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1.RESUMEN



Prosthechea livida, es una orquidea que se localiza en México, Belice,
Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia,
Venezuela y Ecuador (Conabio 2009), pertenece a la familia de las Orchidaceae,
encontrandose en arboles o rocas, asi como en lugares soleados y bosques

humedos estacionalmente secos.

Este trabajo, estuvo enfocado en determinar la actividad vasorrelajante de
Prosthechea livida en un modelo ex vivo de aorta de rata, asi como elucidar el
mecanismo de accion del extracto mas activo, con el objetivo de establecerla como
una fuente potencial de farmacos antihipertensivos. En este sentido, se realizé la
obtencion de los extractos organicos de Prosthechea livida, posteriormente, se
determind el efecto vasorrelajante en un modelo ex vivo de anillos de aorta aislada
de rata, realizdndose curvas de concentracion-respuesta, para establecer cual era
el extracto mas activo, siendo el extracto metandlico de bulbo de Prosthechea livida
(EMBPL) el que mostré mayor efecto vasorrelajante. En este sentido, se procedio a
determinar el mecanismo de accién, explorando diferentes vias de sefializacion
involucradas en la contraccion y relajacion del muasculo liso de los vasos
sanguineos. Se utilizaron anillos de aorta de rata Wistar con y sin endotelio,
precontraidos con noradrenalina (NA) 0.1 uM , KCI 80 uM y curvas desplazamiento
a NA (0.00001 a 10 uM ), 5-HT, TEA, CacClz (9.10 a 3000 pg/ml), ODQ y L-NAME
(10 uM), respectivamente. El EMBPL provocé un efecto vasorrelajante dependiente
de la concentracion e independiente de la presencia de endotelio con un Emax de
81% (E+) y 75% (E-), respectivamente. En la determinacién del mecanismo de
accion, EMBPL mostré un efecto antagonista funcional sobre las contracciones
inducidas por NA y 5-HT, y en la contraccién inducida con CaCl: fue
significativamente disminuida la potencia y eficacia en presencia del extracto.
Finalmente, la pre- incubacion con TEA, ODQ y L-NAME no mostraron cambios en
el efecto relajante, indicando que la apertura de canales de K* y el aumento de

segundos mensajeros como GMPc y/o NO no estan involucrados.

En conclusion, EMBPL mostr6 un efecto vasorrelajante significativo

dependiente de la concentracién e independiente de la presencia de endotelio, con
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un mecanismo de accion relacionado con el bloqueo de canales Ca?* en las células
del masculo liso vascular, sugiriendo al EMBPL para la obtencion de compuestos
bioactivos que coadyuven en el tratamiento de la hipertension arterial.
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2 INTRODUCCION



La hipertension arterial (HTA), es una enfermedad crénico degenerativa que
se caracteriza por un aumento de la presion en el interior de los vasos sanguineos,

siendo de las principales causas de muerte en México y en el mundo (OMS, 2017).

Es importante sefialar que hay diversos factores que provocan HTA; como lo
son: obesidad, alcoholismo, tabaquismo, falta de ejercicio, una mala alimentacion y
estrés (Parra Carillo et al., 2004)._Es por esto, que se le sugiere al paciente con
HTA modificar su estilo de vida, acompafiado de un tratamiento farmacoldgico de
por vida, para el control de esta enfermedad. En la actualidad, existen diferentes
medicamentos antihipertensivos, y a pesar de que son efectivos, muchos de estos
presentan efectos secundarios, provocados por un mal diagndstico y un esquema
de tratamiento erroneo, asi como la falta de apego al tratamiento por parte de los
pacientes que puede generar tolerancia a dichos farmacos e ineficacia para el
control de la enfermedad. En este sentido, la poblacion ha recurrido a la medicina
tradicional, siendo las plantas medicinales la principal alternativa terapéutica; las
plantas medicinales desde el punto de vista quimico y farmacoldgico han sido una

parte importante en el descubrimiento de nuevos farmacos.

Entre las diversas familias de plantas medicinales que se utilizan en la
medicina tradicional, estan las orquideas, las cuales se utilizan como coadyuvantes
en el tratamiento de diversos padecimientos (Hossain, 2011)-, por lo que se han
hecho estudios cientificos para corroborar su uso, asi también, saber que
compuestos son los responsables de la actividad que se les atribuye, entre los
compuestos encontrados son los estilbenoides, a quienes se les ha encontrado
efecto vasorrelajante, antihipertensivo , antitumoral , antifingico, antiviral, citotéxico
entre otros ( Kovac et al,.2008) . Sin embargo, los estudios s6lo se han realizado en
algunas especies de orquideas, es por esto, que en éste proyecto se planted
estudiar el efecto vasorrelajante de Prosthechea livida, debido a que esta especie

ha sido poco investigada y carece de estudios cientificos que demuestren tal efecto.
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3. ANTECEDENTES



3.1 Sistema Vascular

El sistema vascular, también se conoce como sistema circulatorio, contribuye al

equilibrio en los aparatos y sistemas en el organismo, se encarga de transportar

sangre a los tejidos del cuerpo, por lo que realiza el suministro de oxigeno,

nutrientes y contribuye a la eliminacién de desechos de los tejidos (Guyton, 2016) .

Lo constituyen:

Sangre

X/
L X4

X/
L X4

.,

L X4

Sangre: Es un tejido conectivo liquido, que esta formado por células

sanguineas.

Corazon: Es la bomba muscular que proporciona la energia necesaria
para mover la sangre a través de los vasos sanguineos.

Vasos sanguineos: Transportan la sangre desde el corazéon a los
tejidos y desde los tejidos al corazén (Derrickson, 2006).

La sangre es un tejido conectivo liquido, compuesto por una matriz extracelular

llamada plasma.y sus funciones son:
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R/
A X4

X/

<3

Transporte. Transporta oxigeno desde los pulmones hacia las
células del cuerpo y dioxido de carbono (un producto de desecho de
la respiracién celular) desde las células hacia los pulmones. También
se encarga de transportar nutrientes desde el tubo digestivo hacia las
células de los tejidos y hormonas desde las glandulas endocrinas
hacia otras células del cuerpo.

