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Efecto de un extracto estandarizado de Zuccagnia punctata y productos
fitoterapicos obtenidos del mismo sobre la funcion vascular en un modelo de
hipercolesterolemia temprana

RESUMEN

Antecedentes: Dentro de los factores de riesgo cardiovascular (FRCV), la hipercolesterolemia
es considerada la causa mas frecuente de enfermedad coronaria y da inicio a un proceso de
disfuncién vascular caracterizado por alteraciones estructurales y funcionales que incluyen en
su génesis estrés oxidativo y procesos inflamatorios. Estudios clinicos recientes evidencian
que algunos compuestos fitoterapicos mejorarian los procesos fisiopatoldgicos de la
hipercolesterolemia. En este sentido, se ha demostrado que los flavonoides tienen efectos
benéficos sobre la funcidén vascular por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. En
estudios previos desarrollamos un modelo experimental de hipercolesterolemia inducida por
una dieta rica en colesterol al 1% (DH) caracterizado por disfuncién endotelial e incremento
de la respuesta contractil a angiotensina Il (Ang Il) inducida por la liberacion de metabolitos
vasoconstrictores, proceso mediado por la enzima ciclooxigenasa (COX). Asimismo, se ha
demostrado in vitro que Zuccagnia punctata (Zp), especie endémica argentina rica en
flavonoides, tiene un efecto antioxidante y antiinflamatorio inhibidor de la COX. Teniendo en
cuenta estos antecedentes el objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de un extracto
estandarizado de Zp (ZpE) y productos fitoterapicos presentes en el mismo sobre la funcion
vascular en un modelo de conejo con hipercolesterolemia. Metodologia y Resultados: A) Se
elabor6 un extracto hidroalcohdlico (ZpE) a partir las partes aéreas de Zp (hojas y tallos) y se
lo estandarizd quimicamente. Los principales flavonoides presentes en ZpE fueron: 2°,4°,-
dihidroxichalcona (DHC), 2°,4"-dihidroxi-3"-metoxichalcona (DHMC), 7-hidroxiflavanona
(HF), vy 3,7-dihidroxiflavona (DHF). Se caracteriz6 el efecto in vitro del ZpE y sus
principales flavonoides sobre la reactividad vascular en arterias de conejos alimentados con
dieta control (DC) y DH durante 6 semanas. Se observo: efecto vasorelajante del ZpE y sus
principales flavonoides (DHC, HF y DHF) dependiente de la concentracion, efecto sobre la
relajacion a acetilcolina (Ach) en arterias de animales con DH que depende del compuesto

estudiaddo 'y su concentracion (DHC 10° M mejora la  relajacion



maxima, mientras que todas las concentraciones del ZpE y HF y las concentraciones mas
bajas de DHC y DHF mejoran la sensibilidad a la Ach), efecto inhibidor de la respuesta
contractil a Ang Il enel grupo DH (concentraciones altas del ZpE, DHC y DHF actdan como
antagonistas no competitivos, mientras que concentraciones bajas se comportan como
antagonistas competitivos). B) Se caracterizo el efecto in vivo de la administracion oral de
ZpE. Se realizd un estudio de dosis efectiva en animales alimentados con DC (2,5 - 5- 10 mg
EAG/dia). Se selecciond la dosis de 2,5 mg EAG/dia y se administré a animales con DH. Se
observd: disminucion en los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos, presion arterial
media, glutamato-oxalacetato transaminasa y bilirrubina; mejora en los parametros de estrés
oxidativo, hematocrito, nimero de leucocitos, alteraciones histologicas (relacion intima/media
y el area sudanofilica) y de la funcién endotelial (aumento de la respuesta relajante a la Ach) y
la funcion vascular (reduccion de la respuesta contractil a Ang Il y noradrenalina).
Conclusion: El ZpE rico en flavonoides tiene efectos benéficos sobre la funcion vascular a
través de mecanismos vasodilatadores y antagonistas de la Ang Il, sumado a su propiedad
hipocolesterolémica cuando es administrado oralmente. Estos hallazgos validan
cientificamente el uso del ZpE como producto fitoterdpico para la prevencion de FRCV

relacionados con la hipercolesterolemia y la disfuncién endotelial.
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ABREVIATURAS

o ABCG5/8: proteinas transportadoras de unién a adenosina trifosfato
o ACAT: Acil-CoA:colesterol aciltransferasa

o Ach: Acetilcolina

o Ang Il: Angiotensina Il

o Apo-B48: Apolipoproteina B-48

o CCR: Curva concentracion respuesta

o CE: Célula endotelial

o CFF: Compuestos fendlicos flavonoides

o CFNF: Compuestos fendlicos no flavonoides

o CFT: Compuestos fenolicos totales

o CL: Colesterol libre

o CT: Colesterol total

o CEPT: Proteina de transferencia de éster de colesterol
o COX: Enzima ciclooxigenasa

o COX-2: Enzima ciclooxigensa inducible

o DC: Dieta control

o DC-ZpE;s: Grupo dieta control + ZpE (2,5 mg EAG/dia)
o DC-ZpEs: Grupo dieta control + ZpE (5 mg EAG/dia)
o DC-ZpEjy: Grupo dieta control + ZpE (10 mg EAG/dia)
o DGAT: Diacilglicerol aciltransferasa

