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El extracto acuoso de Viscum album induce la expresion
de las sintasas de Oxido nitrico inducible y endotelial en
corazon aislado y perfundido de cobayo. Evidencia del
mecanismo de vasodilatacién coronaria®

Fermin Alejandro Tenorio Lépez,* Leonardo del Valle Mondragén,* Gabriela Zarco Olvera,*
Juan Carlos Torres Narvaez,* Gustavo Pastelin Hernandez*

Resumen

Se evalué farmacolégicamente el efecto de un
extracto acuoso de Viscum album en el modelo
de corazon aislado y perfundido segln Langen-
dorff en corazones de cobayo macho normo-
tensos, registrandose la resistencia vascular co-
ronaria, la presion intraventricular izquierda, la
liberacion de 6xido nitrico en el liquido de per-
fusién, la produccién de guanosin monofosfato
ciclico en tejido ventricular y la expresion de las
sintasas de oOxido nitrico inducible y endotelial
por Western Blot, en ausencia y presencia de
bloqueantes e inhibidores tales como cloruro
de gadolinio 6 pM, Ne-nitro-L-arginina metil és-
ter 100 uyM y 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalina-1-ona 10 uM. Se observé que el
extracto acuoso de V. album induce un descen-
so significativo en la resistencia vascular coro-
naria, la cual cursa con incrementos sustancia-
les en la produccién de 6xido nitrico y guanosin
monofosfato ciclico. El analisis de la expresion
de las sintasas de 6xido nitrico indicé que el
extracto induce significativamente la expresion
de ambas isoformas en corazon de cobayo. Ta-
les efectos fueron inhibidos en presencia de los
bloqueantes e inhibidores respectivos. Asi, la
vasodilatacion de este extracto estd mediada
por la via oxido nitrico/guanilato ciclasa solu-
ble. Adicionalmente, el extracto ejerce un efec-
to inotrépico positivo mediado por tiramina por
un mecanismo de estimulacion f,-adrenérgica.

Summary

VisCUM ALBUM AQUEOUS EXTRACT INDUCESINDUCIBLE
AND ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASES EXPRESSION
IN ISOLATED AND PERFUSED GUINEA PIG HEART. EVIDENCE

OF THE CORONARY VASODILATION MECHANISM

The pharmacological effect of a Viscum album
agueous extract was evaluated on the Langen-
dorff isolated and perfused heart model in normo-
tense male guinea pig hearts. Coronary vascular
resistance, left intraventricular pressure, nitric ox-
ide release in the perfusion liquid, cyclic gua-
nosine monophosphate production, and analysis
of inducible and endothelial nitric oxide synthas-
es expression by Western Blot in ventricular tis-
sue were recorded in absence and presence of
blockers and inhibitors, such as 3 uM gadolinium
chloride, 100 pM Ne-nitro-L-arginine methyl ester
and 10 uM 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,2-a]quinoxalin-
1-one. V. album aqueous extract exerts a signifi-
cant decrease in the coronary vascular resistance,
which courses with significant increases in nitric
oxide and cyclic guanosine monophosphate pro-
duction. Analysis of the expression of both nitric
oxide synthases revealed that this extract signifi-
cantly induces the expression of both isoforms in
guinea pig hearts. These effects were inhibited by
the presence of blockers and inhibitors. The coro-
nary vasodilation induced by the extract is mediat-
ed by the nitric oxide/soluble guanylyl cyclase path-
way. In addition, this extract shows a positive
inotropic effect which that is tyramine-mediated by
means of ,-adrenergic stimulation.
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Introduccion

studios recientes estiman que existen en
E el mundo 600 millones de personas que

padecen hipertension arterial sistémica.
La hipertension promueve la aterosclerosis y la
enfermedad cardiovascular, ademéas de presentar
efectos deletéreos sobre las células endotelia-
les.*® La evidencia actual sugiere que la hiper-
tension, mediante incrementos del estrés oxida
tivo, causa dafio endotelial, lo cual genera
respuestas que rompen €l balance de los meca-
nismos de constriccion/dil atacion, proliferacion/
antiproliferacién, trombosis/antitrombosis y fi-
brindlisis/antifibrindlisis.>® Adicionalmente,
hay nuevas evidencias de que la inflamacion
sistémica desempefia un papel fundamental en
la patogénesis de enfermedades cardiovascula-
res en donde €l endotelio vascular desempefia
una funcion crucia en el control del flujo san-
guineo, de la homeostasis, la fibrindlisis y la
inflamacién, por lo que cambios en la funcién
endotelial podrian ser el fundamento de la aso-
ciacién entre lainflamacion y el riesgo de desa-
rrollar una enfermedad cardiovascular.”°
Lareajacion del masculo liso vascular es desen-
cadenada por una gran variedad de compuestos
end6genos y exégenos los cuales interactlian con
receptores especificoslocaizadosen lamembrana
celular de las cdlulas ddl musculo liso vascular, 0
bien, en e citoplasma, generando asi segundos
mensgjerosintrace ulares, loscuaesreducen € tono
del misculo liso vascular mediante mecanismos
gueincluyen: (1) lainhibicién delasintesisde un
agonista contréactil, (2) € bloqueo de receptores
gue median la contraccion del misculo liso vascu-
lar y (3) d cierre de canales de calcio localizados
en lamembrana plasmétical! Se ha visto que los
segundos mensgjeros intracelulares involucrados
en larelgjacion del musculo liso vascular son los
nucledtidos ciclicos adenosin monofosfato cicli-
co (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico
(GMP), generados por laactividad delas adenila-
to y guanilato ciclasas, respectivamente. 1213
Larelgjacion mediadapor GM Pc es activada por
Oxido nitrico (NO), € cual es un modulador pa-
racrino en diversos procesos fisiolégicos en sis-
temas tales como el cardiovascular, €l nervioso
y €l inmunet

