de la contractibilidad vascular en la hipertension

(Somlyo, 1997). El mecanismo aqui descrito se observa en la figura 3.

El endotelio vascular.

El endotelio juega un papel importante en la regulacion y el mantenimiento del tono vascular. La superficie
endotelial es expuesta a factores humorales y fisicos constantemente, sirve como sensor y transductor de sefiales,
pero mas importante aln actla como un efector que provoca respuestas bioldgicas a través de la activacion y
liberacidn de sustancias involucradas en el cambio del tono vascular, causando vasodilatacion como el éxido nitrico

(NO) y las prostaciclinas (PGly) (Geneser 1991; Humar y col., 2005).

En 1980 Fur Furchgott y Zawadski descubrieron el papel fundamental del endotelio como regulador de la
vasodilatacion, y describen por primera vez la relajacion del musculo liso vascular dependiente de endotelio.
Demostraron que anillos arteriales previamente contraidos se podian relajar en respuesta a la activacion de los
receptores muscarinicos por la acetilcolina sélo si las células endoteliales estaban intactas, lo que sugeria que esta
estaba mediada por alguna sustancia derivada de endotelio (EDRF) que posteriormente se demostré que era NO
(Vanhoutte, 1986). EI NO es un radical libre que difunde con facilidad a través de la membrana celular. Después de
la difusion desde el endotelio al musculo liso vascular, NO aumenta los niveles intracelulares de la guanosina
monofosfatica ciclica (GMPc) por la activacién de la enzima guanilato ciclasa el GMPc disminuye el calcio citosdlico

produciendo la relajacién (Spieker y col., 2000). (Fig. 4)
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El NO es sintetizado principalmente por la enzima éxido nitrico sintasa endotelial (eNOs) a partir de L-arginina.
La sintesis de NO depende de la unién de la NOS a la proteina calmodulina, requiere un aumento de Ca*
intracelular. (Corson y col, 1996). La sintesis de NO es activada por diversos factores, como respuesta al estrés
oxidativo y a la activacion de una variedad de receptores (Fig 4.) Que pueden evocar en la célula del musculo liso
un efecto vasoconstrictor o un efecto vasodilatador. La endotelina-1 (ET-1) ejerce su efecto vasoconstrictor a través
de la activacién de los receptores ETa, por el contrario, los receptores ETg endoteliales median la vasodilatacion a

través de la liberacién del NO y PGl,. (Spieker y Liischer, 2005).

El 4cido araquidonico, acetilcolina (ACh), histamina o serotonina puede evocar contracciones dependientes del
endotelio que estdn mediados por tromboxano A; o prostaglandina H,. Estos contrarrestan el NO y la PGl,. La PGl;
es un factor de relajacién derivado de endotelio adicional que es liberado por estrés oxidativo, este es sintetizado
por la enzima COy, a partir de acido araquiddnico. PGl, aumenta el AMPc intracelular en las células del musculo liso
a través de la activacion del adenilatoato ciclasa (AC) por la proteina G acoplada a un receptor (Luscher, 1995) que
es activado por agentes vasoactivos como ACh, bradiquinina (BK), trombina (Thr) que evocan la liberacion del NO y
producen la vasorelajacion de la musculatura lisa (Spieker y Lischer, 2005). Los aumentos de niveles de AMPc,
activan la proteina quinasa A (PKA) esta disminuye la sensibilidad de la captacidon de calcio y por lo tanto disminuye

la contractibilidad en la célula del musculo liso. (Maguire y col. 2005)

La conversion de L-arginina a NO puede ser inhibida por falsos sustratos de la NO sintasa como lo es L-NG-
monometil arginina citrato (L-NMMA) o L-NAME. Dado que hay una liberacién basal continua de NO que determina
el tono de los vasos sanguineos periféricos sistémicos, la inhibicion de la sintesis de NO provoca un aumento en la
presién arterial (Spieker y col., 2000). Pero estos inhibidores no previenen todas las relajaciones dependientes de
endotelio. Bajo estas condiciones las células estan hiperpolarizadas y se ha propuesto un factor hiperpolarizante
derivado de endotelio (EDHF) con estructura quimica desconocida, que actua a través de un canal de potasio calcio

dependiente (Canal Kcas2) (Spieker y col. 2000).
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Figura 4 Mecanismos de vasodilatacidn directa e indirecta en células de musculo liso, vias de sefializacion
intracelular: Principales receptores acoplados a proteina Gy ligandos que los activan.

Ligandos agrupados en cajas de color segun su estructura quimica. Abreviaciones: AC: Adenilato ciclasa GC:

Guanilato ciclasa MLCP:

Fosfatasa de cadena ligera de miosina MLC: Cadena ligera de miosina desfosforilada

MLCp: Cadena ligera de miosina fosforilada PGH>: Prostaglandina H2 PKA: Proteina cinasa A PKG: Proteina cinasa

G. Diagrama a partir de: Liischer y Noll (1995) y Maguire y col. (2005)
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Disfuncidn endotelial y estrés oxidativo.

El termino disfuncién endotelial indica que ya sea en condiciones basales o luego de estimulacion, el endotelio
no cumple sus funciones. Una menor biodisponibilidad de éxido nitrico (NO), una alteracién en la produccion de
prostanoides, un deterioro de la hiperpolarizacién dependiente de endotelio, asi como una mayor liberacién de ET-
1, pueden estar asociados a contribuir a la disfuncién endotelial. Sin embargo, la menor biodisponibilidad de NO,
causada por una disminucién en su sintesis o un aumento de la velocidad con que se degrada, constituye el
fendmeno mas temprano y la caracteristica mas importante de disfuncién endotelial (Lischer y Noll. 1995; Sainani,

2004).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son importantes moléculas de sefializacion celular pero estas moléculas
pueden promover desérdenes que pueden conducir a la hipertensién. El estrés oxidativo vascular ha sido propuesto
como el mecanismo intracelular involucrado en la patogenia de la disfuncion endotelial, que resultan en menor
biodisponibilidad de NO y conducen a la hipertensién. La formacion de ROS resulta principalmente de la activacion
de la enzima NADPH-oxidasa, que es activada por estiramiento mecanico, por lo tanto, es posible que el

estiramiento causado por la hipertensidon incremente la formacion de O, (Spiekery col. 2000).

Participacion de los receptores acoplados a proteina G en el musculo liso vascular.

Los receptores acoplados a proteina G junto con la disfuncién del sistema endotelio vascular pueden dar lugar
a un cambio en el equilibrio de vasodilatacion y vasoconstriccion, posteriormente hipertension y remodelacion
vascular que pueden contribuir a enfermedades como la aterosclerosis. Los receptores acoplados a proteina G de
clase 1 son el principal objetivo para casi la mitad de todos los medicamentos actualmente disponibles, tales drogas
incluyen antagonistas del receptor de angiotensina Il y antagonistas del B-adrenorreceptor (Maguire y Davenport,
2005).

Los receptores acoplados a proteina G asociados a células musculares lisas vasculares se dividen en tres

principales familias: Gio, G11/12, Gg/11 Y estas familias se subdividen segln la estructura del ligando que se unen al
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ser activados. En los vasos sanguineos hay tres tipos: Los vasoconstrictores que se acoplan y actUan directamente
en el musculo liso (Fig 2.), los vasodilatadores que actUan directamente en el musculo y los vasodilatadores que
actuan de manera indirecta a través del endotelio vascular (Fig. 3) (Manguire y Davenport, 2005) La figura 3 vy 4.
resume las respuestas vasoactivas funcionales predominantes por la activacion de los receptores acoplados a
proteina G en los vasos sanguineos.

Los adrenorreceptores

En 1948 Ahlquist demuestra por primera vez la existencia de dos subtipos de receptores adrenérgicos. El a-

adrenorreceptor y los B-adrenorreceptores. Ambos receptores para catecolaminas enddgenas epinefrina vy
norepinefrina y se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema cardiovascular.
Los al-adrenorreceptor median la vasoconstriccion, estan principalmente acoplados a la proteina G, que estimula
la actividad de la fosfolipasa C, esta enzima promueve la hidrolisis de fosfatidinositol bifosfato produciendo IP3 y
DAG, moléculas que actian como segundos mensajeros que median la liberacion de Ca*? intracelular y activando
la proteina quinasa C (Garcia y col. 2000). Por otro lado, los a2-adrenorreceptores estan predominantemente
acoplados de manera inhibitoria a la proteina GTP inhibiendo la actividad de adenilato ciclasa disminuyendo AMPc
y activando los canales de K*, inhibiendo la apertura de los canales voltaje dependientes de Ca*? (Serafim y Goura,
2001).

En cuanto a los B-adrenorreceptores, a la fecha se reconocen tres subtipos (B-arl, B-ar2, B-ar3) En el sistema
cardiovascular los B-arl se encuentran predominantemente en el corazén donde aumentan la frecuencia cardiaca
y la fuerza de contraccién (inotropia positiva) ademds de aumentar la tasa de relajacion. Por otro lado, B-ar2 se
localizan en las células del musculo liso donde causan vasodilatacion, y en las plaquetas donde inhiben la agregacién
plaguetaria. También se encuentran en las células endoteliales vasculares y en menor grado en el miocardio, donde
los efectos de estimulacién de B-ar2 son similares a B-arl. Causando indirectamente la vasodilatacion (Queen y

Ferro 2006). Existe evidencia de la existencia de B-ar3 en el corazon humano que puede inhibir la contractilidad
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miocardica a través de un mecanismo NO-GMPc, aunque en la actualidad la relevancia fisioldgica sigue siendo baja
y no hay confirmacion al respecto (Gauthier, 1998)

Receptores Muscarinicos

Los receptores muscarinicos se dividen principalmente en 3 subtipos (M1, M2 Y M3).

En general los receptores M3 median la relajacién endotelio-dependiente mientras que la contraccién puede
ser mediada via diferentes subtipos. La vasorelajacién también puede ser mediada por mecanismos endotelio-
independiente, pero esto depende de la locacién anatdmica del vaso. Se ha reportado la vasorelajacion mediada
por M3 en aortas de ratas hipertensas (Boulangery col. 1994) y también en arterias pulmonares humanas (Norel y
col. 1996). Por otro lado, en vasos aislados del pulmdn de rata el receptor M1 Y M2 median indirectamente y
directamente la vasodilatacién. (Wilson y col. 1995) Por otro lado M1y M2 generalmente median directamente la
contraccién en las células musculares lisas vasculares. La acetilcolina puede contraer y relajar el tejido vascular pero
esta principalmente actuando mediante el incremento de factores relajantes derivados de endotelio como el NO.

La via de sefializacidon para los receptores muscarinicos puede ser principalmente por hidrolisis de fosfoinositol.
También inducen relajacion directa en el musculo liso por la apertura de los canales de potasio. La literatura
evidencia que los receptores muscarinicos pueden ser modulados por la actividad de la adenilatoil ciclasa
resultando también en un efecto vasorrelajante. (Eglen y col. 1996)

En el tejido vascular el rol mas importante de los receptores muscarinicos M3 es aumentar la produccion de
oxido nitrico, el factor relajante derivado de endotelio, también activar el factor hiperpolarizante derivado de
endotelio u otros agentes que evoquen la relajacion del musculo liso (Eglen y Whithing 1990). En el endotelio estos
receptores estan acoplados al adenilato ciclasa. La contraccion en el musculo liso que involucra a los receptores
muscarinicos se dan via guanina un nucledtido unido a la proteina G que estimula PLC e induce la generacion de los
segundos mensajeros IP3 y DAG, lo que resulta en un incremento de Ca+2 intracelular que sale del reticulo
sarcoplasmico evocando la contraccion, pero también inicia otras vias de sefializacién que incluyen la estimulacion

de adenilato ciclasa y guanilato ciclasa. (Egleny col. 1996)
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Receptores purinérgicos

Los nucledtidos extracelulares también estan implicados en la activacion de eNOS, incrementando la generacion
del NO y evocando la vasodilatacion. Los nucledtidos extracelulares funcionan como mediadores paracrinos o
autocrinos activando los receptores purinérgicos P2 en las células de la musculatura lisa. Estos receptores estan
clasificados en dos principales grupos P2X, ligados a canales idnicos y P2Y receptores acoplados a proteina G. 7 y
8subtipos respectivamente han sido caracterizados a la fecha. (Gongalves y col. 2007)

Los P2X facilitan la entrada de calcio extracelular, mientras que la activacion de los receptores P2Y resulta en la
captacion de Ca*™ por los compartimientos intracelulares. Otra diferencia radica que los P2X son activados
Unicamente en por ATP mientras que los P2Y son activados por ATP, ADP, UDP, UTP. Especificamente las células
endoteliales expresan P2Y,, P2Y,, P2Y4, P2Ye y P2Y1; (Wang y col. 2002). Resultados han demostrado que los
nucledtidos ATP, UTP y ADP inducen la fosforilacién de eNOS activando la enzima y produciendo NO en las células
endoteliales y con ello evocando una respuesta vasorrelajante en la musculatura lisa. (Goncalves y col. 2009)

Funcidn de los canales de potasio y su relacion con la HTA

Existen tres principales canales de potasio asociados con la funcidon vascular, Canales de potasio dependientes
de voltaje (K*y) los canales de potasio dependientes de ATP (K*ate) y los canales de potasio dependientes de calcio.
(K*ca+2) cuando estos se abren, producen la hiperpolarizacion, el cierre de los canales dependientes de voltaje de
calcio, disminuyendo la entrada de calcio y produciendo la vasodilatacion. Los K*yse activan por la despolarizacién
de la membrana y cumplen una importante funcién de amortiguacidn contra la despolarizacion y vasoconstriccion.
Se ha demostrado que NO, y GMP pueden activar los K*y (Sobey, 2001) Mientras que los K*arp son inhibidos por ATP
intracelular, pero estimulos vasodilatadores endégenos, como hipoxia, acidosis, y mediadores que aumentan los
niveles intracelulares de AMPc (por ejemplo, adenosina, prostaciclina y norepinefrina), también pueden activar
estos canales. Los canales KCa*? pueden ser activados por vasodilatadores que aumentan los niveles intracelulares

de AMPcy GMPc. También los aumentos focales de los niveles de calcio en el subsarcolema debido al calcio liberado
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a través de los receptores de rianodina en el sarcoplasma tienen un papel en la regulacién de estos canales y por

lo tanto en el tono vascular (Sobey, 2001).

La investigacién de productos naturales en el tratamiento de la hipertensién.