Regulacién. La sangre circulante ayuda a mantener el pH de los
liquidos corporales. Las propiedades refrigerantes y absorbentes del
calor que tiene el agua presente en el plasma y la velocidad de flujo
através de la piel, ajusta la temperatura corporal. La presion osmotica
de la sangre también influye en el contenido de agua celular.
Proteccidn. La sangre puede coagularse, lo cual previene su pérdida

excesiva del aparato circulatorio tras una lesion. Mas aun, sus



glébulos blancos protegen de las enfermedades llevando a cabo la
fagocitosis. Diversas proteinas sanguineas, incluyendo anticuerpos,
interferones y los factores del sistema del complemento contribuyen
a protegernos contra las enfermedades en diferentes formas
(Derrickson, 2006).

Corazon

El corazon es el 6rgano que bombea la sangre rica en oxigeno y nutrientes a
los tejidos del cuerpo a través de los vasos sanguineos. Es el encargado de
mantener la sangre en movimiento en el cuerpo de forma unidireccional (circuito
cerrado), estd compuesto por las auriculas que se encargan de recibir la sangre que
vuelve al corazén y los ventriculos que bombean la sangre del corazon hacia fuera.
(Hall, 2016).

3.1.1 Estructuray funcion de los vasos sanguineos

En cuanto al sistema vascular, los principales vasos sanguineos son las
arteriolas, los capilares, las vénulas y las venas. Las arterias conducen la sangre
desde el coraz6n hacia otros 6rganos. Las grandes arterias elasticas, abandonan el
corazén y se dividen en arterias musculares de mediano calibre que se van a
distribuir en el organismo. Las arterias de mediano calibre de manera semejante, se
dividen para formar arterias ain mas pequefias llamadas arteriolas. Finalmente,
cuando las arteriolas entran en un tejido, se ramifican en vasos diminutos llamados
capilares (Guyton,2016).

El tono de las arteriolas musculares regula la presion arterial y el flujo a través
de diversos lechos arteriales.Las arterias mas pequefias tienen una tanica media
relativamente mas gruesa en relacion a la adventicia.Las arterias de tamafo
mediano contienen una tunica media. Las arterias elasticas de mayor tamaiio tienen
una tunica media mucho mas estructurada que consta de musculo liso como se

muestra en la figura 1 (Derrickson, 2006).
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TUNICA INTERNA:

Endotelio

Membrana basal
Lamina elastica interna

TUNICA MEDIA:
Muasculo liso

Lamina elastica

interna

TUNICA EXTERNA
Lz ARTERIA

Figura 1 Anatomia de los vasos sanguineos. Tomado de (Anatomia humana general).

3 1.2 Células endoteliales

Las células endoteliales forman el endotelio vascular, que es un epitelio plano
gue recubre el interior de los vasos sanguineosy el corazén. Desempefian multiples

funciones en la homedstasis dentro de las que destacan las siguientes:

>

R/
*

Regulan la entrada de moléculas y células de tejidos de forma

)

selectiva.
+ Producen factores de crecimiento en respuesta al dafio vascular y
regulan la agregacion plaquetaria.
« Forman la interfaz entre los tejidos y el comportamiento sanguineo.
Las células endoteliales producen de forma enddgena, sustancias con accion
vasodilatadora como: prostaciclinas, factor hiperpolarizante derivado de endotelio,
oxido nitrico, y el peroxido de hidrogeno (Dennis, 2012). Sin embargo; cuando el
endotelio esta dafiado hay un deterioro en la liberacion de los factores de relajacion
derivados del endotelio (tabla 1) como el 6xido nitrico o el factor hiperpolarizante
qgue deriva del endotelio, asi como un aumento de la liberacion de los factores
derivados del endotelio con acciones constrictoras,pro-inflamatorias, protromboticas
y de crecimiento (Robert,2013).
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Tabla 1.Funciones endoteliales en homeostasis y en desequilibrio (Robert, 2013).

Fenotipo homeostatico Fenotipo disfuncional

Vasodilatacion. Altreraciones en la dilatacion,
vasoconstriccion.

Antiinflamatorio. Protrombético, antifibrinolitico.

Antitrombadtico. Proinflamatorio

Antiproliferativo. Proproliferativo

Antioxidante. Prooxidante

Selectividad a la permeabilidad. Funcion de barrera alterada.

3.1.3 Sintesis y liberacién del 6xido nitrico

El NO es un gas descrito como neurotrasmisor que es sintetizado en el

nacleo de las células endoteliales por la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS), a

partir de L-arginina, ante diversos estimulos quimicos Yy fisicos, entre los que se

encuentran la acetilcolina, bradiquinina, endotelina, trombina y serotonina

(Segarra,2006).

Los estimulos que provocan la liberacion del NO pueden ser mecénicos,

metabdlicos o mediados por receptores (figura 2) (Segarra, 2006).

FUSEIT e e e
D (-] ) ATP

\ i

e %= Receptores
Célula \\ \ / / SN\
endotelial /,

Célula Guanilato ciclasa
muscular +
lisa 4cGMP 5

—— Relajaciéon =

Figura 1 Relajacion del endotelio provocada por el oOxido nitrico (NO).Tomado
(http://www.elsevier.es/es-revista-revista-andaluza-medicina-del-deporte-284-articulo-funcion-
endotelial-ejercicio-fisico-13139222)).
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3.1.4 Sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras

Las células endoteliales (CE) regulan el tono vascular liberando sustancias

tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras y algunas de sus funciones se

describen en la tabla 2 (Derrickson, 2006).

Tabla 2. Sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras (Derrickson, 2006).

SUSTANCIAS VASOCONSTRICTORAS

FUNCION

Noradrenalina y adrenalina

Angiotensinalll

Vasopresina

SUSTANCIAS VASODILATADORAS

Bradicinina

Histamina

3.1.5 Musculo liso Vascular

Noradrenalina es una hormona
vasoconstrictora especialmente
potente; la adrenalina es menos
potente, que en algunos tejidos
provoca una vasodilatacion leve.

El efecto de angiotensina es contraer
potentemente las pequefias arteriolas,
teniendo un papel fundamental en la
regulacion de la presion arterial.

Hormona antidiurética es adn mas
potente que la angiotensina ll.

FUNCION

La bradicinina provoca una dilatacién
arterial potente 'y aumenta la
permeabilidad capilar.

La histamina tiene un efecto
vasodilatador potente sobre las
arteriolas, se libera esencialmente en
los tejidos cuando sufre dafios o se
inflama, o cuando hay algin evento
alérgico.