El NO se generamediantelaconversion delalL-
arginina, en presencia de oxigeno molecular, a
L-citrulina y 6xido nitrico,'* con la participa-
cion de un sistema enzimatico denominado sin-
tasa de 6xido nitrico,* del cual existen 3 isofor-
mas:. (1) NOS 1, o sintasade éxido nitrico cerebral,
(2) NOS-2, o sintasade Oxido nitrico inducibley
(3) NOS-3, o sintasade 6xido nitrico endotelial .°
El blanco més importante del 6xido nitrico es la
guanilato ciclasasoluble (GCs),!+2%¢ [acua esuna
enzima que se expresa en € citoplasma de lama-
yoria de células del sistema cardiovascular,® en
donde e NO seunealaporcion hemo del dominio
de unién de la GCs, incrementando la concentra-
cion intracelular de GMPc.t™%° La via 6xido nitri-
co-guanilato ciclasa soluble (NO-GCs) es la res-
ponsable delarelgjacion del misculo liso vascular
producida por muchos agentes,'* incluyendo a ni-
trovasodilatadores, histamina, acetilcolina, estro-
genos, insulina, hormona liberadora de corticotro-
fina, polifenoles,® (-)-epicatequina,? querceting,?
crisina,® dagitaninos, y dfa-naftoflavona,® en-
tre otros, por |o que una blsqueda raciona de far-
macos con actividad vasorrelgjante aislados de
fuentes naturales podria representar una alternati-
va tergpéutica.

Viscum album L. (Loranthaceag), cominmente
conocido como muérdago, es una planta semipa
rasita siempre verde que se encuentra ampliamen-
te distribuidaalrededor del mundo. En €l marco de
la medicina tradicional, ha sido empleada en €
tratamiento delaepilepsiay ladermatitis en Euro-
pa. Posteriormente, sehaobservado que posee pro-
piedades vasodilatadoras, inotrépica negativa, se-
dantes antiespasmadicas, anticancerigenas y
antidiabéticas.??® Aunque sehareportado el aida
miento de al gunos de sus componentes quimicos,
% no existen reportes en la literatura que muestren
cudl esel mecanismo medianted cual extractosde
Viscum album L. gercen su efecto vasodilatador,
por lo que este estudio pretende dilucidar si €l
mecani smo de vasodilataci on de extractosde muér-
dago esta mediado por laviaNO/GCs.

Material y métodos

Obtencion del material vegetal

El material vegetal en estudio fue adquirido en el
Mercado de Sonorade la ciudad de México. Este
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fueidentificado y autentificado como Viscumal-
bum L. por laUnidad de Investigacion en Ecolo-
giaVegeta delaFacultad de Estudios Superiores
Zaragoza de la Universidad Nacional Auténoma
de México. Se separaron manualmente las hojas
y lostallos, y se lavaron con abundante agua co-
rriente. Posteriormente, fueron secadosen un hor-
no de secado (AN74, H.W. Andersen Products, Inc.,
Hawriver, North Carolina, USA) aunatemperatu-
ra de 35°C durante dos dias, rotando continua-
mente el material vegetal. Por separado, lostallos
y hojas fueron preservados en bolsas de papel
estraza, alas cuales se les incorpor6 un sobre de
telade fibrade vidrio con cloruro de calcio anhi-
dro grado ACS como agente secante (JT Baker,
Xaostoc, Estado de México, México). Una vez
obtenido el material vegetal en estudio, éste se
almacend es un lugar fresco y seco, protegido de
laluz, hasta su empleo.

Preparacion del extracto

Lashojassecasde ViscumalbumL. fueron tritu-
radasfinamente en un mortero de porcelana (Sig-
ma Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missouri,
USA). Doscientos gramos de hojas secas se ma-
ceraron con una mezcla extractiva de etanol-
agua (8:2 vol/vol) a temperatura ambiente du-
rante siete dias, monitoreando el avance de la
extraccién mediante cromatografiaen capafina.
El extracto se concentrd in vacuo en un evapo-
rador de pelicularotatorio (Evapotec 421-1655,
Haake Buchler, Berlin, Germany) hastaevapora-
cion total del etanol empleado en la extraccion.
El concentrado acuoso se filtr6 primero através
de gasa de algodoén y posteriormente con filtros
de membrana de ésteres mixtos de celulosa de
0.45 pm (Corning Glass Works, Corning, New
York, USA). Losfiltrados se preservaron envia-
les para criogenia de polipropileno (Corning
Costar Corporation, Cambridge, Massachusets,
USA) aunatemperaturade—70°C hastamomen-
tos antes de su uso.