La principal preocupacién para los médicos es qué nivel de sangre la presién necesita tratamiento farmacoldgico.
Dado que la fisiopatologia de la hipertension conduce a las enfermedades cardiacas, los tratamientos
antihipertensivos pueden ser la mejor solucion para reducir el riesgo de estas complicaciones. (Diamond, 2004).
Aunque se disponen de una variedad de farmacos que logran modificar el curso de la enfermedad, un importante
numero de pacientes permanece vulnerable a las complicaciones de la hipertension arterial y a los efectos adversos
de la medicacion (Thrall, 2004). Es por ello que la busqueda de productos naturales como alternativa farmacoldgica
puede reducir el impacto de esta enfermedad. Newman, Cragg y Snader (2012) demostraron que en los Ultimos 30
afios las drogas derivadas de los productos naturales siguen siendo una fuente significativa de nuevos
medicamentos especialmente anticancerigenos y antihipertensivos. Por otro lado, la Organizacién mundial de la
salud estima que el 80 % de la poblacién mundial utiliza la medicina tradicional que implica el uso de plantas o sus
principios activos. La enorme diversidad, la disponibilidad creciente de técnicas de aislamiento e identificacién y la
introduccidn de ensayos farmacoldgicos que permiten detectar moléculas con un principio activo, son argumentos

adicionales en favor de la vigencia de los productos naturales como fuente terapéutica. (Guerrero,2009).

El término de productos naturales hace referencia principalmente a metabolitos secundarios, que son
compuestos sintetizados por los seres vivos que en la mayoria de los casos no tienen una utilidad aparente para el
ser que los sintetiza a diferencia de los metabolitos primarios. (Marcano y Hasegawa, 2002). Las estrategias en el
campo de investigacion de estos productos se han ido desarrollando en las Ultimas décadas, y se puede dividir en
dos categorias, las viejas estrategias que se enfocan en la estructura quimica de estos compuestos pero no en su
actividad, o en la seleccion de los organismos basados Unicamente en registros etnofarmacoldgicos y las nuevas

estrategias que se enfocan en la bioactividad del compuesto mediante ensayos biodirigido para el aislamiento e
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identificacion del compuesto activo proveniente de una fuente natural. Este bioensayo parte de un material vegetal
de donde se obtiene un extracto, que es fraccionado y aislado el compuesto activo mientras que se evalia de forma

continua y paralela su actividad mediante ensayos que pueden ser in-vivo, ex -vivo o in-vitro (Satyajit y col. 2006).

La técnica de érgano aislado permite describir de forma directa el registro de los cambios de tensién producidos
en las paredes de los vasos sanguineos en respuesta a compuestos (Bevan y Osher, 1972). En 1961 Bohr utiliza por
primera vez esta técnica para el estudio directo del musculo liso de los vasos sanguineos, y desde entonces se ha
convertido en una herramienta principal para la evaluacién de la actividad farmacoldgica de una molécula en los
receptores, canales y enzimas de un tejido contractil (Ramirez, 2007). La principal ventaja de la técnica es que se
trabaja con un tejido vivo que presenta respuestas fisioldgicas (contraccion o relajacion) que son registradas como
un cambio de tensidn resultado de la sintesis de pasos que abarca la interaccion farmaco-receptor, la transduccion
de sefiales, la generacion de segundos mensajeros, el cambio de excitabilidad del musculo liso y finalmente el
cambio en la funcidn del tejido. Mientras que otras técnicas permiten el estudio individual de cada uno de estos

pasos, esta técnica permite el estudio integrado. (Jeepersen y col. 2015).

2. ANTECEDENTES

Los modelos de ensayos que consisten en tejidos aislados como, anillos vasculares, han demostrado ser
eficientes en la evaluacién de extractos fracciones y compuestos naturales, siendo posible estimar su potencial

terapéutico y hacer aproximaciones importantes sobre su mecanismo de accién farmacoldgica (Guerrero,2009).

Protocolos ya han sido establecidos para la estabilizacion y evaluacién de la viabilidad del tejido en el bafio de
organo aislado, como lo exponen Kenakin (1984) y Jeespersen (2015). También un diverso grupo de farmacos
vasodilatadores Utiles ha demostrado tener actividad en ensayos con anillos de aorta. Se han presentado diversos
trabajos con protocolos reportados para blogueadores de receptores alfa (Catret y col., 1998) bloqueadores de
receptores serotinérgicos y adrenérgicos (Tsuchihashiy col. 1987) bloqueadores de canales de calcio (Polstery col.,
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1920) activadores de la enzima guanilato ciclasa (Yu y Kuo. 1995) y la evaluacién de la participacién del endotelio

en la relajacion (Spokas y col. 1983).

Los metabolitos secundarios aislados de plantas, han demostrado tener efecto antihipertensivo. El trabajo

realizado por Vazquez y col. (2013) presenta una revision de los pasados 22 afios de compuestos derivados de

plantas con actividad vasodilatadora, especificamente se enfocan en los compuestos en los que su actividad

involucra mecanismos de accién asociados con el endotelio vascular. Clasificaron los compuestos de acuerdo a su

501

Numero de compuestos con
efecto vasorelajante

Tipos de compuestos

Figura 5Clasificacion de compuestos vasodilatadores obtenidos de
plantas acorde de su naturaleza quimica. Extraido de Vdzquez y col
(2013)

naturaleza quimica, encontrando que la
mayoria de los compuestos con actividad
vasodilatadora son alcaloides, flavonoides
y terpenoides (Fig. 5) El analisis de los
mecanismos de accién de estos
compuestos revelo que un ndmero
significativo ~de  compuestos  esta
involucrado en dos o mas mecanismos
vasodilatadores y que la mayoria de estos

compuestos requieren de la participacion

del endotelio para tener efecto vasorrelajante. El mecanismo de accién mas frecuente presentado fue la activacién

de la via NO/GMPc, el bloqueo de los canales de Ca*?y la activacion de los canales de K*. (Vazquez y col. 2013)
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Koy col. (1992) describieron el efecto farmacoldgico terapéutico que tenian las cumarinas, el ostole el principio

activo aislado de Angelica pubescens (Fig. 6) demostré tener una

actividad vasorrelajante frente anillos precontraidos con norepinefrina,
HALC.

o o G cuya respuesta no se vio inhibida por indometacina y era conservada la
actividad vasorrelajante aun cuando los anillos eran desprovistos de
endotelio. Se afirmé que el ostole intervenia en la accién de la GMPc

3 3 elevando su actividad y bloqueando los canales de Ca?*.

Figura 6 Estructura del Ostole aislado
de Angelica pubescens. (Ko y col. Los flavonoides han demostrado tener un efecto vasorrelajante en el

1922 musculo liso de aortas de rata. En 1993 Duarte y col. Demostraron que
el principal mecanismo vasodilatador de los flavonoides estaba relacionado con la inhibicion de la PKC, del AMPc o
la disminucion de la captacion de Ca?*. Mas adelante Ajay y col. (2003) presentan en su trabajo el efecto de las
diferentes subclases de flavonoides en aortas de rata. Probando que el efecto vasorrelajante de estos implicaba
una liberacién de éxido nitrico y prostaglandinas derivadas del endotelio, adicionalmente encontraron perdida en

la respuesta vasorrelajante al inhibir los adrenorreceptores. También afirman la intervencién de los flavonoides en

la afluencia y liberacién de calcio intracelular.

Por otra parte, ese mismo afio, Fitzpatrick y col. (1993) Evaluaron el efecto del acido tanico y la quercetina (Fig.
OH 7) aislados a partir de vinos, jugos de uva y extractos de piel

CJH deuvayencontraron que tenian una relajacién dependiente

o
de endotelio. Mientras que el resveratrol y malvidina no
HO 0 e
| presentaron ningun efecto. Los extractos aumentaron los
” OH niveles de GMPc y este efecto fue revertido por la presencia
OH 0 de inhibidores del éxido nitrico. Luego Andriambelosony col.

Figura 7. Estructura de la quercetina (Fitzpatrick y

(1998) investigaron estos principios activos producidos por
col. 1993)

el vino que respaldaban la relajacién endotelial
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dependiente de dxido nitrico, encontrando que las fracciones enriquecidas en antocianinas y taninos exhibieron la
mavyor actividad vasorrelajante dependiente de endotelio, mientras que los derivados de acido fendlico, acido

hidroxicinamico o las clases de flavonol no indujeron este tipo de respuesta.

Anacardium occidentale cominmente conocido como marafidon, merey o anacardo, es un arbol que puede llegar
a medir hasta 10 metros. Es una especie nativa de Centro y Sudamérica, introducida y cultivada en algunas regiones
tropicales. En Venezuela, el merey crece ampliamente disperso sobre una gran parte del pais; las principales areas
de concentracion son al norte del estado Bolivar, la parte sur de los estados Anzodtegui y Monagas vy la parte

suroeste del estado Guarico, asi como en el estado Zulia (Sindoni, 2009).

Paulino, (2001) muestra datos etnobotdnicos sobre el uso de las plantas por herencia cultural en Brasil y se
reporta que la infusion de extracto de corteza de A. Occidentale presenta actividad terapéutica antinflamatoria.
Esta actividad antinflamatoria también fue demostrada anteriormente por Mota (1985) en donde la atribuye a
taninos obtenidos de la corteza de A. occidentale. Por otra parte, Vit (2003) en la ficha botanica de esta planta,
hace una recopilacion de las propiedades medicinales reportadas, destacando el uso del jugo como antidiarreico,

la decoccion de la corteza como antidiabético y el acido anacdardico presenta actividad antimicrobiana.

En el 2004 se expone el trabajo de Runnie y col. En donde se evalla la vasorelajacién inducida por diferentes
extractos de plantas tropicales en anillos de aorta aislados. Entre las plantas evaluadas se utilizd un extracto de
corteza de A. occidentale. Esta planta dio como respuesta en anillos precontraidos con fenilefrina, un 80% de efecto
relajante en anillos de aorta con endotelio mientras que en anillos adrticos sin endotelio la respuesta vasorrelajante
era de un 5%, perdiéndose un 75% de la actividad vasorrelajante. En anillos con endotelio que fueron incubados
con NOLA (inhibidor de NO) A. occidentale presentaba una disminucion de la actividad vasorrelajante con actividad
residual cerca del 20% de vasorrelajacion. De esto concluyen que la actividad vasorelajante de A. occidentale es
dependiente de endotelio pero que esta no dependia Unicamente de NO, los autores infieren la participacion de

prostanoides y el factor hiperpolarizante dependiente del endotelio (EDHF) como mecanismo paralelo de
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vasorelajacion. Por otro lado, los autores hacen una evaluacién de la cantidad presente de acido galico (GAE) y
determinan que, aunque el contenido presente en el extracto es bajo, de igual manera se presenta una actividad
antioxidante alta, por lo que el GAE no es el compuesto principal relacionado con la actividad antioxidante evaluada

mediante FRAP (potencial antioxidante reductor de hierro).

Mas adelante Tchikaya (2011) estudio el efecto de un extracto de A. occidentale sobre los pardmetros
cardiovasculares en modelos de animales, midiendo la presidén sanguinea en conejos normotensos vy la actividad
contractil en corazdén aislado de rata. El extracto produjo una disminucion dosis-dependiente en la presién
sanguinea de los conejos, mientras que en el corazén aislado de rata indujo efectos inotrépicos cronotrépicos
negativos. De este trabajo concluyen que extractos de A. occidentale inducen fuertes efectos hipoténsivos y cardio-

inhibidores en modelos de animales.
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3.  OBIJETIVOS

3.1 Objetivo General
Evaluar la actividad vasorrelajante en un ensayo biodirigido a partir del extracto etandlico de corteza de

Anacardium occidentale y determinar el posible mecanismo de accion mediante la técnica de érgano aislado.

3.2 Objetivos especificos

e  Evaluar el efecto vasorrelajante del extracto de corteza de Anacardium occidentale en presencia y
ausencia de endotelio vascular mediante la técnica de 6rgano aislado.

e Evaluar el efecto vasorrelajante de las fracciones obtenidas por fraccionamiento por ensayo de solubilidad
en solvente orgdnico mediante la técnica de érgano aislado.

e Evaluar el efecto vasorrelajante de las subfracciones obtenidas por métodos cromatograficos a partir de
la fraccién con mayor actividad mediante la técnica de érgano aislado.

e Evaluar la actividad vasorrelajante de compuestos aislado a partir de la fraccion con mayor actividad
vasorrelajante, mediante la técnica de érgano aislado.

e Caracterizar por técnicas cualitativas y espectroscépicas de RMN y EM el compuesto aislado del extracto
de Anacardium occidentale con efecto vasorrelajante.

e Determinar la participacion de segundos mensajeros, receptores y canales idnicos en el mecanismo

vasorrelajante inducido por el compuesto activo aislado del extracto de Anacardium occidentale.
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4,

MATERIALES Y METODOS

4.1 Ensayo Biodirigido

La figura 8. Muestra el
esquema general del ensayo
biodirigido que se llevd a cabo
para la evaluacion de la
actividad vasorrelajante de
Anacardium occidentale a
partir de un  extracto
etandlico de corteza. En
grises se aprecian las técnicas
fitoquimicas de
fraccionamiento, aislamiento
y caracterizacion del
compuesto activo, mientras
gue en naranja se colocan los
puntos en donde se realizd la
evaluacion de la actividad
vasorrelajante mediante la

técnica de érgano aislado.

Evaluacion de la actividad vasorelajante

II

. Método de solubilidad por solv. organico
L

Fraccion E2
Soluble

TLC

o

Evaluacion de la actividad vasorelajante

I

Seleccion Fraccidon con mayor actividad VR

I
. Cromatografia de columna Sephadex LH-20

o -

Evaluacion de la actividad vasorelajante

|

Seleccion Subfraccién con mayor actividad VR

Compuesto aislado

. Pruebas Cualitativas Evaluacién del posible
I mecanismo de accion de

. Anilisis espectroscopico la actividad vasorelajante

Figura 8 Esquema general del ensayo biodirigido de A. occidentale.
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Una vez evaluada la actividad vasorrelajante del extracto de la corteza de A. occidentale (XO) Se obtienen las
fracciones mediante el método de solubilidad por solvente orgdnico. Se realizd una TLC de las fracciones
resultantes (E2 Y E3) y del XO. Posteriormente se evalud la actividad vasorrelajante de ambas fracciones y se
eligié la de mayor actividad para luego ser subfraccionada mediante una cromatografia de columna Sephadex
LH-20, a las subfracciones resultantes se les realizo un TLC y se procedié a evaluar la actividad vasorrelajante de
cada una para elegir la de mayor actividad, una vez obtenido el compuesto aislado de esta subfraccion se
procedid a la caracterizacion mediante pruebas bioquimicas colorimétricas, y analisis espectroscopicos. Se
evalud la participacién de los elementos mencionados en la figura 9. En el proceso de vasorelajacién del

compuesto activo que permitié elucidar un posible mecanismo de accién.

( Sustancias h —_NO
derivadas de — PG,
endotelio )
| B-adrenérgicos
Receptores Purnérgicos
—  Muscarinicos
Evaluacion de la -
participacion en el _ \ Ky
mecanismo vasodilatador | Canales de Potasio K
. J ATP
del compuesto activo
N L
Segundos mensajeros
g ! J T cemp

Canal de Ca* tipo L

Receptor Rianodina

Figura 9. Elementos evaluados en la participacion del mecanismo vasodilatador del compuesto activo.
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4.2 Material bioldgico.