o DH: Dieta hipercolesterolémica al 1%

o DHC: 2",4"-dihidroxichalcona

o DHF: 3,7-dihidroxiflavona

o DHMC: 2" ,4"-dihidroxi-3"-metoxichalcona

o DH-Ro0,5: Grupo DH + rosuvastatina (2,5 mg EAG/dia)
o DH-Zp,E;s: Grupo DH + ZpE (2,5 mg EAG/dia)

o DMSO: Dimetilsulfoxido

o E: Endotelio

o EAG: Equivalentes de &cido galico

o EC: Enfermedad cardiovascular

o Eco: Ester de colesterol

o ECV: Enfermedad cardiovascular



ECso: Concentracion necesaria para alcanzar la mitad de la Rmax
ERO: Especies reactivas del oxigeno

FRCV: Factor de riesgo cardiovascular

GOT: Glutamato oxalacetato transaminasa

GPT: Glutamano piruvato transaminasa

GR: Glébulos rojos

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

IDL-C: Colesterol unido a lipoproteina de alta densidad
He&E: Hematoxilina-Eosina

HF: HF: 7- hidroxiflavanona

HMGR: 3-hidroxi-3- metil-glutaril-CoA reductasa

Hto: Hematocrito

IDL-C: Colesterol unido a lipoproteina de densidad intermedia
LDL-C: Colesterol unido a lipoproteina de baja densidad
LDLr: Receptor de LDL-C

LDLox: LDL-C oxidada

LP: Lipasa pancreatica

LPL: Lipoproteina lipasa

LOX: Lipoxigenasa

LXR: Receptores nucleares LX

NA: Noradrenalina

NP: Nitroprusiato de sodio

NPC1L1: Transportador Niemann-Pick C1-like 1

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

MBC: Membrana del borde en cepillo

MLV: Musculo liso vascular

MTP: Proteina de transferencia microsomal de triglicéridos
O;": Anidn superdxido

"OH: Radical hidroxilo

PAM : Presion arterial media

PECso: Logaritmo negativo de ECsg

Phe: Fenilefrina

QM: Quilomicrones



o

RE: Reticulo endoplasmético

Rmax: Respuesta maxima

SR-B1: receptor captador hepatico

SREBP: Proteinas de union a elementos reguladores de esteroles
TBA: Acido tiobarbitrico

TCA: Acido tricloroacético

TG: Triglicéridos

VLDL-C: colesterol unido a lipoproteina de muy baja densidad
ZpE: Extracto estandarizado de Zuccagnia punctata

Z. punctata: Zuccagnia punctata
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ANTECEDENTES

1- LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades cardiovasculares
(ECV) son una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Se estima que 17,7
millones de personas murieron a causa de ECV en el afio 2017, lo que representa el 31% de
todas las muertes en el mundo. De estas, se estima que 7,4 millones fueron debidas a
enfermedades coronarias y 6,7 a accidentes cerebrovasculares, lo que representa el 80% de las
muertes por ECV. De continuar esta tendencia, el nimero de muertes por ECV podria llegar a
23,3 millones en 2030. La mayoria de las ECV tiene como factores de riesgo a la
hipercolesterolemia, el tabaquismo, las dietas no saludables, la inactividad fisica, la presion
arterial elevada, la obesidad y la diabetes (OMS, 2017).

1.1- La hipercolesterolemia como factor de riesgo cardiovascular

La enfermedad coronaria es la ECV mas comin (OMS, 2017). Los estudios
epidemioldgicos, clinicos, genéticos y experimentales indican que la hipercolesterolemia es la
causa més frecuente de enfermedad coronaria (Karnik, 2001). Se caracteriza por la presencia
de niveles elevados de colesterol total (CT; > 200 mg/dl) y de colesterol unido a lipoproteinas
de baja densidad (LDL-C) en la sangre. EIl colesterol elevado causa el 18 % de la
enfermedad cerebrovascular y el 59 % de la enfermedad coronaria, explicando el 7,9 % de
todas las muertes (OMS, 2001). En Argentina, la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo
(2015) muestra entre el afio 2005 y 2013 un aumento del 27,9 al 29,8 % de la poblacion que
presenta valores de colesterol elevado en sangre, sin diferencias entre ambos sexos.

La aterosclerosis es un proceso degenerativo de los vasos sanguineos que
comienza con el depdsito de lipoproteinas y células inflamatorias en la pared arterial con
formacion de estrias grasas (formadas por macréfagos saturados de lipidos y células
musculares lisas de la pared arterial) que progresan a placas complejas (con centro necrético
lipidico y capa externa fibrosa). Posteriormente estas placas se pueden romper, induciendo la
formacion de trombos y dando lugar a la sintomatologia clinica de la ECV (Badimon y
Vilahur, 2012).