Evaluacién farmacolégica

La actividad biodindmica del extracto acuoso
de Viscumalbum L., se evalué mediante la pre-
paracion de corazédn aislado y perfundido segiin
Langendorff3* en corazones aislados de cobayo
macho normotensos (900 a 950 g de peso corpo-
ral), previaautorizacion del Comité de Eticapara
el uso y cuidado de animales de experimenta-
cion de estainstitucion. Como liquido de perfu-
sién, se empled una disolucion Krebs-Hensel eit
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de composicion (mM): NaCl 117.8,
NaH,PO,*H.O 1.2, NaEDTA 0.027, KCI 6.0,
CaCl+2H,0 1.6, MgSO,*7H,0 1.2, NaHCO,
24.88 y dextrosa 5.55, a una velocidad de flujo
de 10 mL/min a una temperatura de 37°C y un
pH de 7.4, con saturacion de carbdgeno al 5%
(AgaGas, Tlanepantla, Estado de M éxico, Méxi-
co). El extracto se administré en bolos seriados
(5a35 L) mediante un dosificador (Hamilton,
Hamilton Company, Reno, Nevada, USA) adya-
cente a la canula de perfusion, referidos ambos
en laaortaascendente seguin Langendorff.* Bajo
estas condiciones, se midio lacontraccién intra-
ventricular izquierda, por insercion de un balén
de latex (Rubber) en el ventriculo izquierdo,
conectado aun transductor hidroneumético (Sta-
tham 7320, Statham Instruments Inc., Hato Rey,
Puerto Rico). Lapresion de perfusion coronaria
fue medida mediante un transductor de presién
(Gould P23ID, Gould Instruments, Cleveland,
Ohio, USA), referido en la aorta ascendente, a
nivel de los ostium derecho eizquierdo. Los re-
gistros respectivos se realizaron en un poligrafo
(Grass 79D, Grass I nstruments Co., Quincy, Mas-
sachusetts, USA). Lafrecuenciacardiacase man-
tuvo constante a 1 Hz mediante estimulacion
con un marcapaso epicardico ventricular (Grass-
SIU5, Grass Instruments Co., Quincy, Massachu-
setts, USA). Seregistré enformacontinuaun elec-
trograma auriculoventricular, empleando para
ello un osciloscopio (Tektronix 7904, Tektro-
nix Guernsey Ltd., Beaverton, Oregon, USA). El
efectoy laeficaciadelosfarmacos, fueron deter-
minados bajo un estudio de curvas dosis-respues-
tagradual y por infusion continua (0.3 mL/min)
a dosis sostenida. La resistencia vascular coro-
naria se calcul6 como larazon presion de perfu-
sién coronaria/flujo, segiin Langendorff.3*

Cuantificacion de NO

El 6xido nitrico fue medido en el perfusado de
las coronarias, por latécnicade Kelm,® bajo es-
pectrometriade UV-Vispor coeficiente de extin-
cion (411-401 nm) a temperatura ambiente en
un espectrémetro de doble haz (SLM-Aminco
DW2000, SLM-Instruments Inc., Urbana, Illi-
nois, USA).

Cuantificacion de GMPc

Segmentos ventriculares izquierdos de los gru-
pos de corazones estudiados, fueron congelados
répidamente en nitrégeno liquido una vez ter-
minada cada una de las series experimentales

www.archcardiolmex.org.mx
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realizadas. Estos, se pulverizaron mecénicamente
mediante un homogenizador de tejido (Polytron
16433J, Daigger, Vernon Hills, lllinois, USA) en
frio (0 a4°C), suspendidos previamente en una
disolucién a 5% de &cido tricloroacético. Los
homogenados obtenidos de esta manera, fueron
centrifugados a 1,500 rpm por gramo de tejido
durante 10 minutos a4°C. L os sobrenadantes se
recolectaron y se lavaron cinco veces con cinco
volUmenes de agua saturada con éter. Posterior-
mente, el éter fue eliminado bajo atmosfera de
nitrégeno. El contenido de GMPc se determind
en muestras acetiladas, segln los protocol os es-
tablecidos por el propio fabricante del kit de
deteccion utilizado en el estudio (Cyclic GMP
EIA Kit, Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michi-
gan, USA). Ladeteccionfuerealizadaa415 nm,
empleando para ello un espectrémetro con mé-
dulo lector de microplacas (Cary 4000, Varian,
Mulgrave, Victoria, Australia). La sensibilidad
del ensayo fue de 1.0 fmoles/mg de tgjido. Las
variaciones intraensayo resultaron ser menores
a 2.5%, con una confiabilidad de los resultados
del 99.71%.3¢

Evaluacién de la expresion de NOS-2 'y
NOS-3 por Western Blot

Las muestras de tegjido ventricular de corazones
de cobayo, fueron lavadas en disolucién amorti-
guadora de fosfatos (PBS) y posteriormente ho-
mogenei zadas en una disolucién amortiguadora
de lisis clorhidrato de 2-amino-2-hidroximetil-
1,3-propanodiol (TrissHCI) 50 mM, &cido etilen-
glicol-bis(2-aminoetil éter)-N,N,N’,N’ -tetraacéti-
co (EGTA) 0.1 mM, acido etilendiamino
tetraacético (EDTA) 0.1 mM, leupeptina100 mM,
fluoruro de fenilmetilsulfonio 1 mM, NP-40 a
1% (vol/val), dodecilsulfato de sodio (SDS) al
0.1%, &cido deoxicdlico a 0.1% y un ajuste de
pH de 7.5, segiin Shahy colaboradores.® Lacuan-
tificacién de proteinas en las muestras de tgjido
fuerealizadapor € método deLowry.® Serealiz6
un gel de poliacrilamida segin el método de Lae-
mmli,* paralo cual se utiliz6 como gel superior
una disolucién de acrilamida al 5% y como gel
inferior separador, unadisolucién al 7.5%. Laco-
rrida electroforética se realizd a 120 V durante
una hora. En cada electroforesis se incluy6 un
patron de peso molecular para NOS [LKB pan-
NOSMW, . Después de |a separacion electro-
foréticadelas proteinas, éstas fueron transferidas
aunamembranadenitrocelulosa (LKB 2117-250
Novablot) a 50 mA durante 16 horas. Una vez
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transferidas | as proteinas se procedié alacolora-
cién de la membrana de nitrocelulosa con una
disolucién de rojo Ponceau durante 15 minutos
para verificar s |la transferencia habia sido ade-
cuada. Posteriormente se decoloraron con agua
destilada. Seguidamente, se procedi6 a bloqueo
de la membrana con una disolucion de TBS-
Tween 20 a 0.1% y abldmina bovina a 4% du-
rante una hora atemperatura ambiente con agita-
cion continua. Antes de su empleo, las
membranas se incubaron por espacio de 2 horas
a temperatura ambiente. Posteriormente, éstas
fueron lavadas 3 veces con TBS, cadalavado se
efectud a temperatura ambiente y con 10 minu-
tos de agitacion continua. Se utilizaron conju-
gados anti-1gG de ratén parala NOS-2 y anti-
IgG de bovino para la NOS-3, diluidos 1:1000
en TBS-Tween 20 a 0.1%, los cuales seincuba-
ron por espacio de una hora a temperatura am-
biente con agitacién continua. El revelado se
realizé, primeramente, con una disolucion de
fluoresceina por nebulizacién y bajo luz ultra-
violeta (LKB 1101-5 UVLightTest). Posterior-
mente, selavé con aguadestiladay serealiz6 un
segundo revelado con una disolucién de 3,3-
diaminobencidina durante 10 minutos. La reac-
cion se detuvo con agua destilada.