Extracto etandlico de corteza de Anacardium occidentale.

El material vegetal fue colectado en Departamento del Cesar, Municipio de Valledupar, Corregimiento de
Mariangola, Colombia, por Sergio Granados. La especie fue identificada en el Herbario de la Universidad de
Antioquia (HUA) en donde se le asigné el nimero de registro 205507. La obtencién del extracto de corteza fue
realizada en la Universidad de Antioquia por el Lcdo. Sergio Granados mediante la técnica de extracciéon

continua Soxhlet.

Ensayo bioldgico

Para la evaluacién de la actividad vasorrelajante en aorta, se utilizaron ratas machos y hembras de la cepa
Sprague Dawley, en edades comprendidas de 3 a 5 meses y de peso corporal entre 250 g a 400 g. Fueron
provistas por el bioterio central del IVIC. Se mantuvieron en el bioterio del Centro de Biofisica y Bioquimica del

IVIC bajo condiciones controladas a temperatura de 25° Cy acceso libre de agua y alimento.

4.3 Materiales y Reactivos.

Solventes para el fraccionamiento y procedimientos cromatogréaficos

Los solventes utilizados son de grado analitico, se empled acetona, metanol, acetonitrilo, acetato de etilo,

acido formico y acido acético, estos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

Caracterizacién cualitativa del compuesto

Se usaron reveladores como sulfato cérico de Sigma-Aldrich, Dragendorff adquirido de Fluka analytical y

acido fosfomolibdico de Fluka analytical.
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Agonistas, farmacos e inhibidores utilizados en los ensayos de anillo de aorta en la técnica de organo

aislado:

Fenilefrina (FE), Cloruro de potasio (KCl), Carbacol (Cch), Nitro-L-arginina metill ester hidroclorado (L-
NAME), Indometacina (Indo), Propranolol hidroclorado, Atropina, Suramina, Glibenclamida, Trietanolamina
(TEA), 4-Aminopiridina (4-AP), Azul de metileno, nitroprusiato de sodio (NPS), Nifedipina y Tetracaina fueron

adquiridos de Sigma-Aldrich.

Mantenimiento de la preparacion de los anillos de aorta en el bafio del equipo

Se utilizé Buffer Krebs- Henseleit, Composicion (mM): NaCl (118); KCI (4,7); KH,PO4 (1,2); MgS04 (1,2);

NaHCOs (25,0); Glucosa (11,1); CaCl; (2,5); EDTA (0,026).

4.4 Equipo utilizado.

El equipo utilizado para la obtencién de fracciones y compuesto fue un evaporador rotatorio Marca Heidolff,

una columna Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals).

Para los ensayos bioldgicos se utilizdé un equipo de drgano aislado cuadruplo (cuatro bafios) LE.1140 PanlLab,
amplificador PanLab. Se utilizé ganchos sujeta tejidos LE 0140, y LE 0145 (PanLab). se contd con una bombona
de oxigeno-dioxido de carbono (95%-5%) y un termo circulador. El software empleado para el registro fue

LabChart 7 (ADInstruments), (Ver esquema general del equipo en Anexo 1)

4.5 Fraccionamiento y aislamiento del compuesto activo del extracto de corteza de Anacardium occidentale

(AnOc)

451 Método de solubilidad por solventes organico.

Para el fraccionamiento por cada gramo del extracto etandlico de corteza de Anacardium occidentale (XO)
pesado se afiadid 200 mL de acetona al 99% a temperatura ambiente, posteriormente se colocd en ultrasonido

por 30 minutos y se dejé reposar. De este procedimiento se obtuvo una fraccién soluble (E2) y una fraccion no
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soluble (E3). Posteriormente se filtré cada fracciéon y se evapord el solvente a presion reducida en el

evaporador rotatorio. Este procedimiento se realizé cinco veces.

4.5.2 Cromatografia de columna Sephadex LH-20

De la fraccion seleccionada con mayor actividad vasorrelajante se pesé 1 gy se sometid a una separacion por
cromatografia de columna empaquetada con Sephadex LH-20. La separacién se realizé utilizando un gradiente
de polaridad de solventes de 3 fases, el primero 50 mL de agua, seguido de 50 mL de Metanol (99%) y por
Ultimo 50 mL de Acetona (99%). Lo eluido de la columna se analizd por cromatografia de capa fina, para formar
las subfracciones, y posteriormente se evaporé el solvente a presion reducida en evaporador rotatorio. Este

procedimiento se hizo por duplicado

453 Cromatografia de capa fina (TLC)

Para el extracto y fracciones: Se utilizaron placas cromatograficas base de vidrio silica gel RP-18 marcadas

con el indicador fluorescente F,s4S como fase estacionaria. El sistema de elusién estuvo formado por una
mezcla de Acetonitrilo: Acido férmico 0.1% en una proporcidn de 3:7. Las placas fueron reveladas con sulfato
cérico al 10% (solucion saturada de sulfato cérico en H,SO4 concentrado) en metanol. Para luego colocar a

una temperatura de 100° Cy fueron observadas a luz ultravioleta a longitud de onda de 254 nm.

Para las subfracciones: Se utilizaron placas cromatogréficas base de aluminio silica gel marcadas con el

indicador fluorescente F,s4S (Fase estacionaria). Se realizaron 4 sistemas de fase movil (Tabla |) propuestos
por Wagner (1996) y Marcano y Hasegawa (2002). Las placas fueron reveladas con sulfato cérico al 10%
(solucion saturada de sulfato cérico en H,SO, concentrado) en metanol. Para luego colocar a una

temperatura de 100° Cy fueron observadas a luz ultravioleta a longitud de onda de 254 nm.
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Tabla I. Fases moviles usadas para cromatografia de capa fina de las subfracciones de E3

Acetato de etilo: Acido férmico: Agua 100:11:26
Acetato de etilo: Acido férmico: Acido acético: Agua 100:11:11:27
Metanol: Acido férmico 0.1% 3.7

Acido acético: Metanol: Agua 1:35:65

4.5.4 Caracterizacidn del compuesto aislado por pruebas cualitativas

La caracterizacion del compuesto por pruebas cualitativas consistido en cambios de coloracién por uso de
reactivos reveladores como sulfato cérico, reactivo de Dragendorff y Acido fosfomolibdico (Tabla II). La
muestra diluida del compuesto fue colocada sobre placas base de vidrio silica gel RP-18 marcadas con el
indicador fluorescente Fys4S. Fueron rociadas con los reveladores y calentadas a 100° C. Adicionalmente se

observaron bajo luz UV con una longitud de onda de 254 nm.

Tabla Il. Reactivos para la caracterizacion cualitativa de metabolito secundario en compuesto aislado

Naranja (+) Fluorescencia
Rojo (+) Fluorescencia
Fucsia (+) Fluorescencia
Amarillo (+) Fluorescencia

Sulfato cérico* Flavonoides

Naranja Rojizo (+)
Amarillo-naranja (+)
Rojo-negro (+)
Rosado-purpura (+)

Alcaloides y aminas
Dragendorff terciarias o
secundarias

. Esteroides
Acido . _
o1 Alcaloides Azul Intenso fondo amarillo (+)
fosfomolibdico
Terpenos

* Solucidn de Sulfato cérico al 10% (solucidn saturada de sulfato cérico en H,SO4 concentrado) en metanol
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4.5.5 Analisis espectroscopicos

Al compuesto aislado se le realizaron espectros de Espectrometria de Masas, Infrarrojo y RMN H-1. El
analisis de RMN se realizé utilizando como solvente metanol deuterado (MeQD) y se llevoa cabo en un equipo
Bruker DRX Avance 600 MHz en el laboratorio de RMN del Centro de Quimica del IVIC, los experimentos de
espectrometria de masas se llevaron a cabo en un equipo QTOF Il Micromas Bruker en el Centro de Biologia

Estructural del IVIC.

4.6 Ensayo bioldgico ex vivo, mediante la técnica de érgano aislado
Para evaluar el efecto vasorrelajante del extracto, las fracciones, subfracciones y el compuesto, se
establecio el protocolo mostrado en la figura 10. En este apartado se explicard en detalle en que consistié cada

etapa.

[. = mp 3333 m
=

T (en)

‘Extracto, Fraccién o Subfraccidn

FE (ugfmi)

(3x107 M)
1 3 10 30 60
b

Construccion de curva Viabilidad Estabilizacion
acumulativa C-R Del endotelio Del tejido

Figura 10 Esquema general del protocolo realizado para el ensayo bioldgico ex vivo, mediante la técnica de drgano
aislado.
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4.6.1 Diseccidn de aorta tordcica y montaje de la preparacién

Las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital de sodio (60 mg/Kg, IP)
mediante una inyeccion intraperitoneal. Se
confirmé el efecto de la anestesia
aplicando presion con pinzas a las patas y
cola, para corroborar la perdida de reflejo a
estimulos de dolor. Con unas tijeras se
realizé una incision desde la parte inferior
de la caja toracica hasta el esternén en
donde se bisecciond hasta las axilas. Se
colocaron a un lado los dérganos que se
encuentran en la parte superior de la
columna vertebral y se ubico la aorta, se
cortaron todas las conexiones a la aorta y
esta se corté perpendicular a la columna
vertebral a nivel del diafragma. La aorta se
sostuvo con unas pinzas y utilizando unas
tijeras se disecciono de la columna vertebral,
comenzando desde el diafragma inferior

hacia el corazdn. Posteriormente se colocd la

Figura 11 Imdgenes tomadas del proceso de obtencion de los
anillos de aorta. 1. Diseccion 2. Ubicacion de la aorta tordcica 3.
Aorta diseccionada con tejido adiposo y codgulos 4. Aorta limpia
5. Anillos de aorta 6. Anillo de aorta entre los ganchos dentro del
bafio de érgano aislado

aorta en una placa de diseccion con Buffer Krebs-

Henseleit (K-H) a pH 7.4 con burbujeo continuo de

una mezcla de 95% 0,/5% CO,.
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Usando tijeras y pinzas pequefias se retird el tejido adiposo perivascular, demas tejidos conectivos y
coagulos de sangre, hasta que se observd la aorta toracica blanca. Posteriormente con unas tijeras se corto la
aorta en anillos de aproximadamente 4-5 mm de largo. Los anillos que se trabajaron sin presencia de endotelio,
se obtuvieron de la misma manera y adicionalmente se pasé un palillo por dentro del haz del anillo y se dio

vuelta, por ambos extremos de manera que se retird el endotelio.

Los anillos se colocaron en uno de los ganchos de tejido. Uno de los ganchos esta anudado a la varilla de
acero mientras que el otro gancho es atado al transductor del equipo. Una vez que el anillo de aorta esta
asegurado a los ganchos, se montd en el bafio del equipo del drgano aislado. Este procedimiento se puede ver

resumido en las imagenes presentadas en la figura 11.

4.6.2 Condiciones de estabilizacién del tejido

Los bafios del equipo de érgano aislado, fueron llenados con 15 mL de buffer Krebs- Henseleit a pH 7.4 y
provistos de aireaciéon continua de una mezcla de 95% 02/5% CO2, a una temperatura de 37° C. La
estabilizacion del tejido consto de dos etapas (Figura 12) La primera etapa consistié en llevar al anillo a una
tension final de 2 g, usando el micrémetro, se fue aumentando la tensién del anillo de 0,5 g cada 15 min, el
tejido se dejd estabilizar por 30 minutos. Cumplido este periodo se hizo un cambio de Buffer K-H previamente
calentado a 37°C. La segunda etapa permitid evaluar la viabilidad del anillo: El bafio se llevé a un volumen de
10 mL y se afiadio 100 pl de KCl quedando a una concentracién final en el bafio de 50 mM. Una vez que el
anillo alcanzdé una meseta se realizé un lavado con buffer K-H a temperatura de 37°C, el anillo se dejé estabilizar

por 45 minutos. Por cada experimento esta segunda etapa se realizd dos veces.
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I T)

KCl Lavado KCl Lavado

T=2gr iﬁﬂlli IHrEbs-H (50 mIM] HIrEI!:us-H
|
I I | | |
I I | | |
| | |
| | I |
I | | |
T | 1 |
| | | |
| | | | |
| | | | |
I | | I |
| | | | |
| | I | |
Tiempo 1h zh

Figura 12 Diagrama del protocolo de estabilizacion del anillo de aorta en el bafio. |) Aumento de tension gradual.
I1) Contracciones con Cloruro de potasio.

4.6.3 Evaluacion de la viabilidad del endotelio

Una vez el anillo estabilizado, se contrajo con el agonista Fenilefrina (FE), para ello se prepard una solucion
de FE a 3x10™° M, para afiadir al bafio (10 mL) un volumen de 100 pL, quedando una concentracién de 3x10”
M. Una vez que la contraccion alcanzé un plato se afiadié 100 pl de Carbacol (Cch) a 1x10° M para quedar una

concentracion en el bafio de 1x10° M.

La respuesta fue expresada en porcentaje de relajacién alcanzado por el anillo (luego de ser afiadido el

Cch), mediante la siguiente formula:

L T maxima — T relajacion
% de Relajacién = Tmaxima — Thasal x 100

En donde la T basal esta dada por la tension del anillo en estado basal o reposo, la T mdxima esta dada por
la tension alcanzada luego de ser afiadida la FE y la T relajacion esta dada por la tension que se alcanzé luego

de ser afiadido el Cch. (Figura 13)
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Los anillos que respondieron con un porcentaje mayor al 70% de relajacién son considerados anillos con
endotelio funcional mientras que los anillos que respondieron con un porcentaje menor al 10% de relajacion

son considerados anillos sin endotelio.

T {Er} FE Cch
[3.1{1{?'? M] {Hlﬂ's M]
I

T Relajacion

T basal

| l Tiempo

Figura 13 Diagrama del protocolo de viabilidad de endotelio

4.6.4 Construcciéon de la curva acumulativa concentracion-respuesta (Evaluaciéon de actividad

vasorrelajante del extracto, fracciones, y subfracciones de AnOc)

Una vez el anillo alcanzo una tensién basal, se lavd con buffer K-H (pH 7.4 a 37°c) y se procedio a realizar el
experimento para la evaluacion de la actividad vasorrelajante del extracto y las fracciones en anillos con

endotelio (E+) y anillos sin endotelio (E-) para evaluar la dependencia del efecto a la viabilidad del endotelio.

Para la construccién de la curva acumulativa C-R (Figura 14) los anillos fueron pre contraidos con FE (3x10°
M) Y se afiadieron concentraciones acumulativas de 1, 3, 10, 30, 60, y 100 pg/mL del extracto, fraccion o
subfraccion evaluadas (experimentos independientes), entre cada concentracion se esperd un intervalo de
tiempo de 3 minutos para afiadir la siguiente concentracion, si no se observaba un cambio en la tensién del

anillo. Las soluciones madres estuvieron diluidas en DMSO a una concentracion menor del 1% en el bafio. El
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vehiculo de estos experimentos serd disoluciones de DMSO a las concentraciones antes mencionadas (siempre
teniendo DMSO <1% en el bafio). De esta manera se escogid la fraccion y subfraccién con mayor actividad, es
decir la que tuviera un mayor efecto vasorrelajante a una menor concentracion.