Las células del musculo liso vascular (MLV) forman la capa celular de la

tunica media, llevan a cabo la vasoconstriccion y vasodilatacion de los vasos

sanguineos, manteniendo asi el tono vascular. A diferencia del musculo esquelético

y el cardiaco, el musculo liso tiene un reticulo sarcopladsmico menos desarrollado

para el almacenamiento de calcio intracelular, por lo que la despolarizacion va a

Pagina | 11




depender del calcio extracelular. El control del tono del musculo liso vascular es
llevado a cabo por el sistema nervioso simpético mediante la apertura y cierre de
los conductos del calcio que son activados por receptores a (excitatorios) y B (

inhibitorios) adrenérgico (Carol, 2011).

3.2 Definicién de hipertension arterial

La hipertension, es una enfermedad cronico degenerativa multifactorial,
caracterizada por una elevacion en las cifras de presion arterial sistélica y diastoélica
superior a 140/90 mmHg, de acuerdo con la norma Oficial Mexicana NOM-030-
SSA2-2009.

La HTA es un problema de salud publica, asociado al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares. Se estima que existen mas
de mil millones de personas que se ven afectadas por HTA. En México de 30
millones de personas que acuden al IMSS, 6 millones de estas ,acuden a medicina
familiar para el control de esta enfermedad (ENSANUT, 2016).

3.2.1 Clasificacion

La HTA puede dividirse a menudo como primaria y secundaria. La HTA
primaria, es la elevacion cronica de la presion arterial, que ocurre sin la evidencia
de otros trastornos, puede ser causada por diversos factores como alteraciones en
el sistema nervioso simpético, el volumen sanguineo, gasto cardiaco, las
resistencias arteriolares periféricas, el sistema renina-angiotensina-aldosterona, la
sensibilidad al sodio y resistencia a la insulina , ésta representa el 90 % de los casos
de hipertensiéon.En la HTA secundaria, el aumento de la presion es el resultado de
algun trastorno como enfermedad renal (Carol, 2011).

Actualmente, la Asociacion Americana del Corazon y el Colegio Americano
de Cardiologia 2017 clasifican a la HTA como presion arterial elevada si ésta se
encuentra por encima de 120/80 mm Hg (tabla 3) (Richard, 2016).

Pagina | 12



Tabla 3.Clasificacion de la hipertension arterial sistémica publicada por la asociacion Americana del

Corazoén y el Colegio Americano de Cardiologia 2017.

Categoria PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Normal <120 <80
Elevado 120-129 80
Grado 1 130-139 80-89
Grado 2 140 90
Crisis hipertensiva 180 120

3.2.2 Regulacion de la presion arterial

La presion arterial es regulada por la resistencia vascular a nivel de arteriolas
por estimulos neuronales y hormonales. Por otro lado, el gasto cardiaco esta
relacionado con la frecuencia cardiaca y el volumen sistdlico, influido por la volemia.
Este ,a su vez, esta regulado principalmente por la excrecion y reabsorcién de sodio
renal. La renina es un regulador de la presion arterial, secretada por los rifiones.
Ademas, escinde el angiotensindgeno, para transformarlo en angiotensina ll, la cudl
va a regular la presién- arterial, aumentando el tono de las células de musculo liso
vascular e intensificando la secrecién de aldosterona y en consecuencia la

reabsorcion de sodio (Contran, 2015).

3.2.3 Tratamiento no farmacolégico

La hipertension arterial es la patologia cardiovascular con alta incidencia y
prevalencia, siendo uno de los principales factores de riesgo cardiovascular; por lo
gue se debe de tener un control adecuado de esta enfermedad con un tratamiento

farmacoldgico y no farmacolégico.

El control no farmacolégico incluye medidas en las que se modifica el estilo

de vida del paciente: habitos alimenticios, ejercicio, presencia de adicciones,
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monitoreo de las cifras de presion arterial y una reduccion en la ingesta de sodio
(Castaio-Guerra, 2011).

3.2.4 Tratamiento farmacoldgico

El objetivo principal del tratamiento de la hipertension es prevenir
complicaciones, contribuir a que el paciente tenga una mejor calidad de vida y
reducir la tasa de mortalidad, por lo que se hacen cambios en el estilo de vida del
paciente con HTA._Sin embargo, estas medidas no logran disminuir en la totalidad
las complicaciones cardiovasculares en hipertensos, por lo que se debe iniciar con
un tratamiento farmacoldgico, de acuerdo a las caracteristicas de cada paciente con
HTA. A continuacion, se enlistan los farmacos utilizados en el tratamiento de esta

enfermedad de acuerdo a su sitio de accion (tabla 4) (Laurencel.Brunton, 2015).
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Tabla 4 Clasificacion de farmacos antihipertensivos por su sitio de accién (Laurencel.Brunton, 2015)

Farmacos
Diuréticos Tiazidas (hidroclorotiazida, clorotiazida,
H clortalidona, indapamida, metilclotiazida,
Cl N metolazona).
w Diuréticos de asa (furosemida, bumetanida,
torsemida,_acido etacrinico).
HZN\S S/NH Diuréticos  ahorradores de  k*(amilorida,
N\ /A triamtereno, espironolactona).
OO0 00

Hidroclorotiazida

Simpaticoliticos

Antagonistas adrenérgicos B (metroprolol,
atenolol, betaxolol, bisoprolol, carteolol, esmolol,

OH nadolol, nebivolol, penbutolol, pindolol, propanal,
H timolol).
0. N CH,4 Antagonistas adrenérgicos a (prazosina,
Y terazosina, doxazosina, fenoxibenzamona,
HC fentolamina).
J No CHy Antagonistas adrenérgicos mixtos a y fB
(labetalol, carvedilol).
Farmacos de accidn central (metildopa, clonidina,
Metroprolol guanfacina). L
Bloqueadores neuronales adrenérgicos
(guanadrel, reserpina).
Blogueadores de canales de Ca ?* Verapamilo, diltiazem, nisoldipina, felodipino,
s i nicardipina, isradipina, amlodipino, clevidipina,
’ . CH, nifedipina.
NC |
o) N 0
He” CH,
H,C CH
No o~ 8
Amlodipino
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Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina Captopril, enalapril, lisinopril, quinapril, ramipril,
benazepril, fosinopril, moexipril,  perindopril,
CHs trandolapril.
HS\)\’(N
A
O
Captopril
Antagonistas de los receptores de angiotensina ll Losartan, candesartan, irbersartan, valsartan,

OH temilsartan, eprosartan , olmersartan.
HN—N
NN

xn
ptQe
" ®
Losartan
Inhibidor directo de larenina angiotensina Aliskirén
0
NH;
Aliskirén
Vasodilatadores Arteriales (hidralazina, minoxidilo, diazoxida,
feneldopam).
I\II = Arteriales y venosos ( nitroprusiato ).
N
NH
HaN"
Hidralazina
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3.2.5 Epidemiologia de la hipertensién

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Nutricion (ENSANUT), en México, el 25.5%
de los adultos son hipertensos (25.1% en mujeres y 24.9% en hombres),
observandose una tendencia en la prevalencia de HTA a medida que aumenta la
edad, en personas de 30 afios y mas. En la figura 3 se observa la HTA en hombres
y mujeres (nacional, rural y urbano) en el afio 2012 y 2016, en diferentes grupos
poblacionales (ENSANUT, 2016).