Estudio cromatogr &fico

Para el estudio cromatogréfico cualitativo, se
emplearon cromatopl acas paracromatografiaen
capafinadealuminio recubiertas con gel desili-
ce GF,,, (Merck, Darmstadit, Germany), con reve-
lador para luz ultravioleta, de 25 mm de ancho
por 60 mm de alto y 0.25 mm de espesor. Tam-
bién, se empled una columna confeccionada en
vidrio borosilicato de alta resistencia (Pyrex),
de 12 mm de didmetro por 600 mm de alto, em-
pacada con gel de silice 60 para cromatografia
en columna (Merck México S.A., Naucalpan de
Juérez, Estado de México, México), con un ta-
mario de particulade 0.063-0.200 mm, disolven-
tesgrado analitico (Merck México S.A., Naucal -
pan de Juérez, Estado de México, México), tales
como acetato deetilo, éter etilico, n-butanol, iso-
propanol, etanol, metanol y acetonitrilo, ademas
de agua desionizada, obtenida de un desioniza-
dor (Simplicity, Millipore SAS, Molsheim, Fran-
ce). Seempl earon técnicas de revelado cromato-
grafico bajo luz ultravioleta, vapores de yodo y
reacciones quimicas especificas de 6xido-reduc-
cion y complejométricas coloridas, bajo un ana-
lisis tanto en capa fina como a la gota.
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Fig. 1. Efecto de un extracto acuoso de muérdago (Viscum album) sobre
la resistencia vascular coronaria.

Los datos corresponden a la media + el error estandar; n = 10 por grupo;
* P < 0.05 vs control.
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Fig. 2. Efecto sobre la produccion de éxido nitrico (NO).
Los datos corresponden a la media + el error estandar; n = 10 por grupo;
* P < 0.05 vs control.

Farmacos
Para este estudio, |os farmacos empleados fue-
ron;

« Dinitrato de isosorbida (ICN Biomedicals,
Aurora, Ohio, USA).

» Pentoxifilina (ICN Biomedicals, Aurora,
Ohio, USA).

FA Tenorio Lépez y cols.

¢ Digoxina (Sgma Chemical Co., &. Louis,
Missouri, USA).

¢ Cloruro de gadolinio (111) (Sgma Chemical
Co., S. Louis, Missouri, USA).

¢ Ne-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)
(Sgma Chemical Co., &. Louis, Missouri,
UsAh).

¢ 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-
ona (ODQ) (Sgma Chemical Co., . Louis
Missouri, USA).

¢ Citrato de sildenafil (SynFine Research, Ri-
chmond Hill, Ontario, Canada).

¢ Tiramina(ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA).

Estadistica
El andlisis estadistico empleado en este estu-
dio consistio en un andlisis de varianza de una
via, seguido de una pruebat de Student para
datos pareados,”® con una n = 10 por grupo y
unaP < 0.05.

Resultados

La evaluacion farmacolégica realizada al ex-
tracto acuoso de ViscumalbumL., en el mode-
lo de corazén aislado y perfundido segin Lan-
gendorff,* confirma que éste posee un efecto
vasodilatador coronario, cuando es infundido
continuamente a una concentracién de 0.1 pg/
mL en corazones de cobayo macho (Fig. 1),
pues se observa una disminucién estadistica-
mente significativa de la resistencia vascular
coronaria respecto al grupo control. Para co-
rrobar si dicho efecto es mediado por lalibera-
ci6én de 6xido nitrico, blogueamos inespecifi-
camente la sintesis de NO con L-NAME 100
uM,*#41 y una vez blogueda seguin se infiere
por el incremento en la resistencia vascular
coronaria, observamos que al infundir simul-
téneamente el extracto acuoso con L-NAME,
no se observa descenso en la presi6n de perfu-
sion coronaria. Paradilucidar si en este proce-
so de vasodilatacién participan los canales
iénicos activados por estiramiento* y otros
sistemas de lanzadera de este ion,*® decidimos
bloquear éstos con cloruro de gadolinio (111) 3
UM 434 observando que al bloquear esta via
se produce un incremento en laresistenciavas-
cular coronaria, el cual no serevierte a infun-
dir simultdneamente el extracto con cloruro
de gadolinio (111). Para evaluar si en el efecto
farmacol égico observado estaimplicadalavia
NO-GCs, empleamos ODQ 10 uM como blo-
gueador especifico de esta via.*®4” Una vez
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[GMPc] (pmoles/mg de tejido)