T (gr)
A

Extracto, Fraccion o Subfraccion
FE (ug/mL)
(3x107 M)

Tiempo

Figura 14 Diagrama del protocolo para la evaluacion de la actividad vasorrelajante del extracto, fraccion y
subfracciones en anillos con endotelio y anillos sin endotelio.

4.6.5 Evaluacion de la actividad vasorrelajante del compuesto activo aislado de AnOc.
4.6.5.1 Calculo de la concentracion efectiva media del compuesto
A partir de la curva acumulativa concentracion- respuesta en anillos precontraidos con FE (3x107 M)
se calculd el valor de la concentracion efectiva media (CEso) mediante una regresion no linear, logistica.
Esta concentracion representa el 50% de respuesta tomado desde la linea basal a la maxima respuesta

encontrada (contraccién con FE)
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4.6.5.2 Respuesta vasorrelajante del compuesto ante diferentes agonistas.
Se evaluo el efecto vasorrelajante del compuesto activo en el tejido precontraido con fenilefrina y KCI.
Este ensayo se realizd en anillos con endotelio (E+) y FE (3x107 M) y KCI (0.05 M) en experimentos

independientes. Una vez alcanzada la meseta se utilizé la CEsp del compuesto. (Fig. 15)

T (gr)
A

KCl ( 5? mm) [Compuesto]

FE (3X107 M) (CEso)

———— —

|
Tiempo
Figura 15Diagrama del protocolo para la evaluacion de la actividad vasorrelajante del compuesto frente a

diferentes agonistas.

4.6.5.3 Competitividad del compuesto en el a-adrenorreceptor

Para evaluar la relacion del compuesto con el receptor a-1 vy si este actla de manera competitiva con
el agonista fenilefrina. Se realizd el procedimiento descrito en la figura 16. En donde en anillos con
endotelio se incubd la CEsq del compuesto por 30 minutos vy luego se agregd de manera acumulativa
concentraciones de FE, desde 1x10! M hasta 1x10> M. El control de este experimento consistio en

construir la misma curva sin la incubacién previa del compuesto, usando una disolucion de DMSO
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Figura 16 Diagrama del protocolo para la evaluacion de la competitividad del compuesto (Curva concentracion
creciente de Fenilefrina)
46.6 Evaluacion de la participacidn del éxido nitrico y prostaciclinas en el efecto relajante del compuesto

aislado de AnOc

Para evaluar la participacion del éxido nitrico (NO) en el mecanismo de vasorelajacion del compuesto, se
utilizd un inhibidor de la enzima éxido nitrico sintasa, L-NAME, a una concentracion de 100 uM. Por otro lado,
para evaluar la participacién de las prostaciclinas (PGly), se utilizd un inhibidor la ciclooxigenasa (COx),
Indometacina (Indo), a una concentracion de 10 uM. Se siguid el protocolo mostrado en la figura 19. Este

ensayo se realizé en anillos con endotelio (E+) y en anillos sin endotelio (E-)
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4.6.7 Evaluacién de la actividad vasorrelajante del compuesto activo aislado de AnOc en presencia de

nitroprusiato de sodio (NPS)

La preparacién se incubo con la CEsp del compuesto por 10 minutos para luego contraer los anillos con FE
(3X107 M) posteriormente se realizé una curva acumulativa C-R con concentraciones de 10° M a 107 M de
NPS, como se describe en la figura 17. El vehiculo control de este experimento consistié en incubar una
disolucion de DMSO en agua destilada a la misma concentracion del compuesto (1% de DMSO en el bafio).

Este ensayo se realizd en anillos con endotelio (E+).

T (gr)
A [NPS] (M)
[Compuesto] EE a . - ~
(CEso) (3x107 M) g = = =
|

Tiempo

Figura 17 Diagrama del protocolo para la evaluacion de la participacion del NO en presencia de NPS.

4.6.8 Evaluacién de la participacion del GMPc en el efecto relajante del compuesto aislado de AnOc.

Para la evaluacidn de la participacion del GMPc se incubd con el inhibidor de la enzima Guanilato ciclasa,
Azul de metileno (100 uM), los anillos con endotelio fueron contraidos con FE (3x107 M) y se les coloco la CEsg

del compuesto, Siguiendo el protocolo expuesto en la figura 19. El vehiculo de este experimento consistio en
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incubar una disoluciéon de DMSO en agua destilada a la misma concentracion del compuesto (<1% de DMSO

en el bafio).

4.6.9  Evaluacidn de la participacién de los receptores acoplados a proteina G: B-adrenérgicos, muscarinico y

purinérgicos en el efecto relajante del compuesto aislado de AnOc.

Se siguid el protocolo de la figura 19. Los anillos se incubaron 10 minutos con los inhibidores de los
receptores, Propanolol (10 uM) para el receptor B-adrenérgicos, Atropina (10 uM) para receptores
muscarinicos, y Suramina (10 pM) para receptores purinérgicos, en experimentos independientes,
posteriormente fueron contraidos con FE (3x107 M) y al llegar a un platé se coloco la CEso del compuesto. El
grupo control para estos experimentos consistié: En incubar el vehiculo, una disolucién de DMSO en agua
destilada a la misma concentracion del compuesto (<1% de DMSO en el bafio) Por otro lado para los anillos
inhibidos con Atropina se utilizé el antagonista Carbacol (1x10° M) y para los anillos inhibidos con Propanolol

con el antagonista Isoproterenol (1x107 M).

45.1 Evaluacién de la participacion de los canales de potasio en el efecto relajante del compuesto aislado

de AnOc.

Para los canales de potasio dependientes de ATP (K*arp) se incubd con el inhibidor Glibenclamida (10 uM),
para los canales de potasio dependientes de voltaje (K*) se incubd con el inhibidor 4-Aminopiridina (1x1073
uM), en experimentos independientes, para luego ser contraidos con FE (3x107 M) e incubar la CEso del
compuesto (Figura 19.) Para evaluar la participacion de los canales de potasio dependientes de calcio (K cas2)
se siguid el protocolo descrito en la figura 18. En donde se realizaron cuatro tratamientos; (A) contraccion con
TEA (10mM) (B) contraccién con TEA (10mM) e inhibicidon con L-NAME (10 uM), (C) Incubar con TEA (1 mM) y
contraer con FE (3x107 M), (D) ) Incubar con TEA (1 mM), contraer con FE (3x10”7 M), inhibir con L-NAME (10
uM). El vehiculo control de este experimento consistié en incubar una disolucion de DMSO en agua destilada

a la misma concentracién del compuesto (<1% de DMSO en el bafio).
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Q TEA [Compuesto] @ TEA
(10 mM) (CEso) (10 mM)
I

L-NAME  [Compuesto]
(10 um) (CEsp)
]

T(gr) Tiempo T (gr) Tiempo

(CI (D
FE [Compuesto] FE L-NAME [Compuesto]

(3x107M) (CEzo (g BEOTMI (10Um) (CEso

Tiempo Tiempo

Figura 18 Diagrama del protocolo para la evaluacion de la participacidn de los canales K*ca+z

45.2 Evaluacién de la participacidon de los canales de calcio tipo L, y receptores de rianodina en el efecto

vasorrelajante del compuesto aislado de AnOc

Para la evaluacion de los canales de Ca*? de tipo L se incubd con el inhibidor Nifedipina (60 uM) y para los
receptores de rianodina se incubd con el inhibidor Tetracaina (60 uM) en experimentos independientes, que
posteriormente fueron contraidos con FE (3x107 M) para luego colocar la CEso del compuesto, Siguiendo el
protocolo expuesto en la figura 19. El vehiculo de este experimento consistié en incubar una disoluciéon de

DMSO en agua destilada a la misma concentracién del compuesto (<1% de DMSO en el bafio)
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T (gr)

A oo | |

L-NAME
[Inhibidor] - [Compuesto] - .
| ( 3X10 M} (CE ) Indometacina 10 COx
: | i 50
: : i Propanolol 10 R.B
I
: i I Atropina 10 R. Muscarinico
I
: Suramina 10 R. Purinergico
I |
I
| i a-Ap 1000 Canal K*,
I |
i : Glibenclamida 10 Canal K 4rp
|
i : Nifedipina 60 Canal Ca*2L
|
I
i i Tetracaina 60 R. Rianodina
I |
| [ : Azulde 100 Guanilato
II | | | I I metileno ciclasa
30 60 Tiempo
{min)

Figura 19 Diagrama del protocolo para la evaluacion de la participacion de segundos mensajeros, receptores y
canales ionicos, con los inhibidores expuestos.

4.6 Analisis de los datos

Los datos fueron reportados como la media (promedio de nimero de anillos) + error estandar (SEM). En base a
la relacién entre la concentracidon utilizada y porcentaje de relajacion encontrado. Se utiliza como principal
herramienta de estadistica descriptiva la construccion de curvas concentracidon- respuesta (% De relajacion vs. Log
[Concentracion]), asi como también el uso de grafico de barras y caja y bigotes, para diferenciar las respuestas entre

tratamientos en un experimento.

Andlisis estadistico

De este modo, se pudo utilizar dos métodos estadisticos para la comprobacion de diferencias o similitud entre
las respuestas obtenidas. Dado que el n muestral (nimero de anillos por rata) mostrado en la tabla Il. no cumplié
con el supuesto de distribucion muestral normal por tener un n muestral bajo, se realizaron comparaciones de

medias no paramétricas.
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Para muestras dependientes: Kruskall- Wallis que permitié realizar una comparacion entre las respuestas dadas
a las determinadas concentraciones de las fracciones o subfracciones de los anillos sin endotelio y de los anillos con
endotelio, para evaluar laindependencia de la respuesta. En donde un p<0,05 indica que la respuesta vasorrelajante

es propia de cada fraccion o subfraccion e independiente de las demas.

Para muestras independientes: U de Mann-Whitney para los ensayos de evaluacion del mecanismo de accién

en donde se realizd una comparacién de media entre los anillos incubados con el inhibidor frente al compuesto y
los anillos no incubados con inhibidor frente al compuesto (grupo control). Para esto se establecido como hipotesis
nula: Ho= El efecto vasorrelajante de los anillos inhibidos y el grupo control es igual; Y como hipdtesis alternativa:
Ha= El efecto de los grupos no es igual. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas para un valor de

p <0.05.

Concentracion efectiva media y Efecto maximo

El calculo de la concentraciéon efectiva media (CEso) es el valor medio de la concentracion del compuesto en
donde se alcanza la mitad del efecto maximo encontrado. Este valor se calculé mediante una regresion no linear a
partir de la curva concentracion- respuesta de E3Ill (el compuesto). El célculo y se realizé mediante el software

Graph Pad Prism 7 en donde se tom¢é el “best fit value” con un intervalo de confianza del 95%.

El calculo del Efecto méaximo (Emsx) es el valor de la respuesta Unica maxima alcanzada por el compuesto, que es
reportada en porcentaje de relajacion (%). Este célculo se realizd a partir de la de la curva concentracién- respuesta

de E3lll (el compuesto) mediante el software Graph Pad Prism 7.

Competitividad del compuesto

Se ha calculado el pA; o logaritmo negativo para la concentracién de antagonista en presencia de la cual es
necesario duplicar la concentracién de agonista para obtener el mismo efecto. Este es un valor caracteristico de

cada antagonista para cada tipo de receptor (Camarasa, 1987). Cuanto mayor sea el valor de pA2 menor es la
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cantidad del compuesto requerida para causar inhibicion de la respuesta del agonista, indicando mayor

competitividad. Este analisis se llevd a cabo mediante el software Grahp Pad Prism 7.

Adicionalmente se realizé el cédlculo de la pendiente del diagrama de Schild que se puede considerar una
estimacién de la constante de disociacién de equilibrio del antagonista para el receptor. En donde valores mayores

a 1 sugiere un antagonismo no competitivo. Este analisis se llevd a cabo mediante el software Grahp Pad Prism 7.

Tabla Ill n: Numero de anillos de aorta utilizado en cada experimento

XO E+

Evaluacion del extracto XO E-
Control E+
Control E-

E2 E+
E3 E-
Evaluacién de las fracciones E3 E+
E3 E-
Control E+
Control E-

Evaluacion de las subfracciones E3I
E3lII
E3III

Control

Curva acumulativa FE
Control

KCL +Compuesto
FE + Compuesto
Control KCI
Control FE

L-NAME+ Compuesto
Participacion de EDRH : Oxido Indometacina + Compuesto
nitricoy prostaciclinas Control E+
Control E-

NPS + E3II
Control NPS

Evaluacién del compuesto

Participacién de los receptores
Beta adrenérgicos, purinérgicos
y muscarinicos

Participacion canales K*

Participacion de canales de
calcio tipo L y receptores
rianodina del reticulo
endoplasmatico

Participacion de GMPc

Propanolol + Compuesto
Suramina + Compuesto
Atropina + Compuesto

Control

Glibenclamida + Compuesto
4-Aminopiridina + Compuesto
Control

TEA 1mM + Compuesto

TEA1 Mm + L-NAME + Compuesto

TEA 10mM + Compuesto

TEA 10 Mm + L-NAME + Compuesto

Control

Nifedipina+ compuesto
Tetracaina+ Compuesto
Control

Azul de metileno + compuesto
Control
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5. RESULTADOS

5.1 Actividad Vasorrelajante del extracto AnOc

La actividad vasorrelajante del extracto de Anacardium occidentale (XO) a concentraciones crecientes en
anillos con endotelio (XO E+) y sin endotelio (XO E-). Se observa en la Fig. 20. En anillos E+ se encontrd el mayor
efecto vasorrelajante, alcanzando el 50+3,2 % de relajacién a una concentracion de 10 pg/mL del extracto,
exhibiendo un efecto de relajacion de manera dependiente de la concentracion. La remocién del endotelio causa
una pérdida de la actividad vasorrelajante en la preparacion alcanzando apenas un 11+5,2% de relajacion a una

concentracion de 100 pg/mL.
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Figura 20 Curva concentracion-respuesta del extracto de corteza de AnOc en anillos adrticos con endotelio (XO E+)
y sin endotelio (XO E-) pre contraidos con FE (3x10-7 M). Cada punto representa el Promedio + SEM
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5.2 Fraccionamiento del extracto etandlico de corteza AnOc
Una vez corroborado el efecto vasorrelajante del extracto se prosiguié al fraccionamiento por el método de
solubilidad en donde se obtuvieron dos fracciones: E2, y E3. La fraccién E2 corresponde a la fraccidn soluble en
acetona con compuestos de mediana y baja polaridad mientras que la fraccion E3 es la insoluble con compuestos
de alta polaridad (Fig 21). La fraccidon E2 presento una coloracion ambar brillante mientras que la fraccion E3
color marrén brillante.
b 3 v ., Las fracciones fueron filtradas y el solvente
. S Fraccion E2
B e Soluble evaporado, de esta manera se obtuvo el peso en

seco y el % de rendimiento del fraccionamiento.