En las pasadas dos décadas, la HTA se ha mantenido entre las primeras nueve
causas de muerte en México, y en los pasados seis afios, la tasa de mortalidad por
esta causa ha incrementado 29.9%. Por lo que se ubicé a la HTA, en el afio 2015,
como la enfermedad cronica responsable del 18.1% del total de muertes y el

principal factor de riesgo de muertes prevenibles (ENSANUT, 2016).

275
7.2

2T 4

- 257
26 25.5

4.9

25 —

24

23 —

Localidad

Macional Rural Urbano

Ensanut 2012 Ensanut MC 2016
Figura 2. Prevalencia de hipertensién en hombres y mujeres. Tomado de (ENSANUT, 2016).

Entre las principales causas de muerte a nivel nacional son por enfermedades
del corazén (218 885, 20.2%), COVID-19 (201 163, 18.5%) y por diabetes mellitus
(151 214, 13.9%. (INEGI, 2021)

Las defunciones por enfermedades del corazén ocupan el primer lugar entre las

principales causas de muerte, las isquémicas (reduccion del flujo sanguineo al
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corazén por bloqueo parcial o total de las arterias) representaron el 76.3% con 166
965 casos, seguidad por las hipertensivas con 15.6% (34244 casos) y las
relacionadas con la circulacién pulmonar y otras enfermedades del corazén con
7.8% (17 091 casos). A la fiebre reumatica aguda y enfermedades cardiacas
reumaticas crénicas les correspondié en conjunto, el 0.3% (585 casos).(INEGI,
2021).

3.3 Importancia de los productos naturales

Los productos naturales son importantes al ser Utiles como agentes
terapéuticos, materia prima para la sintesis de sustancias de interés farmacologico
y/o interés industrial, asi como para obtener estructuras privilegiadas usando el
concepto de polifarmacologia para aquellos productos que son capaces de
interactuar con diversas dianas terapéuticas y realizan acciones Utiles para la salud

en procesos patologicos (Gutierrez-Angel, 2009).

3.3.1 Uso de las plantas medicinales en México

México tiene una rica tradiciébn en el uso de plantas medicinales por los
diferentes efectos que se les atribuye. Se calcula que, en la flora medicinal
mexicana, hay entre 3000 y 5000 plantas que presentan actividad terapéutica, de
las cuales 3000 especies han sido compiladas en un atlas de plantas medicinales,
empleadas por diversos grupos étnicos. Sin embargo; se calcula que sélo el 1% de
las plantas medicinales han sido estudiadas a fondo en sus propiedades
farmacoldgicas. Por lo que, es importante realizar una mayor investigacion cientifica
y etnobotanica, en virtud de elucidar los posibles beneficios medicinales de las
plantas (Esquivel-Gutiérrez, 2012).

3.3.2 Plantas medicinales como posibles farmacos

En la actualidad, se tiene conocimiento de muchos compuestos, los cuales
son derivados de plantas, con actividad farmacoldgica importante, que se producen
mediante vias metabdlicas adicionales al metabolismo primario, conocido como
metabolismo secundario, es por esto que sus compuestos son llamados metabolitos

secundarios. Estos mismos, de forma individual o en diferentes combinaciones,
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poseen efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos en el humano, o son
utilizados como materias primas de la industria farmacéutica, alimentaria, textil,

agroquimica, perfumeria y cosmetologia (Esquivel-Gutiérrez, 2012)

3.4 Antecedentes del género Orchidaceae

3.4.1 Antecedentes botanicos

Las orquideas pertenecen a la familia de las Orchidaceae, una de las familias
mas extensas del reino vegetal, con alrededor de 25 mil especies conocidas a nivel
mundial (Chase et al., 2003; Dressler, 2005). Estas plantas se distribuyen en casi
todas la diversidad de especies se localiza en las regiones tropicales. México cuenta
con una gran variedad de orquideas de las cuales se tienen registradas alrededor

de 1,260 especies y 170 géneros (Hagsater et al., 2005; Soto et al., 2007).

Las orquideas son plantas herbaceas, perennes, monocotiledéneas que se
caracterizan por tener flores llamativas (kovacs et al,2008).Estas tienen seis partes:
tres sépalos iguales entre si, ubicados en la parte trasera de la flor y tres pétalos
que estan enfrente, de los cuales dos son iguales y uno diferente y se le da el
nombre de labelo; este ultimo se ubica en el centro de la flor. También cuentan con
la estructura llamada columna en donde se encuentran los 6rganos reproductores
(Menchaca, 2011).

Desde épocas prehispanicas, a las orquideas se les han dado distintos usos
(medicinal, artesanal, comestible, narcético, saborizante, aromatizante, veneno,
adhesivo, ceremonial, en talismanes y afrodisiacos) (Téllez-Velasco, 2001), sin
embargo, en México son muy poco conocidas en la medicina tradicional. Por el
contrario, la mayor parte de las orquideas en América y Europa se distinguen por

su valor ornamental y en Asia tienen una larga historia en la medicina.
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3.4.2 Antecedentes fitoquimicos

Los estudios fitoquimicos en orquideas se hicieron a finales del siglo XIX y
a principios del siglo XX , en la década de los 60 se aislaron alcaloides del tipo
dendrobina a partir de Dendrobium nobile lo cual incité al estudio de diferentes

especies de orquideas (Estrada Soto, 2000).

Se han aislado metabolitos secundarios de estas especies, entre los cuales se
pueden encontrar compuestos de tipo alcaloides (picrotoxano, pirrolizidinicos y
fenilalquilaminas) ,triterpenos del grupo cicloartano y lanostano, esteroides,
cumarinas,flavonoides,compuestos aromaticos simples y estilbenoides. Finalmente,
se han encontrado reportes que demuestran la actividad biol6gica de algunos
compuestos aislados de orquideas, dentro de ellos se destacan las actividades
vasorrelajante y espasmolitico que presentan algunos metabolitos secundarios

como los estilbenoides (Rendon, 2011).