blogueada ésta, seguin se infiere por el incre-
mento en laresistencia vascular coronaria ob-
servada, el extracto de muérdago no es capaz
de revertir el efecto vasoconstrictor del ODQ.
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Fig. 3. Efecto sobre la produccién de GMPc en tejido ventricular de cora-
z6n de cobayo.
Los datos corresponden a la media + el error estandar; n = 10 por grupo;
* P < 0.05 vs control.
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Estos efectos observados en |a presion de perfu-
sién coronaria son consistentes con la produc-
cion de oxido nitrico, en donde €l extracto pro-
mueve una liberacion importante de este
mediador paracrino, viéndose abatida de un
modo considerable cuando se bloquean las vias
de sefializacién de éste con L-NAME 100 pM,
Gd* 3 uM y ODQ 10 uM, respectivamente, en
donde el extracto no es capaz de restaurar lali-
beracién de NO cuando sus vias de sefializacion
se encuentran bloqueadas (Fig. 2), siendo el NO
liberado en €l endotelio vascular coronario un
mediador para la produccién de GMPc, la cua
esincrementada sustancialmente por lainfusion
continuadel extracto deViscumalbumL.,y dis-
minuidade manerasustancial con L-NAME 100
UM, Gd* 3 uM y ODQ 10 uM, en donde lainfu-
sién simultanea del extracto acuoso con alguno
delosbloqueadores anteriormente sefialados, no
es capaz de incrementar laliberacion del segun-
do mensajero GMPc (Fig. 3).

El andlisis por Western Blot de tejido ventricu-
lar de corazones de cobayo, mostrd la presencia
de dos proteinas con un peso molecular de 135y
140 kDa, las cuales fueron reconocidas, respec-
tivamente, por el anticuerpo especifico contra
NOS-2y NOS-3. El inmunaobl otting marcado con
los sueros anti-1gG de ratén para NOS-2 y anti-
IgG bovino para NOS-3, mostré en cada caso,
gue la administracion del extracto, a una dosis
de 450 g, induce la expresion tanto de NOS-2
como de NOS-3 (4.6487 'y 7.8917 veces sobre el
control, respectivamente), seglin se observa en
los resultados mostrados en la Figura 4.

El extracto acuoso de muérdago genera un des-
censo en laresistencia vascular coronaria signi-
ficativamente mayor al observado con farmacos
vasodilatadores empleados en la préactica clini-
ca (dinitrato deisosorbida, pentoxifilinay citra-
to de sildenafil) y con un sesquiterpeno aislado
de Magnolia grandiflora, €l vulgarenol,* seglin
se muestraen laFigura 5.

En laliteratura especializada,?®-*2 se ha repor-
tado que el extracto acuoso de V. album L.,
gjerce un efecto inotrépico negativo. Los es-
tudios de reactividad quimica selectiva cuali-
tativa muestran que el extracto contiene fla-
vonoides glicosilados, flavonoides, terpenos,
sesquiterpenos, polifenolesy tiramina (Tabla
1), por lo que decidimos evaluar el efecto del
extracto sobre la presion de perfusién corona-
ria, observado que, bajo un modelo de cora-
z6n aislado y perfundido segin Langendorff3*
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en infusion continua a una concentracion de
0.1 pg/mL, se observa un efecto inotrépico
positivo, en comparacion con el grupo con-
trol (Fig. 6), el cual es un efecto dosis-depen-
diente, siendo maximo a una dosis de 25 ug y
comparable al observado con un estandar de
tiramina, aungue no tan eficaz como el efecto
inotrépico positivo ejercido por la digoxina,
un digitalico empleado en la préctica clinica
para el tratamiento de la insuficiencia cardia-
ca congestiva (Fig. 7).

Presion de perfusion coronaria

15 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentracion de extracto (ug)
—a— Control —8— Vulgarenol —e— Pentoxifilina
—e— Muérdago —— Sildenafil —— |sosorbida

Fig. 5. Comparacion del efecto vasodilatador coronario de un extracto
acuoso de muérdago (Viscum album) con farmacos vasodilatadores.
Los datos corresponden a la media * el error estandar; n = 10 por grupo;
* P < 0.05 vs control.

FA Tenorio Lépez y cols.

Discusion

Laevaluacion farmacol égicarealizada a extrac-
to acuoso de Viscumalbum L. permite establecer
gue el extracto posee propiedades vasodilatado-
ras anivel del endotelio coronario. Dicho efecto
es més eficaz a generado por € dinitrato de iso-
sorbida, la pentoxifiling, €l citrato de sildenafil y
el vulgarenol, cursando con incrementos sustan-
cialesenlaliberacion del mediador paracrinoNO,
del segundo mensgjero GMPc y de la expresion
de las sintasas de 6xido nitrico inducible (NOS-
2) y endotdlia (NOS-3), respectivamente.