Fraccion E3 Este procedimiento se llevd a cabo 5 veces

EENEEENEEEEEEEN
AN _ o~ _ 1 _ L1 _

'Figura 21. Fracciones E2 Y E3 obtenidas por el método de

(Tabla Ill), en donde el rendimiento siempre fue
solubilidad a partir de de 1 gr de Extracto en 200 mL en Acetona.

mayor al 87%.

Tabla IV Rendimiento del fraccionamiento del extracto de

Al evaluar la composicién de cada fraccion
corteza de AnOc

Peso en seco (g) mediante una cromatografia de capa fina:(FE: RP1s

X0 E2 E3 Rendimiento (%) F254 FM: CH3CN:HCO,HO 0.1% ; 3:7) En el extracto sin

1,000 0.380 0,495 87,5 revelar observado bajo luz UV 254 nm (Fig. 22 A) Se

1,000 0.443 0,445 87,6 encontraron 4 bandas fluorescentes, 3 verdes y una

1J000 0513 0,410 92,3 naranja, que coinciden en la fraccion soluble E2 (Rfi=

1,000 0-422 0.575 99,7 0,07; Rf,= 0,21; Rfs= 0,33; Rfs= 0,49) Mostrando
6,936 3,556 3,334 99,3

compuestos de baja y mediana polaridad. Esta
fluorescencia evidencia la presencia de flavonoides, mientras que la fraccién no soluble E3 no presentd
fluorescencia ni bandas aparentes bajo luz UV. Por otro lado, al revelar el cromatograma (Fig 22 B) con sulfato

sérico la fraccién E3 mostré una coloraciéon marrén “quemada” caracteristica de taninos y una banda ancha Rfs=
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0,52 la de mayor polaridad encontrada, mientras que en la fraccién E2 se pueden apreciar mayoritariamente y
de manera definida dos bandas de color naranja correspondiendo a las observadas en luz UV. La coloracién

naranja hace referencia una vez mas a la presencia de flavonoides.

Figura 22. Cromatograma del extracto etandlico de AnOc (XO) y las fracciones obtenidas E2 Y E3. Observado en A)
Luz UV 254 nm 'y B) Revelado con sulfato sérico. Se muestran cuatro (1,2,3,4) bandas coincidentes en XO y E2. Y
una banda ancha (5) en E3.

5.3 Actividad vasorrelajante de las fracciones obtenidas a partir del extracto AnOc

Una vez obtenidas las fracciones, se evalud la actividad vasorrelajante de ambas fracciones por separado.
Aunque la respuesta vasorrelajante del extracto resulté ser dependiente de endotelio, estos ensayos se llevaron
a cabo tanto en anillos con endotelio como en anillos sin endotelio para no descartar la posibilidad de un efecto

vasorrelajante en alguna de las fracciones obtenidas en ausencia de endotelio.

Sin embargo, como se observa en la Fig 23. ambas fracciones resultaron ser activas y la respuesta
vasorrelajante es endotelio dependiente. La fraccion E2 en anillos sin endotelio no presentd un efecto
vasorrelajante, mientras que en anillos con endotelio se observa una relajacién concentracién-dependiente
hasta 30 pg/mL alcanzando el mayor valor de relajacion, 54,2 £12,7%. A partir de esta concentracion se observa
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una disminucién en el porcentaje de relajacion llegando a un 28,9 +12,1% para una concentracion de 100 pg/mL

(Fig 23.A).
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Figura 23. Curva concentracion-respuesta de las fracciones E2 (A) y E3 (B) de AnOc en anillos adrticos con E+y E-
pre contraidos con FE (3x10-7 M). Cada punto representa el Promedio + SEM.

Por otro lado la fraccion E3 evaluada en los anillos sin endotelio alcanzé un 17,8 +11,8% de relajacién a una

concentracion de 30 pg/mL mientras que los anillos con endotelio la respuesta vasorrelajante es concentracidn-

dependiente alcanzando un 63,26 +9,8% de relajacién a una concentracion de 100 g/mL. (Fig 23.B)
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Las medias del porcentaje de relajacion de cada fraccién son independientes dado un p= 0,0054 se rechaza

la Ho por lo que el efecto vasorrelajante es propio de cada fraccion.

5.4 Subfraccionamiento de la fraccién E3 obtenida a partir del extracto AnOc

Continuando con el ensayo biodirigido se escogid la fraccion E3 que presentd mayor actividad y potencia,
para realizar el subfraccionamiento por cromatografia de columna Sephadex LH-20 de donde se obtuvieron 3
subfracciones; La eluida con metanol, E3l (MeOH), la eluida con agua E3Il (H20) y por ultimo la eluida con
acetona, E3III (Ac). Este procedimiento se llevé a cabo 2 veces (Tabla V). El rendimiento de esta separacion fue
menor al 50%, pero se considera una buena separacion dado que en la columna se observaron bandas definidas
y separadas con cada solvente utilizado. La subfraccién de menor cantidad fue E3Il, se obtuvo un peso en seco

total de 0,131 g mientras que la fraccién E3Ill presentd un peso seco total de 0,445 gr.

Tabla V Rendimiento del subfraccionamiento de E3

Peso en seco (g)
Rendimiento (%)

E3 E3I E3lI E3lII
0,300 0,050 0,011 0,070 43,6
1,800 0.336 0,120 0,375 46,16

Una vez obtenidas las subfracciones se realizaron cromatografias de capa fina en silica gel en distintos
sistemas de elusién los cromatogramas obtenidos son mostrados en la Figura 24. Para el sistema A no se
observaron bandas aparentes para E3 y ninguna subfraccién. Para el sistema B la subfraccidn E3I presento una
mancha corrida que presentd una coloracidon marrén clara con un Rf=0,26, para la subfraccién E3ll no se
observaron bandas mientras que la subfraccién E3lll presentd una mancha corrida de color marrén oscuro cuya

intensidad da indicio de alta concentracién con un Rf=0,11.
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El sistema de elusién C. fue el que arrojé un mejor cromatograma dado que se observa en la subfraccion E3|
una banda ancha con coloracién marrén claro con una baja polaridad y un Rf=0,61 por otro lado E3lll mostro
una mancha corrida definida con coloracién intensa marrén oscuro, presento una mayor retencion (mayor

polaridad) que E3ly un Rf=0.29. Para E3 y E3Il no se observaron bandas.

En el sistema de elusidn D. Se observd un resultado similar al sistema C. en donde se observa la misma
mancha en E3l con un Rf=0,79 y el mismo patrén de mancha para E3lIl con un Rf=0,49. Para la subfraccién E3lI

Y E3 no se observaron bandas sin embargo el punto de aplicacion presenta la coloracion marrén.

Los cromatogramas fueron observados bajo luz UV (254 nm), para Ay B no se observé fluorescencia mientras
gue para el cromatograma C Y D la banda presentada por E3l encontrada al ser revelado con sulfato cérico
presento fluorescencia verde. Indicando la presencia de un flavonoide mientras que la banda corrida presentada
en la subfraccién E3Ill no presento fluorescencia. En la figura 25. Se presenta el resultado obtenido en el

cromatograma C.

s v .0 B8 ‘ t 9 »
E3  E3I E3Il E3II E3  E3I E3II E3lII E3Il  E3IN E3Il  E3IN

Figura 24. Cromatogramas de las subfracciones de E3: E3l, E3Il'y E3III.
Corrido en el sistema de elusion (A) ACET: AcFo: Agua (100:11:26); (B) ACET: AcFo: AcOH: Agua (100:11:11:27) (C)
MeOH: AcFo 0.1% (3:7); (D) AcOH: MeOH: Agua (1:35:65) Revelado con sulfato cérico.
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E3 E3l E3Il E3lI

Figura 25. Cromatograma de las subfracciones de E3: E3l, E3Il y E3Ill bajo luz UV (254 nm) corrida en el
sistema de elucion 3. (MeOH: AcOH, 3:7)

5.5 Actividad vasorrelajante de las subfracciones obtenidas de la fraccién E3

Una vez obtenidas las subfracciones de E3, se prosiguidé a evaluar la actividad vasorrelajante de las tres
subfracciones por separado. Estos experimentos se llevaron a cabo Unicamente en anillos con endotelio dado

gue la respuesta vasorrelajante en la fraccion E3 es endotelio dependiente.

Se encontré que las 3 subfracciones mostraron ser activas (Fig. 26) con un efecto vasorrelajante
concentracion-dependiente. Para E3I la respuesta fue de 27,8 + 8,2% vasorrelajancion alcanzada a 60 ug/mL;
E3ll alcanzd un 35,5 + 15,0% a esta misma concentracion mientras que con la subfraccién E3Ill se alcanzé la
mayor vasorelajacion con un 70,2+ 3,4 % a una concentracién de 30 pg/mL. Las medias del porcentaje de
relajaciéon de cada fraccion son independientes dado un p= 0,0067 se rechaza la H, por lo que el efecto

vasorrelajante es propio de cada subfraccion.
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Figura 26 Curva concentracion-respuesta de las subfracciones E31, E311'Y E3IIl de AnOc en anillos adrticos E+ pre
contraidos con FE (3x10-7 M). Cada punto representa el Promedio + SEM.

5.6 Caracterizacién del compuesto E3III.

5.6.1  Caracterizacidn cualitativa de E3lIl por reveladores cromatograficos.

El resultado obtenido en el TLC (Fig. 24 y 25) la subfraccién E3IIl que presento una mancha (Rf=0.29 e sistema
de elusion C) se pensd que esta subfraccion podia estar constituida por un solo compuesto, y al ser la subfraccién
con mayor actividad E3Ill fue analizado frente a distinto reveladores para ser caracterizado cualitativamente.
Dando positivo frente al revelador del sulfato cérico con una coloracion marrén, que al ser observada bajo luz
UV no presentaba fluorescencia, por lo que puede indicar ser un tanino. Por otro lado, frente al reactivo de
Dragendorff y Acido fosfomolibdico no evidenciaron ningun tipo de coloracidon caracteristica positivo para

compuestos alcaloides, aminas terciarias secundarias o derivados de acido graso (Fig. 27)



Sulfato cérico Dragendorff Acido Fosfomolibdico

Figura 27 Caracterizacion de E3Ill; Revelado en distintos reactivos (Sulfato cérico, Dragendorff y Acido

fosfomolibdico)

En un analisis por TLC utilizando como fase estacionaria silica gel RP-18 y como fase movil: Acetonitrilo: Acido
formico 0,1% (3:7) Se evidencio que la fraccidn E3 presentaba una sola mancha que fue comparada con muestras
auténticas de catequina(CAT) y acido galico (AG) para confirmar o descartar la presencia de estos compuestos
en la fraccion y se encontré que las bandas de estos compuestos no coincidieron con la presentada por E3 (Fig
28). Los Rf calculados muestran esta diferencia en la polaridad de los compuestos, siendo E3 menos polar que

el acido galico y la catequina. (Rfes= 0.47; Rfcar= 0,80; Rfac= 0,90)

E3  CAT AG

Figura 28 Cromatograma de E3, catequina y acido gdlico. (Fase estacionaria: RP-18, Fase Mdvil: ACN: AcFo
0.1% proporcion 3:7; Revelado con sulfato cérico)
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5.6.2  Analisis espectroscépicos de E3lIl por técnicas espectroscdpicas de Infrarrojo, espectrometria de masas

y espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear H-1.

El espectro de Infrarrojo de E3lII (Anexo 3) evidencia la presencia de grupos OH- ( u 3400 cm-1), CH-sp3 ( u 2950-
2800 cm-1), -CO aromaticos (v 1620 cm-1), CO - alifaticos( u 1200 a 1100 cm-1) y C=C aromaticos ( u 800 a 700 cm-
1), lo cual es caracteristico de taninos condensados, se descartod la posibilidad que E3IIl fuese un tanino del tipo

hidrolizable por la ausencia en el espectro de la banda de grupo carbonilo en 1750 cm-1.

El espectro de masas de E3Ill (Anexo 2), se observa una sefial a m/z 1048,77 atribuible al ion molecular (M-Na)-y
consistente con la formula CssH370,8Na, asi como un fragmento en m/z =663,88 corresponden a la pérdida de una
unidad de m/z = 384, lo que sugiere la pérdida una unidad de catequina hidroxilada en las posiciones 6,8, 2’ y 6'a
partir del ion molecular de E3IIl. Este patron de fraccionamiento nos hace pensar que el compuesto E3lll es un tanino

de tipo condensado con tres unidades de catequina polihidroxilado.

El espectro de RMN H-! de E3lII, disuelto en una mezcla DMSO-Deuterado —Agua Deuterada (Anexo 4), muestra
en la region aromatica entre 6.9 y 7.0 ppm dos singletes en proporcidon 1 a 2 caracteristicos y asignables a los protones
aromaticos de los anillos Ay B de las catequinas que conforman el compuesto E3lII. Adicionalmente entre 2.5y 2.7 ppm
aparecen dos tripletes que integran para un protdon cada uno vy tres singletes anchos en 2.3 ppm, 2.6 ppm y 3.25 ppm,
las cuales podrian ser atribuibles a los protones de los carbonos 2,3 y 4 de los trimeros del anillo C de las catequinas
polihidroxiladas. Por lo descrito anteriormente concluimos que el compuesto E3lll se trata de un trimero de un tanino
condensado polidroxilado cuya estructura molecular queda adn confirmar por experimentos 2D de RMN, Sin embargo,

se propone la estructura que se muestra en la figura 29.
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Figura 29 Estructura propuesta para E3IIl a partir de espectroscopia de masas, infrarrojo y RMN H-1

5.7 Actividad vasorrelajante del compuesto E3lII

Una vez caracterizado el compuesto e identificado como el compuesto activo de mayor actividad
vasorrelajante aislado a partir del extracto AnOc se procedio a realizar en los anillos de aorta de rata los ensayos

respectivos que permitan determinar un posible mecanismo de accién de su efecto vasodilatador.