3.4.3 Antecedentes farmacolégicos

Los estudios farmacol6gicos que hasta ahora se han realizado del género
Orchidaceae son diversos alrededor del mundo._La especie Maxillaria densa, ha
presentado actividad espasmolitica por el contenido en fenantrenos (Estrada et al.,
2004); Habenaria repens, tiene una actividad antioxidante causada por el haberaniol
(Johnson et al., 1999); Epidendrum rigidum ,posee actividad citotoxica producida
por bibencil derivados (Hernandez-Romero et al., 2005) y Laelia autumnalis, ha
presentado actividad vasorrelajante en anillos de aorta aislada de rata (Vergara et

al .,2008), entre otros.
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3.5 Antecedentes de la especie Prosthechea livida

3.5.1 Antecedentes botanicos

Prosthechea es un taxén centroamericano, que tiene alrededor de 90
especies, en México se tiene un registro de 46. Son plantas epifitas, eventualmente
terrestres.Es extrafio que forme un rizoma evidente, consta de pseudobulbos, llegan
a tener de 1 a 4 hojas en el apice del pseudobulbo. Presenta inflorescencia apical,
racemosa, de escasas flores, ocasionalmente vistosas, consta de sépalos y pétalos

similares (Sanchez, 2003).

REINO: Plantae

FAMILIA: Orchidaceae
SUBFAMILIA: Epidondreide
GENERO: Prosthechea
ESPECIE: P. Livida

TRIBU: Epidendreae (Conabio, 2009)

Figura 4 Prosthechea Livida. Tomado de (https://www.naturalista.mx/photos/2723110hea)

3.5.2 Identificacién preliminar de Prosthechea livida

Con el propésito de saber que componentes estaban presentes en la
orquidea en el 2017, se realizé un estudio preliminar por Diaz Avilés y colaboradores
en el Laboratorio de Plantas Medicinales del Centro de Investigaciéon en
Biotecnologia, de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos y en el
laboratorio de quimica de la Facultad de Ciencias Biologicas y Agropecuarias UV-
Tuxpan._Un revelamiento fitoquimico permitié encontrar algunos metabolitos como
~cumarinas, flavonoides, saponinas y triterpenos, que se detectaron principalmente

en pseudobulbo y rizoma.
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4.JUSTIFICACION
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Las enfermedades cronico-degenerativas van en aumento, entre ellas la
hipertension  arterial.  Actualmente, existen  diferentes = medicamentos
antihipertensivos que son muy efectivos para controlar la hipertension, sin embargo,
muchos de estos presentan efectos secundarios y el paciente no tiene un apego al
tratamiento, lo que genera tolerancia a los mismos haciéndolos menos eficaces. Por
esta razon, para este proyecto se considerd importante continuar con la blusqueda
de nuevas o conocidas entidades quimicas bioactivas con nuevos o conocidos
mecanismos de accidn que permitan un tratamiento seguro y eficaz en la

hipertension, asi como en enfermedades relacionadas.

En este sentido, el presente trabajo est4 enfocado en determinar la actividad
vasorrelajante de Prosthechea livida, profundizando mas acerca de su potencial
terapéutico antihipertensivo utilizando un modelo de érgano aislado, lo que podra
establecer en un futuro una fuente potencial de compuestos bioactivos

antihipertensivos.
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5.HIPOTESIS
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Prosthechea livida tendra efecto vasorrelajante, en un modelo ex vivo de
anillo de aorta aislada de rata, en presencia y ausencia de endotelio vascular, por
lo que los extractos poseeran un potencial efecto antihipertensivo.
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6.0OBJETIVOS
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6.1 Objetivo General

Evaluar el efecto vasorrelajante de los extractos obtenidos de Prosthechea livida.

6.2 Objetivos Particulares

1.0btener los extractos hexanico, diclorometanico y metanolico de las diferentes
partes que componen a Prosthechea livida.

2.Evaluar el efecto vasorrelajante de Prosthechea livida en un modelo ex vivo de
anillos de aorta aislada de rata.

3.Determinar el mecanismo de accidon del extracto que presente mayor efecto

vasorrelajante en el modelo ex vivo de aorta aislada de rata.
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7.METODOLOGIA
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7.1 Recoleccion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal, se llevd a cabo por el MBT Oswaldo
Javier Enciso Diaz y el Dr. José Luis Méndez en el estado de Veracruz, en el mes
de junio del 2017 (figura 5),_con numero de voucher OE-009. Posteriormente, se
sometidé a un proceso de limpieza y desecacion a temperatura ambiente y a la

sombra._Una vez seco, el material vegetal se fragmenté en un molino manual.

Figura 3.Material vegetal seco de Prosthechea livida .Imagen propia junio del 2017.

7.2 Obtenciéon de los extractos

Para la obtencién de los extractos organicos se tomaron 30 g de hoja, 230 g
de bulbo y 53 g de raiz de Prosthechea livida, previamente seco y molido.
Posteriormente, se sometio a un proceso de maceracién exhaustiva con disolventes
en orden creciente de polaridad (hexano, diclorometano y metanol) durante 72 horas
por triplicado. Los extractos se llevaron a sequedad a presién reducida utilizando un

rota vapor Buchi R-200.

7.3 Evaluaciones farmacolégicas
7.3.1 Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 300 g,
alimentadas con Rodent Labs Chow® y libre acceso a agua en condiciones de

bioterio. -El estudio se llevd a cabo bajo la Norma de especificaciones NOM-062-
Z00-1999.
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7.3.2 Reactivos

Para la realizacidn del proyecto se ocuparon los siguientes reactivos:_cloruro
de carbacol, noradrenalina (NA), L-Nitro-arginina-metil-éster (L-NAME),1-H-[1,2,4]-
oxadiazolo [4,3a]-quinoxalin-1-ona (ODQ), nifedipina, serotonina (5-HT),
tetraetilamonio (TEA), cloruro de calcio (CaClz) y cloruro de potasio (KCI) que fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich. Asi como los extractos obtenidos bajo la metodologia

descrita previamente en el nimero 7.2.

7.4 Obtencidon de la aorta toracica de rata

Para la obtencién de los segmentos de aorta, los animales fueron sacrificados
en una camara de éter etilico, posteriormente, se realizd la disecciébn abdominal
para extraer la aorta toracica, la cual se limpi6 de manera cuidadosa de tejido
conectivo, con la finalidad de evitar dafio al tejido muscular y endotelial, una vez
limpia la aorta fue cortada en segmentos de 3-5 mm de longitud. Por otro lado, para
los segmentos de aorta libre de endotelio fueron retirados de manera mecanica

(figura 6).