Por los resultados obtenidos, puedeinferirse que
la vasodilatacion a nivel del endotelio corona
rio causada por el extracto acuoso de muérdago
es un proceso calcio-dependiente, observando-
se ademas una producci6n incrementada de 6xi-
do nitrico, e cual activa a la guanilato ciclasa
soluble, incrementandose asi la concentracion
de GMPc, por lo que este efecto vasorrelgjante
esta mediado por laviaNO-GCs.
Adicionalmente, en afios recientes se ha repor-
tado que metabolitos secundarios aislados y
purificados de varias plantas,®? poseen pro-
piedades vasodilatadoras mediadas en gran
medida por la via NO-GCs, por lo que se ha
propuesto que algunos de ellos actiien como
inhibidores selectivos de la fosfodiesterasa de-
pendiente de GMPc (fosfodiesterasa 3),% por lo
gue estos compuestos podrian representar afu-
turo alternativas terapéuticas en el tratamiento
delahipertensiény otras afecciones cardiovas-
culares, haciendo quelainvestigacion en el érea
de los productos naturales sea un area en cre-
ciente expansion.

Un hallazgo particularmente interesante en este
trabajo es el inotropismo positivo mostrado por
el extracto acuoso de muérdago en el modelo de

Tabla I. Pruebas cualitativas de reactividad quimica selectiva para la identificacion de compuestos activos en el extracto acuoso de

Viscum album L.

Prueba Compuesto que identifica Resultado
Reaccion de Carr-Price“® Flavonoides glicosilados (+) positivo
2-difenilacetil-1,3-indandiona-1-

hidrazona en medio acido fuerte*’ Flavonoides (+) positivo
Bencidina en medio 4cido moderado*® Terpenos (+) positivo
Zinc y azul de metileno en medio

moderadamente acido*® Sesquiterpenos (+) positivo
Aldehido cindmico*® Polifenoles (+) positivo
Cloruro de oro (lll) y rodamina base

S1 en medio &cido moderado®®4° Tiramina (+) positivo

www.archcardiolmex.org.mx
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Fig. 6. Efecto de un extracto acuoso de muérdago (Viscum album) sobre
la presion intraventricular izquierda.

Los datos corresponden a la media + el error estandar; n = 10 por grupo;
* P < 0.05 vs control.

corazon aislado y perfundido seguin Langendor-
ff,% & cual estd mediado principa mente por ti-
ramina, cuyo efecto inotrépico positivo causa
do por una estimulacion f,-adrenérgica, esta
plenamente demostrado. 5%
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Fig. 7. Comparativo entre el efecto inotrépico positi-
vo de extractos acuosos de Viscum album y digoxina.
Los datos corresponden a la media + el error estandar;
n = 10 por grupo; * P < 0.05 vs control.

Conclusion

El efecto vasodilatador coronario gjercido
por el extracto acuoso de Viscum album L.
esta mediado esencialmente por la via NO-
GCs, encontrandose ademas un efecto inotro-
pico positivo, el cual es causado por tiramina
mediante un mecanismo de estimulacion f3,-
adrenérgica.

Referencias

1. CruicksHank JK: Worldwide prevalence, aware-
ness, treatment and control of hypertension. Jour-
nal of Hypertension 2004; 22: 21-24.

2. VELAzZQUEZ-MonRoY O, Rosas-PeraLTA M, LARA-
EsqQuUEDA A, PasTELIN-HERNANDEZ G, Grupo ENSA
2000, ATTiE F, TAPIA-ConYER R: Hipertension ar-
terial en México: Resultados de la Encuesta Na-
cional de Salud (ENSA) 2000. Archivos de Car-
diologiade México 2002; 72(1): 71-84.

3. Lroyp-Jones DM, Evans JC, LaArRoN MG, LEvy D:
Treatment and control of hypertension in the com-
munity: a prospectiveanalysis. Hypertension 2002;
40: 640-646.

4. TomLinsoN W, Owen KR, CrLose CF: Treating
hypertension in diabetic nephropathy. DiabetesCare
2003; 26(6): 1802-1805.

5. Perine CJ: Systemic hypertension and coronary
artery disease. American Journal of Cardiology
1998; 82(3A): 21H-24H.

6. FabLYY,Zaresa W, MossAJ, MARDER VJ, SPARKS
CS, MiLLErR-WATELET LF, CarroLL ER: History of
hypertension and enhaced thrombogenic activity

in postinfarction patients. Hypertension 2003; 41.:
943-949.

7. CuLaxToN CR, BrRanps MW: Nitric oxide opposes
glucose-induced hypertension by suppressing sym-
pathetic activity. Hypertension 2003; 41 274-278.

8. CHIA S, QapaN M, NEwToN R, LubLam CA, Fox K,
Newsy DE: Intra-arterial tumor necrosisfactor-a
impairs endothelium-dependent vasodilatation and
stimulates local tissue plasminogen activator re-
|leasein humans. Arteriosclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology 2003; 23: 695-701.

9. Lip GYH: Hypertension, platelets, and the endo-
thelium: the “ thrombotic paradox” of hyperten-
sion (or “ Birmingham paradox” ) revisited. Hy-
pertension 2003; 41: 199-200.

10. BiepermANN BC: Vascular endothelium: checkpo-
int for inflammation and immunity. Newsin Phy-
siological Science 2001; 16(4): 84-88.

11. CarvaiaL JA, GERMAIN AM, Huibosro-Toro JP,
WEINER CP: Molecular mechanism of cGMP-me-
diated smooth muscle relaxation. Journal of Ce-
Ilular Physiology 2000; 184: 409-420.

Vol. 76 Namero 2/Abril-Junio 2006:130-139



138

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

SoperLING SH, Beavo JA: Regulation of cAMP
and cGMP signaling: new phosphodiesterasesand
new functions. Current Opinion in Cell Biology
2000; 12: 174-179.