Para esto se empezo por la determinacién de la CEsode E3III. Este se realizé a partir de la curva concentracion-
respuesta de E3IIl presentada en la figura 26. el valor de la CEsp fue de 12,5 pg/mL con un intervalo de confianza
del 95% de encontrandose en un rango efectivo de 8,9-17,5 ug/mL. Para fines de célculo practico y llevar a cabo
los proximos ensayos se escogio como CEsp el valor de 10 pg/mL la cual se encuentra dentro del intervalo y es
cercano al calculado por regresién no lineal, ajustado a los valores mas cercanos a la curva. El valor de CEs
calculado con el peso molecular determinado para el compuesto es de 10 uM Por otro lado, se calculé la

respuesta maxima vasorrelajante alcanzada por el compuesto, Emax= 82,01%.
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La respuesta vasorrelajante de E3IIl evaluada en anillos precontraidos con FE (3x10”7 M), y con KCI(0,05M) se
observa en la fig 30. En donde los anillos precontraidos con KCL, Elll no tuvo un efecto vasorrelajante, arrojando
un valor de -0.8 +2,6%, entendiendo que valores negativos se traducen como contraccién o como un aumento
en la tension del anillo en vez de relajacion. Mientras que en los anillos que fueron precontraidos con FE, E3III

mostré respuesta vasorrelajante con una media de 78,6 + 12,7 %.

El siguiente ensayo realizado fue la evaluacién de la competitividad de E3Ill frente al agonista del
adrenorreceptor al, Fenilefrina (FE). E3Ill incubado a su concentracién ECso frente a una curva concentracion-
respuesta de FE. Se encontrd que E3Ill desplaza hacia la derecha la curva dosis-respuesta de fenilefrina sin
alcanzar la respuesta maxima. La contraccion mdxima alcanzada por FE con E3lll incubado a su CEso fue de 66,8
+ 8.0% equivalente a una disminucion del 33% de la contraccion maxima alcanzada por la curva control de FE.
(Fig. 31) Estos resultados mostraron una diferencia estadisticamente significativa con un p= 0,038. La afinidad
antagonista estimada para E3lll en la aorta de rata fue de pA; = 2,7 y la pendiente del diagrama de regresiéon de

Schild fue de 2.5.
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Figura 30 Efecto vasorrelajante de la CEso E3I1I (10 ug/mL) en anillos adrticos E+ precontraidos con FE (3x107 M)y
KCl (0.05 M).
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Figura 31 Curva concentracion-respuesta para fenilefrina (101 — 10° M) en anillos adrticos E+ y en presencia del
compuesto E3lIl incubado a su CEsp (10 ug/mL). Cada punto representa el Promedio + SEM.

Se procedid a evaluar la dependencia de endotelio en el efecto vasorrelajante de E3lll, mediante una
regresion lineal, en donde se pareo el porcentaje de relajacion obtenido por Carbacol (1x10° M) en un anillo
precontraido con FE (3X107 M) y posteriormente en el mismo anillo, el porcentaje de relajacion obtenido por

E3lIl al ser precontraido con FE a la misma concentracién. Se encontrd que la dependencia es lineal, y que la

relajacion es dependiente del endotelio. (Fig. 32)
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Figura 32 Regresion lineal de la dependencia del endotelio en la relajacion de E3Ill. Se muestra el % de relajacion
alcanzado por E3I1I (10 ug/mL) en anillos precontraidos con fenilefrina (3x107 M) vs. El % de relajacidn alcanzado
en el mismo anillo con Carbacol (1x10°M).

5.8 Mecanismo de accidn de la vasorelajacién inducida por E3lII

5.8.1 Participacién de los factores derivados de endotelio

Dado que el efecto vasorrelajante de E3lll es endotelio dependiente se evalué los EDRF como NO y PGI2.

Como observamos antes en anillos con endotelio E3lIl alcanza un 70.8 +5,1% de relajacidon, mientras que en
anillos sin endotelio se pierde el efecto vasorrelajante a casi el 100%, dado que solo presenta un 1.6 + 0,6% de
relajacién, una respuesta similar se encontré al inhibir la produccién de NO, los anillos incubados con L-NAME
mostraron una disminucion en la respuesta vasorrelajante, alcanzando un 4% + 3 de relajacion. Por otro lado, la
respuesta de los anillos inhibidos con indometacina fue mas variable, pero también disminuyo la respuesta
vasorrelajante a un 35 * 15,87 %. Estos valores fueron estadisticamente significativos con un P=0,0007.

Por otro lado, al evaluar la respuesta de E3lll en presencia NPS, donador de NO (Fig. 34) no se encontraron

diferencias significativas (p=0,8) entre la curva control y la curva con E3lll a la CEsp
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Figura 33 Efecto vasorrelajante de E3Ill ECso (10 ug/mL) frente al inhibidor de NO, L-NAME (100 uM) y el inhibidor
de las PGl,, Indometacina (10 uM) en anillos adrticos E+ precontraidos con FE (3X107 M). Cada barra representa el
promedio + SEM.
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Figura 34 Curva Concentracion respuesta de NPS (10° — 107) previamente incubado con E3Ill ECso (10 ug/mL) en
anillos adrticos E+ precontraidos con FE (3X107 M). Cada punto representa el Promedio + SEM.



5.8.2  Participacién del GMPc como segundo mensajero

Para evaluar la participacién del GMPc los anillos fueron incubados con el inhibidor del guanilato ciclasa, Azul
de metileno. Se encontrd (Fig. 35) que la respuesta vasorrelajante de E3lll frente a los anillos inhibidos se perdié
casi a totalidad, los anillos alcanzaron un 4,5+ 1,7 %de relajacion, una disminucion casi del 100% frente a los

anillos no inhibidos control (70,8+ 5,2%).
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Figura 35 Efecto vasorrelajante de E3Ill ECso (10 ug/mL) frente al inhibidor del guanilato ciclasa, Azul de metileno
(100 uM) en anillos adrticos E+ precontraidos con FE (3X107 M) Cada barra representa el promedio + SEM.

5.8.3 Participacion de los receptores muscarinicos, B-adrenérgicos y purnérgico
En la figura 36 se muestran los resultados encontrados para la evaluacion de los receptores B-adrenérgicos,
muscarinicos y purinérgicos. Los anillos que fueron incubados con propanolol para la inhibiciéon de los B -
adrenorreceptores presentaron un 12,5 + 7,5 % de relajacién frente al antagonista Isoproterenol (1x107 M)
(Control+ Propanolol) y tuvo una respuesta de relajacion al agregar el CEso de E3Il1 de 57,5 + 1,5% solo un 13,3%

menos de la encontrada en los anillos control no inhibidos estos datos no mostraron una diferencia estadistica
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significativa (p=0,1). Los anillos de aorta que fueron incubados con atropina para la inhibicién de los receptores
muscarinicos presentaron 4,3 +3,3% de relajacién al antagonista Carbacol (1x10°M) (Control+ Atropina) por lo
gue la inhibicién de estos receptores fue casi total. Al agregar el CEso de E3lII se encontrd una disminucion en la
respuesta vasorrelajante del 33,2% alcanzando una respuesta de 37.7 £15,9% con respecto a los anillos control
no inhibidos (70,8%). Sin embargo, las medias entre los anillos control y los inhibidos con atropina no mostraron
una diferencia estadistica significativa (p=0,09)

Los anillos que fueron incubados con Suramina para la inhibicion de los receptores purinérgicos presentaron
una relajacién de 46,5 + 7,5% un 24% menos que los anillos control no inhibidos. A estos anillos no se les realizo
un control de inhibicién. Sin embargo, la respuesta en los anillos control y los anillos inhibidos con Suramina

mostraron una diferencia estadisticamente significativa (p=0,04)
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Figura 36 Efecto vasorrelajante de E3Ill ECso (10 ug/mL) frente a los inhibidores de receptores Muscarinicos
(Atropina, 10 uM), 6-adrenérgicos (Propanolol, 10 uM) y Purinérgicos (Suramina, 10 uM) en anillos adrticos E+
precontraidos con FE (3X107 M). Cada barra representa el promedio + SEM.
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5.8.4  Participaciéon de los canales de potasio (K*v, Karp, Kca+2)

Al Evaluar E3Ill en anillo de aorta E+ con canales de potasio dependientes de voltaje (K*,) inhibidos por 4-
Aminopiridina (4-AP) se encontrd una relajacion de 25,7+ 6,4 % un valor que disminuye al 51% al encontrado en
anillos aodrticos no inhibidos (control) mientras que al evaluar E3lll en anillos de aorta incubados con
glibenclamida (inhibidor de canales de potasio dependientes de ATP) estos conservaban su actividad
vasorrelajante casi en lamisma proporcién que los anillos adrticos no inhibidos ya que se encontré una relajacion

de 72.5 £14,5 % (Fig. 37)
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Figura 37 Efecto vasorrelajante de E3IIl ECso (10 ug/mL) frente a los inhibidores de canales de potasio, K*, (4-
Aminopiridina 1000 uM) y, K470 (Glibenclamida, 10 uM) en anillos adrticos E+ precontraidos con FE (3X107 M)
Cada barra representa el promedio + SEM.

Por otro lado, al evaluar la inhibicién de los canales de potasio dependientes de calcio (Fig. 38) cuando los

anillos adrticos son incubados con TEA en una concentracion baja de 1mM la relajacién alcanzada es de 37,2 +

68



9,1% vy en anillos con esta misma concentracidn, pero inhibidos también por L-NAME (10uM) se pierde
totalmente el efecto vasorrelajante y se presentan valores negativos de relajacion (aumentos en la tension,

contraccion) -4,3 + 2,9%

En los anillos donde TEA fue incubado con una concentracidon mayor (10 mM) se vio una pérdida de relajacion
mayor, alcanzando un 14,25 + 12,3% de igual manera al incubar con L-NAME (10 uM) los anillos presentan una

relajacion casi nula de 4+ 5,7 % (Fig. 38)
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Figura 38 Efecto vasorrelajante de E3IIl ECso (10 ug/mL) frente al inhibidor de canales de potasio, K*ca+2.
Tetraetilamonio a 10 mM, y Tetraetilamonio a 1 mM, en anillos adrticos E+ precontraidos con FE (3X107 M) Cada
barra representa el promedio + SEM.

5.8.5 Participacién de Canales de calcio tipo L y Receptores rianodina

El efecto vasorrelajante de E3Ill en anillos incubados con Nifedipina, inhibidor de los canales de calcio tipo L

del reticulo endoplasmatico, no se ve afectado, ya que presentd un 91,25 + 5,9 % de relajacién mientras que los
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anillos incubados con Tetracaina, inhibidor de los receptores rianodina, presentaron una relajacién de 22 +14,3%

es decir una pérdida de casi el 70% de relajacién encontrada en los anillos control no inhibidos. (Fig. 39)
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Figura 39. Efecto vasorrelajante de E3IIl ECso (10 ug/mL) frente al inhibidor de los canales de calcio tipo L,
Nifedipina (60 uM) y receptores rianodina, Tetracaina (60 uM) en anillos adrticos E+ precontraidos con FE
(3X107 M) Cada barra representa el promedio + SEM.
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6. DISCUSION

Efecto vasorrelajante endotelio dependiente del extracto, fracciones E2 Y E3 de A. occidentale

Los resultados de este estudio demuestran que efectivamente la corteza de Anacardium occidentale posee
efecto vasorrelajante en las aortas de rata. La evaluacion del efecto del extracto a partir de la corteza de A.
occidentale fue basado en los resultados de su actividad vasorrelajante obtenidos por Runnie (2004). El extracto
evaluado alcanzo un 50% de relajacion en anillos con endotelio, demostrando la capacidad vasodilatadora en
funcién a la concentracion aplicada a los anillos de aorta precontraidos con FE extraidos de las ratas normotensas.
Al demostrar este porcentaje de relajacion fue de interés continuar con el ensayo biodirigido para localizar el
compuesto con dicha actividad e indagar en su posible mecanismo de accion.

Estudios previos han demostrado que muchas de las plantas con efecto vasorrelajante poseen una actividad
similar a la ACh y que la remocion del endotelio inhibe el efecto vasorrelajante (Fitzpatrick y col. 1995) como ha
sido observado en este estudio. Las fracciones E2 y E3 resultantes del fraccionamiento por solubilidad del extracto
demostraron tener un efecto vasorrelajante dependiente de endotelio, la remocion del endotelio causaba mas del
80% de perdida de la actividad vasorrelajante en ambas preparaciones de anillos.

Fraccidn E2. Flavonoides, efecto vasorrelajante y vasoconstrictor dependiente de endotelio.

Es conocido que los flavonoides que bajo luz UV muestran una coloracion entre amarilla y verde pertenecen a
los 4- hidroxi flavonoles. También esta reportado que usar como fase maovil acido férmico- acido acético- agua
proporciona un buen rango de movilidad y separacién de las flavonas y los flavonoles glicosilados, donde
generalmente el RF incrementa proporcionalmente con el grado de glicosilacion de estos. Por lo que las 4 bandas
presentes pueden pertenecer a 4 o mas flavonoides pertenecientes al grupo de Flavonoles (3-OH) con diferente
grado de glicosilacién (Bloor, 2001)

La disminucién de la vasorelajacién y el aumento en la tension del anillo luego de determinada concentracion
de esta fraccion E2 puede ser explicado por la presencia de 4 o mas flavonoides en la fraccion donde cada uno

puede contener un efecto vasorrelajante independiente o sinérgico correspondiente a lo que se observé y otros
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flavonoides pueden tener un efecto vasoconstrictor que a altas concentraciones evoquen una respuesta contractil
en los anillos e inhiban la conseguida por los compuestos que presentan el efecto vasorrelajante. Estudios previos
han revelado la presencia de compuestos contractiles en extractos de plantas, que actlan a nivel de membrana
incrementando la entrada de calcio y actuando en los depdsitos internos de calcio como el reticulo sarcoplasmatico
(Garciay col. 1997) pero de ser de esta manera se hubiera observado también una respuesta contractil en los anillos
sin endotelio, pero los anillos sin endotelio tuvieron un comportamiento similar a los anillos control.

Otros estudios reportan la presencia de agentes vasoconstrictores relacionados con flavonoides y tiramina
encontrados en extractos de plantas que inducen un incremento en la tensién en anillos con endotelio, mencionan
la capacidad de que estos compuestos activos inducen la liberacién de sustancias vasoconstrictoras liberadas por
el endotelio. (Rodriguez-Cruz y col. 2003).

Fraccidn E3. Taninos, la fraccidon con mayor efecto vasorrelajante dependiente de endotelio.

La fraccién E3, formada por compuestos de mayor polaridad, con coloracion marrén no fluorescente indica
gue esta fraccién estd mayoritariamente compuesta por taninos (Marcano y Hasegawa, 2002). En cuanto a los
ensayos, la fraccién E3 presentd la mayor respuesta vasorrelajante de las dos fracciones siendo esta concentracion-
dependiente, y dependiente de endotelio. En este punto del ensayo biodirigido se determina que la participacién
del endotelio es necesaria en el efecto del compuesto activo vasorrelajante.