%. Cénjgra de 2.Diseccion 3.Limpieza del 4.Segmentos de
éter etilico. abdominal. tejido. aortade 3a5mm.

7.Sistema de registro, 6.Camara de 5.Anillos de aorta
Transductor de fuerza incubacién con 10 E+, E-.
isométrico. mL de solucién

Krebs.

Figura 6._ Esquema de obtencion de la aorta toracica (Modificado de Flores 2019)
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7.5 Sistema de registro

Para determinar el efecto vasorrelajante, los anillos previamente cortados y
limpios se colocaron en solucién fisiologica de Ringer-Krebs. Cada anillo se colocé
en la camara de incubacion, unida; por un lado; con ayuda de un gancho al extremo;
de la camara y, por otro lado, a un transductor de fuerza Grass modelo FT 03, el

cual emite los registros, y los envia a un poligrafo BIOPAC.

Posteriormente, el tejido fue sensibilizado durante 15 minutos con NA 0.1 uM
a intervalos de 15 minutos (por triplicado). Después de cada estimulacion, el tejido
fue lavado con solucién de Krebs, para recuperar el nivel basal de la tension. Por
otro lado, para los tejidos que requirieron la presencia y ausencia de endotelio, se
verifico mediante la adicion de carbacol 1 uM, antes del ultimo lavado en la tercera

contraccion.

El tejido previamente sensibilizado con y sin endotelio segun el caso, fue
puesto en contacto con las diferentes concentraciones de los extractos de forma
acumulativa [3 a 1000 pg/mL] en 1/2 de logaritmo (figura 7).

Se construyeron curvas concentracidén-respuesta._Se utiliz6 como control
positivo en presencia de endotelio carbacol (agonista muscarinico que activa al
receptor de acetilcolina del sistema nervioso parasimpatico) y para la ausencia de
endotelio se empled nifedipina (bloqueador de canales de calcio). El vehiculo para

las muestras de prueba fue dimetilsulfoxido (DMSO) diluido en agua.

Da;fu "
e
oﬂ@, ﬂ@o
? 209,

NA 0.1 pM

IEsta bilizacion 30"

Figura 4. Evaluacion del efecto vasorrelajante en anillos de aorta de rata (Flores, 2019)
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7.6 Determinacion del mecanismo de accion

La determinacién del mecanismo de accién se realizé con el extracto
metandlico de bulbo de Prosthechea livida, que fue el extracto que presenté mayor

actividad vasorrelajante.

Se realizaron experimentos, donde los anillos de aorta sin endotelio fueron
puesto en contacto durante 15 minutos con L-NAME (10 yM), (inhibidor inespecifico
de la 6xido nitrico sintasa), serotonina (5-HT), CaCl2 (9.10 a 3000 pg/ml), ODQ (10
MM inhibidor de la guanilato ciclasa soluble) y TEA ( 5 uM).

Posteriormente, el tejido se contrajo con NA (0.1 uM) y se agregaron las

concentraciones de prueba del extracto metanolico de bulbo de Prosthechea livida.

7.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos del efecto vasorrelajante y del mecanismo de
accion son expresados como la media de 5 animales + el error estandar de la media.
Las curvas concentracion-respuesta fueron realizadas en el programa Origin 8.0. El
andlisis estadistico fue realizado en el programa de GraphPad Prism 5,
estableciendo una diferencia significativa de las medias de p<0.05, 0.001 mediante
una t- student, un analisis de dos vias (ANOVA) seguida de una prueba post hoc de

Bonferroni y Tukey.
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8.RESULTADOS Y
DISCUSION
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8.1 Obtencion de los extractos y rendimientos

La importancia de los productos naturales radica; en que ofrece grandes
posibilidades de ser utiles como agentes terapéuticos, modelos para la preparacion
de sustancias bioactivas, materia prima en la sintesis de sustancias de interés
farmacoldgico/ o interés industrial como estructuras privilegiadas (Gutierrez-Angel,
2009).

Este trabajo esta enfocado en el estudio cientifico de Prosthechea livida,
utilizando para su seleccion un criterio etnomédico, que esta fundamentado en el
uso medicinal que la poblacién le atribuye como alternativa para el control de la
presion arterial. En este sentido, se llevo a cabo la maceracion de Prosthechea livida
(raiz, hoja y bulbo) lo que permiti6 obtener los diferentes extractos con pesos y
rendimientos de cada extracto organico variados (tabla 5), siendo el extracto

metanolico el de mayor rendimiento, con un 8.35 %.

Tabla 4.Pesos y rendimientos de los extractos organicos de Prosthechea livida.

Extracto Hoja Peso (9) Rendimiento (%)
Hexanico (EHPLH) 0.66 2.22%
Diclorometénico(EDPLH) 0.70 2.36%
Metandlico (EMPLH) 2.49 8.35%
Extracto Raiz Peso (9) Rendimiento (%)
Hexanico (EHPLR) 1.18 2.22%
Diclorometénico(EDPLR) 0.91 1.70%
Metandlico (EMPLR) 2.82 5.20%
Extracto Bulbo Peso (g9) Rendimiento (%)
Hexanico (EHPLB) 5.03 212 %
Diclorometéanico(EDPLB) 6.79 2.86%
Metandlico (EMPLB) 11.52 4.8%
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8.2 Cromatografia en capa fina de los extractos organicos de Prosthechea

livida.

Con la finalidad de comparar el contenido metabdlico de Prosthechea livida,
se llevo a cabo un estudio preliminar por medio de cromatografia en capa fina de
los extractos organicos de la planta (hoja, raiz y bulbo) que se muestran en la figura
A, B y C. Derivado de esta cromatografia se obtuvieron los siguientes resultados: A
se puede observar una similitud en los metabolitos de los extractos héxanicos, en
la placa B, el contenido metabolico de los extractos diclorometanicos es muy similar
en raiz y bulbo, pero en hoja es diferente,mientras tanto en la placa C se muestra
una similitud en los metabolitos de los extractos metandlicos._Sin embargo en los
perfiles cromatograficos A, B y C el contenido metabdlico es distinto en cada una

de las placas cromatograficas.

A) Cromatografia en capa fina de
los extractos hexanicos de
Prosthechea livida que fueron
colocados en el siguiente orden:
hoja,raiz y bulbo con un sistema de
elucion
50:45:5,diclorometano:hexano:met
anol.Luz UV banda corta.
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B ) Cromatografia en capa fina de

los extractos diclorometanicos de
Prosthechea livida, que fueron
colocados en el siguiente orden
:hoja,raiz y bulbo con un sistema
de elucién 45:90:10,
diclorometano:metanol.Luz UV
banda corta.