Lucas KA, Pitarl GM, KazerouNiaN S, Ruiz-
StewART |, Park J, ScHuLz S, CHePenik KP, WALD-
MAN SA: Guanylyl cyclasesand signaling by cyclic
GMP. Pharmacol ogicd Reviews2000; 52: 375-413.
Moncabpa S, Hices A, FurcHcoTT R: XIV Interna-
tional Union of Pharmacology. Nomenclaturein
thenitric oxideresearch. Pharmacological Reviews
1997; 49(2): 137-142.

WANDEHENNE D, PucIN A, KLEssic DF, DURNER J:
Nitric oxide: comparative synthesisand signaling
inanimal and plant cells. TRENDSin Plant Science
2001; 6(4): 177-182.

QuiGNARD JF, FRAPIER IM, HARRICANE M C, ALBAT
B, NarceoT J, RicHARD S: Voltage-gated calcium
channel currents in human coronary myocytes.
Regulation by cyclic GMP and nitric oxide. Jour-
nal of Clinical Investigation 1997; 99: 185-193.
IenarrO LJ: Nitric oxide: a unique endogenous
signaling molecule in vascular biology (Nobel
Lecture). Angewandte Chemie International Edi-
tion 1999; 38: 1882-1892.

FurcHcoTT RF: Endothelium-derived relaxing fac-
tor: discovery, early studies, and identification as
nitric oxide (Nobel Lecture). Angewandte Chemie
International Edition 1999; 38: 1870-1880.
Murap F: Discovery of some biological effects of
nitric oxide and its role in cell signaling (Nobel
Lecture). Agewandte ChemieInternational Edition
1999; 38: 1856-1868.

NbiaYE M, CHATAIGNEAU T, ANDRIANTSITOHAINA R,
SrocLeT JC, ScHini-KerTH V B: Red wine polyphe-
nols cause endothelium-dependent EDHF-media-
ted relaxationsin porcinecoronary arteriesviaa
redox-sensitive mechanism. Biochemical and Bio-
physical Research Communications 2003; 10(2):
371-377.

Huang Y, CHAN NW, Lau CW, Y a0 XQ, CHAN FL,
CHeN ZY': Involvement of endotheliunvnitric oxide
invasorelaxation induced by purified greentea (-
)-epicatechin. Biochimicaet BiophysicaActa1999;
1427(2): 322-328.

DuaRTE J, PErez-PaLENCIA R, VARGAS F, OceTE MA,
Perez-Vizcaino F, ZarzueLo A, Tamarco J: Anti-
hypertensive effects of the flavonoid quercetiniin
spontaneously hypertensive rats. British Journal
of Pharmacology 2001; 135(1): 117-124.
DuarTE J, JIMENEZ R, VILLAR |C, PEREZ-VIZCAINO
F, Jmenez J, Tamarco J: Vasorelaxant effects of
thebiflavonoid chrysininisolated rat aorta. Plan-
taMedica2001; 67(6): 567-569.

MuLLeN W, McGinN J, Lean ME, MacLean MR,
GaRrDNER P, DuTHIE GG, Yokota T, CrozIEr A:
Ellagitannins, flavonoids, and other phenolicsin
red raspberriesand their contribution to antioxi-

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

35.

36.

37.

FA Tenorio Lépez y cols.

dant capacity and vasorelaxation properties. Jo-
urnal of Agricultural and Food Chemistry 2002;
50(18): 5191-5196.

CHenG YW, Li CH, Lee CC, Kanc JJ Alpha-na-
phtoflavone induces vasorelaxation through the
induction of extracellular calciuminflux and NO
formation in endothelium. Naunyn Schmiedeberg’s
Archiv fur Pharmakol ogie 2003; 368(5): 377-385.
Fukunaca T, Kaakawa |, NisHiya K, WATANABE Y,
TAakeva K, ITokawa H: Sudies of the constituents
of the european mistletoe, ViscumalbumL. Che-
mical and Pharmaceutical Bulletin 1987; 35(8):
3292-3297.

GraY AM, FLATT PR: Insulin-secreting activity of
the traditional antidiabetic plant Viscum album
(mistletoe). Journal of Endocrinology 1999; 160:
409-414.

ADsERsEN A, ApserseN H: Plants from Reunion |s-
landwith allegued antihypertensveand diuretic effects
— an experimental and ethnobotanical evaluation.
Journal of Ethnopharmacology 1997; 58: 189-206.
SamueLsson G: Phytochemical and pharmacolo-
gical studieson ViscumalbumL. I. Viscotixin, its
isolation and properties. Svensk Farmaceutisk
Tidskrift 1958; 62(8): 169-189.

SamuELssoN G: Phytochemical and pharmacologi-
cal studieson ViscumalbumL. I1. Improvements of
theisolation method for viscotoxin. Svensk Farma-
ceutisk Tidskrift 1959; 63(16): 415-425.

WaGNER H, FeIL B, SeLiemann O, PeTricic J, Ka-
LOGJERA Z: Phenylpropanesand lignans of Viscum
album cardioactive drugsV. PlantaMedica 1986;
2:102-104.

DeLiormAN D, CaLis |, Ercun F, Sonmez B, Ke-
MAL-BaHARALIOGLU C, Kanzik |: Sudies on the
vascular effects of the fractions and phenolic com-
pounds isolated from Viscum album ssp. album.
Journal of Ethnopharmacology 2000; 72: 323-329.
DeLiormAN D, Catis |, ErRcun F: A new acyclic
monoter pene glucoside from Viscum album spp.
album. Fitoterapia2001; 72(2): 101-105.