En estudios anteriores se ha encontrado que los taninos condensados en forma monomeéricas producen
vasorelajacién dependiente de endotelio y que también fracciones enriquecidas con formas dimétricas, tri y
tetraméricas contienen componentes activos vasorrelajante dependiente de endotelio (Andriambeloson y col.
1998) al igual que taninos oligdmeros condensados extraidos de semillas de uva (Freslon y col. 1997) Por otro lado
las fracciones que contenian formas de mayor peso molecular de taninos poliméricos condensados perdian su
efecto vasorrelajante dependiente de endotelio(Andriambeloson y col. 1998), estos resultados sugerian que el

tamafio de los taninos condensados puede jugar un papel clave en las propiedades vasorrelajante. Las actividades
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farmacoldgicas diferenciales de los taninos condensados pueden deberse a la diferencia en la composicion quimica
de estos compuestos.

Subfraccionamiento de E3: Efecto vasorrelajante de E3I, E3Il y E3III

En fases méviles moderadamente polares como metanol: agua la separacién se basa en la relacién entre los
enlaces de hidrogeno carboxilicos y fendlicos y los enlaces de hidrogeno aceptores en el gel, es por esto que la
absorcidn relativa depende del nimero de hidrégenos fendlicos por molécula en donde compuestos como los
polifenoles poliméricos como taninos condensados son mas fuertemente adsorbidos que lo fenoles monoméricos.
(Singleton, 1988). Esto nos indica que la fraccion E3l obtenida con metanol estd compuesta por compuestos
fendlicos monoméricos de bajo peso molecular y segin lo también encontrado en el cromatograma (Fig. 24 y 25)
compuestos de baja polaridad.

Se ha reportado con anterioridad que en fracciones metandlicas no se encuentran fenoles poliméricos. Estos
son eluidos de la Sephadex LH-20 cuando se usa un solvente como acetona. El oxigeno carbonilo de la acetona sirve
como un fuerte aceptor de enlaces de hidrogeno y permite el desplazamiento de los fenoles poliméricos unidos al
gel de Sephadex LH-20 (Kantz y Singleton, 1990). Como resultado de esto la subfraccion E3lll eluida con acetonay
lo encontrado en el cromatograma (Fig. 24y 25) E3llI se describe como un tanino por la coloracion resultante, como
un compuesto fendlico polimérico con alta polaridad por elusién de la columna con acetona. Por otra parte, la sub
fraccion E3Il puede estar compuesta por compuestos fendélicos monoméricos de menor tamafio y mayor polaridad
gue los eluidos en la fraccién E3I.

Hasta este punto podemos decir que el efecto vasorrelajante de AnOc se debe a la participacion de mas de un
compuesto, no obstante, dado que la sub fraccion de acetona E3lll fue la mds potente, se selecciond para continuar
el estudio farmacolégico y asi determinar su posible mecanismo de accion.

E3lIl: Efecto vasorrelajante de un tanino condensado

La caracterizacién del compuesto E3lll permitié identificarlo como un tanino condensado, flavonoides

poliméricos de alto peso molecular. La estructura mostrada (Fig. 29) es similar a la estructura de las

73



proantocianidinas que forman parte de este grupo de taninos condensados. A pesar de su complejidad estructural
su extraccion con agua es factible ya que son compuestos altamente oxigenados. En el té extraido de Camellia
sirnensis y otras especies del mismo género contienen cantidades variables de L-epicatequina, D,L-catequinay D, L-
galocatequina (Fig.40) (Marcano y Hasegawa, 2002). Las proantocianidinas que estan formadas por la condensacion
de unidades monoméricas de galocatequina y epigalocatequina son conocidas como prodelfinidinas (Fig. 41)
(Marcano y Hasegawa, 2002) coincidente con la estructura mostrada por E3Ill en su forma dimerica cuando es
disociada una de las unidades.
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Figura 40. Estructuras de los taninos condensables: Epicatequina, catequina, Galocatequina y
epigalocatequina
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Figura 41. Estructura de las proantocianidinas tipo prodelfinidinas
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Estos compuestos han sido estudiados en multiples ocasiones y han demostrado tener un efecto
vasorrelajante, varios mecanismos de accién han sido propuestos para explicar su actividad vasodilatadora. En 1999
Huang y col. Estudiaron la epicatequina en arterias mesentéricas y encontraron que induce una relajaciéon
endotelio-dependiente y esta es mediada principalmente via dxido nitrico, que estaba involucrando la activacion
de los canales de K+. Adicionalmente encontraron una conexién entre el aumento de los niveles de Ca*? intracelular
y la respuesta vasorrelajante de epicatequina. También fue probada en aorta de ratas y demostrd un efecto
vasorrelajante ECsp 4.7 uM dependiente de endotelio con un mecanismo de accién enfocado a la via NO/GMPc
(Aggio y col. 2013).

Por otro lado, se ha reportado que la epigalocatequina galate aumenta la produccion de prostaciclinas en el
endotelio de aortas bovinas, especificamente de PGl, y PGls (Mizugakiy col. 2000).

Acercdndonos a los compuestos con mas parecido a la estructura encontrada para E3lll Cortes y col (2001)
reportaron que para una fraccién con alto contenido de proantocianidinas extraida de Ouratea semitarra se
encontré un efecto vasorrelajante endotelio dependiente con un ECsp= 30ug /mL, valor comparable al encontrado
en este estudio por el tanino condensado E3Ill demostrando este tener una mayor potencia. Cortes y col (2001) de
manera similar determinaron que la respuesta vasorrelajante encontrada era dependiente de NO, que el efecto no
era inhibido por indometacina (inhibidor de COx) ni por el antagonista muscarinico atropina, por lo que las
prostaciclinas ni los receptores muscarinicos tenian una participacion en este mecanismo vasorrelajante.

Respuesta vasorrelajante de E3lll frente a diferentes agonistas

Las contracciones evocadas con KCl nos pueden indicar si el compuesto tiene propiedades bloqueantes de los
canales de Ca*? (Topouzis y col. 1989). En el musculo liso altas concentraciones de potasio extracelular producen
contracciones ténicas sostenidas por despolarizacion de la membrana celular, esto incrementa el flujo de calcio a
través de los canales de Ca*? voltaje-dependiente tipo L, lo cual a su vez activa la liberacion de calcio a partir del
reticulo sarcopldsmico. (Orallo,1996). Por otro lado las contracciones con FE se producen por la activacion de los

adrenorreceptores a. Esta contraccién puede verse en dos componentes, una contraccién fasica que ocurre de
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forma répida y transitoria producida por la liberaciéon de Ca*? mediada por la activaciéon de receptores especificos
de IP3 y un segundo componente referente a una contraccién tdnica que se debe a la entrada de Ca*? a través de
canales mediados por receptor y otros mecanismos (Serafim y Moura, 2001).

Como se observo la accidn vasorrelajante es mayor cuando la contraccion es producida por FE que cuando los
anillos son precontraidos con KCl donde no se observa ningun efecto vasorrelajante, esta respuesta sugiere que el
efecto vasorrelajante de E3lll puede estar mas vinculado a la movilizacion de calcio intracelular estimulada de
manera indirecta por diferentes mecanismos, que sobre los canales de calcio voltaje dependientes.

Antagonismo no competitivo en los adrenorreceptores a

Después de probar la capacidad relajante de E3Ill en los anillos pre contraidos con FE, tratamos de probar si
este inhibia la contraccién inducida por concentraciones acumulativas de FE. E3lIl ocasiono una disminucién de la
tensidon maxima con FE y se observd un desplazamiento a la derecha de la curva, lo que sugiere que E3Il tiene un
efecto de tipo antagonista no competitivo de receptores a dado que para conseguir una respuesta equivalente
(tipicamente el 50% del efecto mdximo) son necesarias concentraciones de agonista tanto mayores cuanto mayor
es la concentracién de antagonista presente. Como este comportamiento se ha mostrado en otros estudios de
evaluacién de extracto de otras especies (Ramirez, 2007). El valor de pA2 esta dado para antagonista frente a un
receptor especifico, el experimento que se llevd a cabo no contempla una diferencia entre los subtipos de
receptores al antagonizados por E3lIl. El valor encontrado al ser no competitivo no pudo ser comparable a valores
de pA; previos publicados para otros antagonistas de adrenorreceptores al (Hussain Y Marshall, 1997).

Por otro lado, el valor de la pendiente del diagrama de Schild encontrado sugiere antagonismo no competitivo.
El antagonista puede activar otros receptores a una alta concentracién que produce una respuesta fisiolégica
antagonista a la respuesta del agonista (Kenakin, 1981).

Como la vasorelajacién es dependiente de endotelio, hay un tipo de adrenorreceptores que podrian estan
interviniendo en esta respuesta, los a2 adrenorreceptores que se encuentran en el endotelio vascular. Evidencia

funcional sugieren que estos receptores tienen un papel importante en la fisiologia vascular en arterias coronarias,
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renales, y arterias mesentéricas. En 1986 Angus y Cocks, demostraron que en arterias coronarias la noradrenalina
causaba relajacion inhibida por antagonistas selectivos del adrenorreceptor a2 y que esta era eliminada mediante
la eliminacion del endotelio. Luego con el descubrimiento de EDRF y de la participacion del NO se demostrd que la
activacion de los adrenorreceptores a2 en células endoteliales estimulan la liberacién de NO, atenuando la
vasoconstriccién producida por la activacion de os adrenorreceptores al vasculares posjuncionales (Vanhoutte y
Miller 1989; Serafim y Moura, 2001). Esta respuesta es lo que probablemente esté sucediendo con E3lll, siendo
este capaz de activar los adrenorreceptores a2 presentes en el endotelio vascular por lo que el efecto
vasoconstrictor de los agonistas del adrenorreceptor al puede ser modulado por factores relajantes derivados del

endotelio (EDRF) como NO y PGl; (Godfraind, 1985)

Respuesta vasorrelajante endotelio dependiente de E3III.

Como hemos discutido el endotelio juega un papel muy importante en la modulacién del tono vascular del
musculo liso y la regulacién de la presidén sanguinea a través de la liberacion de una variedad de factores vaso
activos (EDRF) como lo es el éxido nitrico (NO) los metabolitos de la ciclooxigenasa del dcido araquiddnico como las
prostaciclinas (PGI2) y las prostaglandinas (PGs) y también el factor hiperpolarizante derivado de endotelio EDHF.
(Brown y Hu. 2001; Stankevicius y col. 2003).

La ACh estimula el receptor muscarinico que aumenta el Ca*? intracelular en las células endoteliales y esto
conduce a la sintesis y liberacion de NO, el NO se difunde de forma adyacente a las células del musculo liso y activa
la produccion de GMPc para causar la relajacion de las células del musculo liso vascular (Ajay y col. 2003). Estudios
previos han demostrado que la remocion del endotelio puede inhibir el efecto vasorrelajante producido por ACh o
CCh (Wu y col. 1993) este resultado también es observado en el estudio de diversos extractos metandlicos de
plantas tropicales donde la perdida de endotelio refleja una pérdida de vasorelajacion de estos extractos de mas
del 75% (Runnie, 2004). Coincidente en lo encontrado en este estudio, la relajacion conseguida con CCh es

linealmente dependiente de la vasorelajacion conseguida por E3Ill por lo que la remocién total del endotelio da
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inhibe la relajacidn tanto para CCh como para E3lll, es por ello que este estudio se rigié por la regla que una
respuesta de relajacion por CCh menor al 10% de relajacidon eran considerados anillos sin endotelio, mientras que
anillos que respondieran con mas del 70% de relajacion eran considerados anillos con endotelio funcional. Por lo
tanto, las respuestas encontradas por E3lll serian congruentes con la funcionalidad del endotelio. De manera similar

este ensayo es llevado a cabo anteriormente para extracto de AnOc (Da costa y col. 2017).

Participacion de los EDRF, Oxido nitrico y Prostaciclinas

En cuanto a la produccion de NO los resultados demuestran que la inhibicién de la produccion de NO inhibe
completamente la capacidad vasorrelajante de E3lIl. Trabajos anteriores muestran el mismo resultado, donde
extractos de AnOc son probados bajo inhibidores de eNOS vy la vasorelajacion es nula (Da costa y col. 2017) o
parcialmente atenuada con una actividad residual de 20% por lo que la llaman parcialmente dependiente de
endotelio, y sugieren la participacién de otros factores no mediados por NO (Runnie 2004)

Por otro lado, PGly, es un vasodilatador derivado de endotelio que estimula los receptores PGl; activando el
adenilato ciclasa, e induciendo un aumento en la concentracion de AMPc intracelular, produciendo la relajacion del
musculo liso (Moncada, 1998). Al inhibir la produccidon de estos prostanoides vasodilatadores se redujo
significativamente la respuesta vasorrelajante de E3IIl. Estos resultados fueron coincidentes con estudios anteriores
de la evaluacién del extracto de AnOc frente a este inhibidor en donde la respuesta vasorrelajante disminuye mas
de un 70% (Da Costa y col. 2017; Runnie 2004) Estos resultados sugieren que los metabolitos de la ciclooxigenasa
estan involucrados en el efecto provocado por E3lIly que probablemente sea PGl,. Da costay col. (2017) consideran
gue PGE; desempefian un papel importante en la vasorelajacién, dado que existen ensayos preclinicos con efectos
de que A. occidentale modula la respuesta inflamatoria por reduccién de PGE; (Da silva y col. 2018) Inducen que el
extracto es capaz de reducir los niveles de PGE; y con ello una disminucién de la respuesta presora. Sin embargo,

esto es necesario mas estudios farmacolégicos que incluyan la participacién directa de PGE..
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El SNP se descompone espontdneamente para producir 6xido nitrico, lo que causa vasodilatacién
independiente del endotelio por el mismo mecanismo efector que el dxido nitrico liberado del endotelio. Sin
embargo, E3lll no tiene un efecto sobre la relajacién independiente del endotelio por SNP. Esto podria deberse a
que E3IIl actla por mecanismos similares a los observados con sus efectos vasodilatadores dependientes de
endotelio, mejorando la actividad via NO derivado de endotelio y GMPc-relajante. (Loscher, 1991).

Vasorelajacion inducida via NO/GMPc

Se ha sugerido que la relajacion inducida por los nitrovasodilatadores y EDRF pueden ser mediados a través de
un mecanismo comun en el musculo liso, la formacion de GMPc. (Rapoport y Murad, 1983).

Las células endoteliales contienen guanilato ciclasa soluble que forma GMPc. Un nimero de estimulos que
causan la liberacién del EDRF NO, como nitrovasodilatadores o el NO exdégeno aumentan la acumulacion de GMPc
en las células endoteliales. Se ha reportado que en los vasos sanguineos con endotelio la relajacion inducida por
ACh e histamina se asocian con un aumento en la concentracion intracelular en el musculo liso de GMPc y que este
precede a la relajacion vascular. (Loscher 1991). Se han propuestos varios mecanismos para explicar la relajacion
vascular inducida por GMPc, como la disminuciéon de calcio intracelular, efectos inhibitorios en el metabolismo de
fosfoinositol y proteinas quinasas. Principalmente GMPc mediante la activacion de una proteina quinasa, estimula
la salida de Ca* 3 ', 5'-adenosina- monofosfato dependiente a raves del sarcolema del musculo liso vascular.
(Popescu y col. 1985)

En el mecanismo de vasorelajacion inducido por E3lll se confirmo la via de relajacién NO/GMPc dado que al
inhibir la actividad de la guanilato ciclasa soluble, no se observd la vasorelajacién inducida por E3lII. Es reportado
con anterioridad que el azul de metileno, previene la formacién de GMPc vy revierte la relajacion endotelio
dependiente con ACh. (Loscher 1991).