C) Cromatografia en capa fina de
los extractos metandlicos de
Prosthechea livida, que fueron
colocados en el siguiente
orden:hoja, raiz y bulbo con un
sistema de elucibn 45:45:10,
hexano:diclorometano:métanme.
Luz UV banda corta.

Figura 8.Cromatografia en capa fina de los extractos organicos de Prosthechea livida



8.3 Determinacion del efecto vasorrelajante de los extractos de Prosthechea

livida.

Para determinar el efecto vasorrelajante de Prosthechea livida, este se
evalu6 en un modelo ex vivo de aorta aislada de rata, utilizando una concentracion
de 100 pg/mL, en presencia (E+) y ausencia de endotelio (E-), con la finalidad de
evaluar diferentes extractos orgénicos y asi saber cual presentaba el mayor efecto
vasorrelajante. En la gréfica 1 se observa que el extracto metandlico de bulbo
(EMBPL) presenté mayor efecto vasorrelajante, con un Emax de 78.94 £ 10.87 % en

presencia de endotelio y un 60.54 + 1.97 % sin endotelio.

Prosthechea livida

100~
80 I
= I -
S 604
O
=
E 40' E:
=5 i Eg
0] E.E .E LR —— '. .
<</"{</’<</ C L& {</’<</"<</'{<3‘<</’
FEFRERFTF PR EE

Gréfica 1.Porcentaje de inhibicion de los extractos de las distintas partes de Prosthechea livida (100

Mg /mL).

8.4 Determinacion del efecto vasorrelajante del extracto metandlico de
Prosthechea livida (EMBPL) dependiente o independiente de la presencia de
endotelio.

Una vez que se determind que el extracto metandlico era el mas activo, se
procedi6 a evaluar si el efecto relajante del EMBPL es dependiente o independiente
de la presencia de endotelio. El propésito de utilizar anillos de aorta con y sin
endoletio, se debe al papel importante que desempefia, en la modulacion del tono
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vascular, la liberacion NO derivado del endotelio para inducir la vasorrelajacion del
musculo liso (Contran, 2015)._En la gréfica 2, se observa que el EMBPL tiene un
efecto vasorrelajante con un Emax de 81.5 + 5.46 % y una CEso de 204.62 + 5.46
png/mL en presencia de endotelio, y en ausencia de endotelio se determind un Emax
de 75.22 £ 9.06 % y una CEso de 401.25 + 9.06 pg/mL, resultados que nos indican
que no existe una diferencia significativa en los efectos relajantes en ambos
ensayos. Estos resultados indican, que el efecto vasorrelajante mostrado es
independiente de la presencia de endotelio; sugiriendo que los componentes
presentes en el EMBPL, se encuentran actuando directamente sobre la musculatura
lisa vascular, en donde los sistemas nervioso simpatico y parasimpatico se ven
implicados, mediante la apertura y cierre de los conductos del calcio activados por

receptores a y 3 adrenérgicos (Carol, 2011).

204
40

60

% De Relajacién

A carbacol E+
10'1 WV Nifedipina, E-

10™ 10° 10~ 10" 10° 10’ 10° 10’
EMBPL (pg/mL)

Gréfica 2.Efecto vasorrelajante del extracto metanélico de Prosthechea Livida en anillo de aorta
aislada de rata con y sin endotelio.Los datos son expresados como la media £+ EEM, n=6 ,(sin

cambios).
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8.5 Participacion de receptores adrenérgicos y serotoninérgicos

La noradrenalina (NA), es un neurotransmisor agonista de los receptores
adrenérgicos, que se dividen en 2 clases: a y B adrenérgicos, que a su vez estan
asociados a la proteina G, que estimula la fosfolipasa C, produciendo segundos
mensajeros como diacillglicerol (DAG) y el inosito trifosfato (IPs).La cual se une con
receptores que estan en el reticulo sarcoplasmico permitiendo la liberacion de
calcio hacia el citosol formando el complejo calcio-calmodulina. Para que ésta se
produzca, debe fosforilar la cadena ligera de miosina la cual esta regulada por una
proteina denominada calmodulina, donde el calcio se une a la calmodulina
permitiendo asi la union de la calmodulina a la miosinquinasa de cadena ligera de
miosina (MLCK)._El complejo calmodulina-miosinquinasa fosforila la miosina,
determinando la interaccion entre la actina y la miosina provocando la contraccion
y la defosforilacion de miosina por una fosfatasa; que promueve la relajacion
(Torales-Ibafiez,2009) (Guzman-Silva,2018)._Por lo tanto, se evalud el efecto del
extracto metandlico de bulbo de Prosthechea livida sobre los receptores
adrenérgicos._Para esto se construyo una curva de contraccion con NA (0. 00001
MM a 10 yM) para asi determinar el mecanismo si tiene un efecto antagonista sobre
los receptores adrenérgicos. En la gréfica 3, se observa que el extracto metandlico
de bulbo de Prosthechea livida (EMBP) se opone a la contraccion de NA
disminuyendo significativamente la eficacia (disminuye el efecto maximo) y la
potencia (desplazamiento de la curva a la derecha), indicando un antagonismo no
competitivo del extracto a la accion de la NA. Esto puede deverse a la accién
alostérica de alguno de los componentes del extracto 6 a una intervencion rio abajo

en la sefializacion promovida por la activacién del receptor adrenérgico.

Para corroborar o descartar modos de accién, se hizo un ensayo con
serotonina (5-HT), neurotransmisor que al unirse a su receptor (acoplado a proteina
G) provoca la contraccion del tejido vascular. En la grafica 4 se observa que el
EMBPL presentd un efecto inhibitorio a la contraccion inducida por serotonina al

igual que NA, en la que se puede ver un desplazamiento de la curva a la derecha y
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una disminucién del efecto maximo de manera significativa. Por lo tanto, es posible
que el efecto no sea especifico del antagonismo de receptores adrenérgicos o
serotoninérgicos y estén implicados otros factores comunes en la contraccion de
ambos neurotransmisores como el bloqueo de canales de calcio y/o apertura de
canales de potasio, o0 la despolarizacion de la membrana celular o la induccién

intracelular de segundos mensajeros (Moreno, 2005).