. DoriNG H, DenNerT H: Theisolated perfused heart

according to Langendorff. Friburgo de Brisgovia,
Biomesstechnik-Verlag, 1988: 1-70.

KeLm M, ScHraber J: Nitric oxiderelease fromthe
isolated guinea pig heart. European Journal of
Pharmacol ogy 1988; 155(3): 317-321.

Hacen V, Benbic J, FRINGS S, EckARDT T, HELM S,
ReuTer D, Kaurp UB: Highly efficient and ultra-
fast phototriggers for cAMP and cGMP by using
long-wavelength UV/Vis activation. Agewandte
Chemielnternational Edition 2001; 40: 1046-1048.
SHaH V, HabpaD FG, Garcia-CARDENA G, Fran-
cos JA, MenNoNE A, GrRoszMANN RJ, Sessa WC:
Liver sinusoidal endotelial cells are responsible
for nitric oxide modulation of resistance in the
hepatic sinusoids. Journal of Clinical Investiga-
tion 1997; 100: 2923-2930.

www.archcardiolmex.org.mx



Efectos del extracto acuoso de Viscum album

38.

39.

40.

41.

42.

43.

45,

46.

Lowry OH, RoseBroucH NJ, FARR AL, RANDALL
RJ: Protein measurement with the Folin phenol
reagent. Journal of Biological Chemistry 1951;
193: 265-275.

LaemmLi UK: Cleavege of structural proteinsdu-
ring the assembly of the head of bacteriophage
T4. Nature 1970; 227: 680-685.

Box G, HunTer W: Estadistica para Investigado-
res: Introduccion al Disefio de Experimentos,
Analisisde Datosy Construccion de Modelos. 3a
Ed. México. Reverté, 1999: 345-580.

Ogst M, GrossV, JANKE J, WELLNER M, SCHNEIDER
W, Lurt FC: Pressure natriuresis in AT, recep-
tor-deficient mice with L-NAME hypertension.
Journal of the American Society of Nephrology
2003; 14: 303-310.

SuARrez J, Torres C, SANCHEZ L, DEL VALLE L, Pas-
TELIN G: Flow stimulates nitric oxide release in
guineapig heart: role of stretch-activatedion chan-
nels. Biochemical and Biophysical Research Com-
munications 1999; 261.: 6-9.

NicoList AC, Kwok CS, ContNEY SJ, OLINGER GN,
Bosnaak ZJ: Gadolinium prevents stretch-media-
ted contractile dysfunction in isolated papillary
muscles. American Journal of Physiology-Heart and
Circulatory Physiology 2001; 280: H1122-H1128.

. LamBERTS RR, VAN RiZEN MHP, Sirkema P, FrRAN-

seN P, Sys SU, WEesterHor N: Increased coronary
perfusion augmentscardiac contractilityintherat
through stretch-activated ion channels. American
Journal of Physiology-Heart and Circulatory Phy-
siology 2002; 282: H1334-H1340.

Gui-RonG L, BaumcearteEN CM: Modulation of
cardiac Na+ currents by gadolinium, a blocker of
stretch-induced arrhythmias. American Journal of
Physiology-Heart and Circulatory Physiology
2001; 280: H272-H279.

FeeLiscH M, Kotsonis P, Sieee J, CLEMENT B, Sch-
mipT H: The solubleguanylyl cyclaseinhibitor 1H-

47.

49.

50.

51.

52.

53.

55.

139

[1,2,4] oxadiazol o-[4,3-a] quinoxalin-1-one is a
nonsel ective heme protein inhibitor of nitric oxide
synthase and other cytochrome P-450 enzymes
involved in nitric oxide donor bioactivation. Mole-
cular Pharmacology 1999; 56: 243-253.

ELuis JL: Role of soluble guanylyl cyclase in the
relaxations to a nitric oxide donor and to nona-
drenergic nerve stimulation in guinea pig trachea
and human bronchus. Molecular Pharmacology
1997; 280: 1215-1218.

. DEL VALLE-MONDRAGON L, TENORIO-LOPEZ FA,

Torres-NARVAEZ JC, ZARcO-OLVERA G, PASTELIN-
HernANDEZ G: Estudio delos extractos de Magno-
lia grandiflora sobre el masculo cardiaco de co-
bayo. Archivos de Cardiologia de México 2004;
74(2): 108-117.

Linskens HF, Jackson JF: Liquid chromatography
in plant sciences. Berlin, Springer-Verlag, 1987:
25-35, 56-90, 121-200.

KiwaLTH R, Kimari O: Sart of the nuclear magnetic
resonance. New Y ork, D’ Evan Nostrand, 1988: 234.
TaTtsiME-OHI K, HivamoTo Y: Functional analysis.
New Y ork, Shendo, 1989: 7-51.

FeicL F, ANGER V: Pruebas a la gota en analisis
organico. México, El Manual Moderno, 1978; 772.
RucksTtuHL M, BEreTz A, ANTON R, LANDRY Y': Fla-
vonoids are sel ective cyclic GMP phosphodieste-
raseinhibitors. Biochemical Pharmacology 1979;
28: 535-538.

. ScotT HJ, DonaLD PG, FuLLEr WR: In vivo car-

diovascular responses to isoproterenol, dopami-
ne and tyramine after prolonged infusion to iso-
proterenol. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics 1984; 231(3): 633-639.
KoeayasHl M, SHimoTtorl M, CHiea S: Direct effects
of catecholamines and tyramine on sinoatrial con-
duction in isolated and blood-pefused dog atria.
Japanese Heart Journal 1984; 25(2): 195-205.

Vol. 76 Namero 2/Abril-Junio 2006:130-139