Participacion de los receptores B-Adrenérgico Muscarinico y Purinérgicos

Para determinar la participacion de los distintos receptores acoplados a proteina G en el efecto vasorrelajante

de E3lll se siguid el protocolo anteriormente explicado que fue usado en Estrada y col (2011).
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Estudios recientes sugieren que la estimulacién de B-adrenorreceptores esta directamente relacionada con la
produccion de NO, esto ha sido particularmente demostrado en células endoteliales vasculares como las plaquetas
(Queeny Ferro, 2006) Los datos indicados en este trabajo indican que el efecto vasorrelajante de E3lll no depende
en gran parte de la estimulacién de los receptores B-adrenérgicos.

Otro de los importantes receptores evaluados, seria el muscarinico M3 ubicado en el endotelio vascular. La
participacién de estos receptores ha mostrado ser relevante, ya que resulta en un incremento de NO que produce
la vasodilatacion coronaria. (Doods y col. 1989). Como se observa en la fig. 36 la respuesta de relajacion de Cch fue
completamente blogueada en los anillos de aorta E+, el bloqueo de los receptores muscarinicos afecto la respuesta
vasorrelajante de E3lll, atenuandola. Aunque esta diferencia no fue significativa estadisticamente la inhibicién
puede deberse a que E3lIl actla de manera parcial en estos receptores Ms.

En cuando a los receptores purinérgicos, las dos familias de receptores P2: Acoplados a proteina G (P2Y) y los
acoplados a ATP canales iénicos (P2X) han sido descritos en tejidos vasculares de diferentes especies (Ralevic y
Burnstock, 1998). En endotelios de aortas de rata P2Y; Y P2Y, demostraron mediar la relajacién endotelio
dependiente (Hansmanny col. 1997) y estar acoplados a la via NO/GMPc. También se ha reportado que P2X4 induce
vasodilatacion de manera dependiente de NO. En este estudio se sugiere la participacion de los receptores P2Y
dado que se ha reportado que Suramina no inhibe a los receptores P2X4 (Ralevic and Burnstock 1998)

Una respuesta similar se ha encontrado con el triterpeno dcido pomélico aislado de L. pittieri por Estraday col.
(2011) en donde la participacion de los receptores P2Y era evidente y existia una atenuacién de la relajacién cuando
se inhibian los receptores muscarinicos.

Estudios previos también han demostrado que la sefial de nucledtidos extracelulares en las células
endoteliales actUa via receptores P2Y. Estos fosforilan la enzima eNOS por acoplamiento a los receptores P2Y
(Goncalves y col. 2009)

Participacion de los Canales de K* v el flujo de Ca*?en la respuesta vasorrelajante endotelio-

dependiente
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Los agonistas acoplados a receptores causan un aumento de la concentracidn de Ca*? intracelular que sale de
las reservas intracelulares (reticulo sarcopldsmico) esto conduce a la apertura de canales de K* dependientes de
Ca*™ (K* co”) en las células endoteliales. La apertura de K* c;2aumenta el flujo de salida de K* hiperpolarizando las
células endoteliales, esta hiperpolarizacion proporciona la fuerza motriz para la entrada de Ca*? a las células
endoteliales, activando la sintesis y liberacion de EDRF como el NO. (Adams y col. 1989)

También se ha sugerido que los vasodilatadores dependientes de endotelio causan este aumento en la
liberacion de Ca*? mediada por IPs desde los depdsitos intracelulares, que posteriormente conduce a la apertura de
los canales K* ;2 El efecto vasorrelajante dependiente de endotelio de E3Ill se vio inhibido por el Tetraetilamonio
(TEA), un bloqueador del canal K* no selectivo. Este resultado muestra que E3lll activa canales de K* sensibles a
Tetraetilamonio en células endoteliales lo que presumiblemente conduce a un influjo de Ca*? y a la consecuente
activacién de eNOS. Para comprobar la participacion de estos canales ligada a la produccién de NO, los anillos
adicionalmente al ser inhibidos con TEA posteriormente fueron incubados con L-NAME, inhibidor de la eNOS. La
respuesta frente a este ensayo fue la pérdida total de vasorelajacién inducida por E3lll, de manera consecuente se
vio un aumento en la tensién en los anillos adrticos.

Por otro lado, estan las prostaciclinas producidas por la via de la COx, estas pueden relajar el musculo liso
vascular mediante la activacién de IP3 lo que lleva a un aumento de la AMPc, estimulando la PKA y activando la
Ca*?-ATPasa que es responsable de la captacion de Ca*? desde el medio intracelular hasta el reticulo sarcoplasmico
(Smith, 1986).

El AMPc también induce la activacion de los canales K* dependientes de ATP (K*are) provocando la
hiperpolarizacién de las células esta respuesta es antagonizada por glibenclamida, un bloqueador de los canales
K*ate. (Ozkory Quyyumi, 2011).

Al inhibir los anillos de aorta con glibenclamida la respuesta de E3lIl no perdié su efecto vasorrelajante, por lo

gue el mecanismo vasorrelajante de E3Ill no depende de la participacion de los canales de K*ae.

81



Un efecto similar fue reportado por Kim y col. (2000) en donde las procianidinas obtenidas a partir de un
extracto de Cratageu evocaba una vasorelajacidén endotelio-dependiente via NO, a través de la activacién de canales
de K* sensibles a Tetraetilamonio, este efecto vasorrelajante de igual manera no se vio bloqueado por la incubacién
de glibenclamida, por lo que su mecanismo no involucraba los canales de K*arp

Dalbo y col. (2008) reportan para una fraccién rica en proantocianidina obtenida de la corteza de C
celtidifoliusun efecto vasorrelajante dependiente de endotelio con un mecanismo de accién que actia via NO-GMPc
y la hiperpolarizacion inducida por la activacion de los canales K* «*2 y que este mecanismo no involucraba los
canales de K*are ni los canales K* voltaje dependiente.

En las células musculares de la arteria lisa a parte de los ya mencionados canales de potasio, se encuentra
también el canal de K* dependiente de voltaje (K*v). El bloqueo de estos canales, reduce la despolarizacién de la
membrana de la musculatura lisa, facilitando la entrada de Ca*? y con esto incrementando el tono vascular. (Nelson
y Quealey, 1995) En este estudio se encontrd que al bloquear estos canales la respuesta vasorrelajante evocada
por E3lIl disminuye en un 51%. Quiere decir que los canales de K*ytambién tienen un rol importante en el efecto
vasorrelajante de E3lII.

Se ha reportado que las proantocianidinas tienen un mecanismo de accidén vasorrelajante que involucra la
apertura de multiples tipos de canales de potasio como K*v K* a2 y Kir. Se dice entonces que estos canales causan

hiperpolarizacién en las células del musculo liso via NO/GMPc (Matsui y col. 2009; Kwan y co. 2005)

Como es conocido las contracciones inducidas por FE en anillos adrtico se da al unirse a sus receptores a
adrenérgicos acoplados a la proteina G, la activacion estimula la actividad de la fosfolipasa C y produce dos clases
de segundos mensajeros el IP; y el DAG. (Webb, 2003)

El DAG junto con Ca*? activa la PKC la cual promueve la contraccién al fosforilar los canales de Ca*2 de tipo L.
El efecto final es un cambio en la potencial transmembrana que permite la apertura de estos canales de Ca*? tipo L

voltaje dependiente permitiendo la entrada de Ca*? extracelular hacia el citoplasma y desencadenando la
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contraccién del musculo liso. Soluciones con alto contenido de iones como K* producen la contraccion del musculo
liso por despolarizacion directa de los canales Ca*? tipo L voltaje dependiente, permitiendo el flujo de entrada de
Ca*? sin necesidad de recurrir a segundos mensajeros intracelulares. (Webb, 2003)

En cuanto a la participacion de los canales de Ca*? dependientes de voltaje tipo L el efecto vasorrelajante de
E3lll no se ve afectado por inhibicién de estos canales, por lo que estos no estan involucrados en el mecanismo de
accion de E3lIl al no acttar directamente sobre estos canales de Ca*™ tipo L, ni tampoco probablemente este
interviniendo en el mecanismo del segundo mensajero DAG. Lo reportado por Kim y col (2000) también indica que
el mecanismo de una procianidina con efecto vasorrelajante dependiente de endotelio no involucra los canales de
Ca*?2 sensibles a nifedipina

Por otro lado, durante la liberacion de calcio también hay dos receptores que juegan un papel muy importante,
el receptor IP3 y el receptor rianodina. Estos participan tanto en la entrada de calcio del medio extracelular como
en la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico, pero actlan con diferentes mecanismos. Los receptores IP3
median la liberacién de calcio mediante la activacion de estos por IPs. Por otro lado, el receptor rianodina amplifica
la liberacion de calcio en respuesta a una sefial de incremento de Ca*? en el reticulo sarcoplasmico inducida por la
liberacion de Ca*? (Calcio saca calcio) (MacMillan y col, 2005). Es conocido que la fosforilacién de los receptores I1P3
y receptores rianodina causan la apertura de los canales idnicos y moléculas como NO pueden activar este proceso
en la musculatura lisa, la salida de Ca*? del reticulo y el posterior aumento de Ca*? intracelular induce la formacién
del complejo Ca-CAM, pero en células endoteliales un aumento de la concentracion de Ca* intracelular promueve

la activacién de eNOS y eleva la formacion de NO. (Shouy col. 2012)

La vasorelajacidon inhibida por blogqueo de los receptores rianodina demuestra la participacién de los
receptores rianodina en el mecanismo vasorrelajante de E3Ill. Como se comprobd anteriormente la participacion

+

de los canales K* ,*? , estos pueden estar siendo activados por las chispas de Ca+2 mediadas por los receptores
rianodina del reticulo sarcoplasmico de la célula muscular lisa, conduciendo a la hiperpolarizacién del potencial de

membrana vy al cierre de los canales de calcio dependientes de voltaje, la disminucion de calcio en la célula muscular
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lisa, induce entonces a la vasorelajacion. (Rieg y col. 2013). Otra posibilidad es que es probable que los receptores
rianodina intervengan en la activacion de la eNOS al ser activados y producir el aumento de Ca*? intracelular en las
células endoteliales. Sin embargo, son necesarios estudios futuros que caractericen la diferencia en la regulacion

de las sefiales en el mecanismo de calcio intracelular y extracelular.

Para finalizar la participacién de los EDFR, NO y PGl,, de los receptores muscarinicos Ms y purinérgicos P2Y;Y
P2Y,, la participacion de los canales K* ;" vy K* v, la participacion del segundo mensajero GMPc, y receptores
rianodina del reticulo sarcoplasmico discutidas en el presente trabajo se ve reflejada en la figura 42. De esta manera
se propone este posible mecanismo de accion para el efecto vasorrelajante del compuesto E3lll aislado del extracto

etandlico de corteza de A. occidentale.

En conjunto estos resultados indican que Anacardium occidentale posee actividad vasorrelajante, presencia
de varios compuestos activos y mayoritariamente un tanino condensado con estructura similar a una
proantocianidina que ejerce efectos beneficiosos sobre el endotelio en funcién al disminuir el tono vascular.
Basado en los resultados antes encontrados y su uso tradicional etnofarmacolégicos se pudo confirmar su efecto y
su potente uso para el tratamiento de la hipertensién arterial. Determinar un posible mecanismo de accién para
este compuesto activo abre las puertas a futuros estudios para seguir la investigacion de la participacion de otras
posibles rutas involucradas. También son necesarios estudios que involucren la evaluacion de su eficacia clinica,
efecto del compuesto en animales vivos y toxicidad para una posible aplicacion para la prevencién y el tratamiento

de las enfermedades cardiovasculares.
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Figura 42. Mecanismo de accion propuesto para el efecto vasorrelajante del compuesto activo E3lil aislado de
un extracto etandlico de corteza de A. occidentale, segtin lo evaluado en este trabajo.
Abreviaciones: eNOS: Enzima dxido nitrico sintasa endotelial COX: Ciclooxigenasa GC: Guanilato ciclasa MLCP:

Fosfatasa de cadena ligera de miosina MLC: Cadena ligera de miosina desfosforilada MLCp: Cadena ligera de

miosina fosforilada PGH2: Prostaglandina H2 PKG: Proteina quinasa G. RyR: Receptores rianodina.
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7. CONCLUSIONES

e El extracto etandlico de corteza de Anacardium occidentale posee actividad vasorrelajante endotelio

dependiente en anillos de aorta de rata pre contraidos con fenilefrina.

e lasfracciones E2, soluble en acetonay la fraccion E3, no soluble en acetona obtenidas a partir del extracto de
A. occidentale mostraron tener diferente actividad vaso relajante dependiente de endotelio y concentracién-
dependiente.

e La Fraccién E3, compuesta mayoritariamente de taninos tuvo mayor efecto vasorrelajante endotelio
dependiente en anillos de aorta de rata precontraidos con fenilefrina.

e Lassubfracciones de E3, E3I, E3Il y E3IIl mostraron tener actividad vasorrelajante endotelio dependiente.

e  La subfraccion E3IIl fue la subfraccién mayoritaria eluida con acetona, con mayor actividad vasorrelajante en
anillos de aorta de rata precontraidos con fenilefrina.

e  E3lll es un compuesto Unico, un tanino condensado polimérico de tipo proantocianidinas, compuesto por un
trimero de catequina polihidroxiladas.

e La actividad vasorrelajante de E3lIl es endotelio-dependiente y mayoritariamente actla via NO/GMPc través
de la activacién de canales de K* dependientes de calcio en las células endoteliales.

e laactividad vasorrelajante de E3lll interviene parcialmente en la generacion de PGl, en las células endoteliales.
e La actividad vasorrelajante de E3lll involucra la participacién parcial de los receptores acoplados a proteina G:
purinérgicos P2Y y muscarinicos M3y actla como antagonista no competitivo de los adrenorreceptores a.

e la actividad vasorrelajante de E3lll involucra la participacién de los receptores de rianodina en el reticulo
sarcoplasmico.

e La actividad vasorrelajante de E3lIl no actia en el musculo liso blogueando los canales de Ca*? tipo L

dependiente de voltajes.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Diagrama Componentes implicados en la técnica de érgano aislado
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Anexo 2. Espectro de masas para el compuesto activo E3lIl extraido de AnOc
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Anexo 3. Espectro de Infrarrojo para el compuesto activo E3lll extraido de AnOc
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Anexo 4. Espectro RMN H para el compuesto activo E3IIl extraido de AnOc
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