4 —@— NA (E9)
—¥— NA (E-) + EMBPL

Contraccion (g)
N
1

10° 10* 10° 102 10" 10°

NA (ng/mL)

Gréafica 3. Efecto del extracto metandlico de bulbo (EMBPL) en la contracion inducida por NA
(0.00001 uM a 10 yM ) en anillos de aorta sin endotelio.Los datos son expresados como la media +
EEM, n=6 (*P<0.05).
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—@— 5-HT (E-)
44 —A—5-HT (E-) + EMBPL

Contraccion (g)

10° 10* 10° 102 10" 10" 10
5-HT (ng/mL)

Grafica 4. Efecto del extracto metandlico de bulbo (EMBPL) en la contraccién inducida por
serotonina en anillos de aorta sin endotelio. Los datos son expresados como la media + EEM, n=6
(***P<0.001).

7.6 Participaciéon de canales idénicos

Al realizarse la contraccion inducida por KCI 80 mM se muestran diferentes

efectos como:

“ Una despolarizacién de la membrana del musculo liso, lo que va a ocasionar
la apertura de canales de Ca?*tipo L dependientes de voltaje.

< Aumento en la afluencia de Ca?* hacia el interior de la célula.

% Liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmico.

Por lo que se produce un aumento de calcio intracelular lo cual genera una

contraccion (Rendén, 2011).

Para ver como esta implicado el EMBPL sobre el bloqueo de canales de calcio,
al realizar la contraccion con KCI 80 mM se observa, en la gréfica 5, que el extracto
induce un efecto relajante significativo dependiente de la concentracion, siendo
menos potente al efecto inducido por el control positivo. Este resultado nos sugiere,

gue el mecanismo de accién puede estar relacionado con el bloqueo de canales de
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Ca?* de membrana de larga conductancia tipo L, que son los que se abren ante la

contraccion inducida por el potasio a altas concentraciones (Hipolito et al., 2011) .

-20 -

20 -

40 —

% Relajacion

60 —

80 -

1 —@— Nifedipina (E-)
100 { —@— KCI 80 mM (E-) + EMBPL

5

10" 10° 107 10" 10
EMBPL (ug/mL)

10°

Grafica 5. Efecto del EMBPL en la contraccién inducida por KCI 80 mM en anillos de aorta aislada

sin endotelio. Los datos son expresados como la media + EEM, n=6 (*P<0.05).

Con la finalidad de confirmar el mecanismo de accién que sigue el EMBPL,
como potencial blogueador de canales de calcio, se construyeron curvas
concentracion respuesta con CaClz en una solucién de Krebs libre de calcio,
observandose que el EMBPL, se opone a la contraccion de las diferentes diluciones
de CaClz,confirmando que el extracto se ve relacionado con el bloqueo de canales

de calcio dependientes de voltaje (Martinez 2004) (grafica 6).
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1004  —@—CaCl, (E-)
EMBPL (E-) 424 pg/mL

% Contraccion

CaCl, (pg/mL)

Grafica 6.Efecto del EMBPL en la contracciéon inducida por CaClz en anillos de aorta sin endotelio.

Los datos son expresados como la media + EEM, n=6 (*P<0.05).

7.7 Participacion de la via NO/GMPc

Con el interés de explorar otros mecanismos, se decidid observar si el efecto
es dependiente de factores derivados de endotelio, debido que el endotelio
desempefia un papel importante en la modulacion del tono vascular por medio de la
liberacion de NO, que se difunde a las células para producir relajacion, mediado por

el musculo liso en respuesta a la guanilato ciclasa.

Para ver si el efecto vasodilatador esta relacionado a un efecto de los
segundos mensajeros, los anillos de aorta fueron precontraidos con NA, pre-
incubando L-NAME (inhibidor del oxido nitrico sintasa) y ODQ (inhibidor de la
guanilato ciclasa). Como se muestra en la gréafica 7, el efecto vasodilatador inducido
por el extracto no se ve modificado, lo que nos permite descartar el aumento de
segundos mensajeros como GMPc y/o NO como mediadores del efecto
vasorrelajante del EMBPL (Suarez,2000).
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Grafica 7.Efecto vasorrelajante del EMBPL E- en presencia y ausencia de L-NAME y ODQ en
anillos de aorta aislada de rata sin endotelio. Los datos son expresados como la media £ EEM, n=6

(Sin cambios).

7.8 Participaciéon de canales de potasio

Los canales ionicos de K* tienen un papel importante en la regulacion del
estado contractil de las CMLV. Cuando hay una activacion de estos canales, se
produce una hiperpolarizacion de la membrana celular (relajacién vascular).Sin
embargo, una inhibicién despolariza la misma, desencadena la contraccién vascular
(Millesi, 2003).

Por otro lado, con el objetivo de ver la participacion de canales de potasio,
fueron pre-incubados los tejidos con un bloqueador inespecifico de canales de
potasio (TEA;5mM). Como podemos observar en la gréfica 8, no se ve implicada la
participacion de canales de potasio.Por lo tanto se corrobora que el mecanismo de

accion se debe a un bloqueo de canales de calcio.
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Grafica 8. Efecto vasorrelajante del EMBPL en presencia de TEA en anillos de aorta aislada de

rata en presencia de endotelio. Los datos son expresados como la media £ EEM, n=6 (Sin cambios).
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9.CONCLUSION
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Los estudios funcionales del EMBP indican que tiene un efecto
vasorrelajante significativo dependiente de la concentracion e independiente de la
presencia de endotelio, con un mecanismo de accion relacionado con el bloqueo de
canales de Ca?* en las células del musculo liso vascular, mientras tanto el EMBPL
mostro un efecto antagonista funcional sobre las contracciones inducidas con NA 'y
5-HT. Finalmente, la pre-Incubacién con TEA, ODQ y L-NAME no mostraron
cambios en el efecto relajante, indicando que la apertura de K *y el aumento de

segundos mensajeros como GMPc y/o NO estan involucrados.

Los resultados derivados de la presente investigacién, aportan la evidencia
que el EMBPL representa una fuente de obtencion de compuestos bioactivos que

puedan servir para el disefio de nuevos antihipertensivos.
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10.PERSPECTIVAS
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1.-Realizar el estudio fitoquimico biodirigido del EMBPL para poder separar los
metabolitos bioactivos del extracto metandlico de Prosthechea livida.

2.- Corroborar mediante bloqueadores especificos de canales de calcio si el
mecanismo es dirigido a bloqueo de canales de calcio tipo L.

3.-Evaluar el efecto antihipertensivo, en un modelo in vivo no invasivo en ratas SHR.
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