Dentro del concepto actual de continuum cardiovascular, debemos considerar que
los factores de riesgo cardiovascular (FRCV) tales como dislipidemias, hipertension arterial,
diabetes, tabaquismo y obesidad, son los responsables del inicio de un proceso de disfuncion

vascular que puede progresar hacia la aterosclerosis, la necrosis miocardica y el fallo cardiaco
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(Dzau y col, 2006). Las alteraciones fisiopatoldgicas producidas durante la
hipercolesterolemia, incluyen estrés oxidativo, procesos inflamatorios (Serrano y col., 2001) y
remodelado vascular, como respuesta a la injuria vascular. Esto sucede por la presencia de
niveles elevados de CT y LDL-C que predispone a la acumulacion de lipidos en la pared
vascular desencadenando un proceso degenerativo de los vasos sanguineos que comienza con
la oxidacion de las LDL-C (Fig. 1). Estas LDL-C oxidadas (LDLox) activan al endotelio
vascular originando la expresion de moléculas de adhesidon, citoquinas y factores de
crecimiento que inician el reclutamiento de células proinflamatorias e interrelacionan los
distintos tipos celulares que intervienen en la formacion de la placa. Seguidamente se produce
una acumulacion lipidica en los macréfagos dando lugar a la formacion de células espumosas;
y finalmente ocurre la proliferacion y migracion de las células musculares lisas hacia la intima
arterial. Todo esto lleva al progreso de la placa aterosclerética, conduciendo finalmente a la

oclusién del lumen arterial (Tegos y col., 2001).

T ‘c;i\'u'iin

Factoresde () ; G h“f]_w
crecimiento de 3 3 K +® necrotico
dtoquinas 2

v " X ® : -~
Activadin ® DR
Endotelial { diferenciacidn P

Macrozahb

=
Inicio de la lesion Estria grasa Placa fibrosa Tr OIIlbOblS

Fig. 1: Remodelado vascular progresivo (modificado de Steinly Kaufmann, 2015).

La funcion endotelial depende en gran medida del balance entre los agentes
vasoconstrictores y vasodilatadores que el endotelio produce y libera hacia la circulacion y
hacia el masculo liso. El 6xido nitrico (NO) es el principal metabolito vasodilatador que se

libera en respuesta al estrés mecanico que produce el flujo sanguineo (Zhao y col., 2015). La
3
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acumulacion de lipidos en la pared vascular durante la hipercolesterolemia produce disfuncion
endotelial, afectando la liberacion y con ello, la biodisponibilidad de NO aln antes de la
formacién de la placa ateromatosa (Sorensen y col., 1994; Jerez y col., 2008).

La disminucion de los niveles de colesterol en el suero da como resultado una
disminucion de la morbilidad y la mortalidad. Ensayos de prevencion primaria y secundaria
han mostrado reducciones marcadas en eventos coronarios, mortalidad total y mortalidad por
cardiopatia coronaria como consecuencia de la reduccion a largo plazo del CT vy las
concentraciones de LDL-C con la ayuda de la farmacoterapia (Warren y col., 2016).

Para aplicar una farmacoterapia efectiva y alcanzar los niveles de colesterol y LDL-
C plasmaticos propuestos, es necesario conocer los mecanismos involucrados en la
homeostasis del colesterol con énfasis en la sintesis de colesterol en el higado y la absorcion
desde el intestino delgado, y sus implicancias para el tratamiento de pacientes con

hipercolesterolemia (Gylling y col., 2004).

2- HOMEOSTASIS DEL COLESTEROL

La homeostasis del colesterol se encuentra entre los procesos mas intensamente
regulados en el organismo. Desde su aislamiento a partir de calculos biliares, el colesterol ha
sido ampliamente estudiado ya que constituye uno de los elementos mas importantes de las
membranas celulares de los mamiferos: sirve para modular su fluidez y permeabilidad. El
colesterol también es el precursor de las hormonas esteroideas y los acidos biliares y
desempefia un papel clave en el transporte de membrana, los procesos de sefializacion
transmembrana y la proliferacion celular (Fernandez y col., 2005; Nelson y col., 2013;
Afonso y col., 2018).

A pesar de sus funciones vitales, los niveles anormales de colesterol pueden tener
graves consecuencias y conducir a enfermedades como la aterosclerosis segun lo expresado
previamente (Ikoneny col., 2006).

La homeostasis del colesterol en el organismo (Fig. 2) se logra mediante un
equilibrio entre la sintesis enddgena, la absorcion intestinal y la secrecion de acidos biliares y
colesterol (Trapani y col., 2012; Cohen, 2008). Todos estos procesos estan estrechamente
vinculados y un cambio en uno de ellos puede influir significativamente en los demas
(Morgan y col., 2016).
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Dado que los acidos biliares son reabsorbidos eficientemente y una parte del
colesterol biliar es reabsorbido en el intestino, el balance global del colesterol depende de que
las entradas (sintesis y dieta) se equilibren con las pérdidas (excrecion fecal). El colesterol
excretado con las heces depende de la eficiencia de la absorcidn intestinal del colesterol biliar
y dietético. Por eso la regulacién de la absorcidn intestinal del colesterol (Fig. 3) es de gran
interés como diana terapéutica para reducir las cifras de colesterol plasméatico (Morgany col.,
2016).

El higado es considerado el principal 6rgano encargado del mantenimiento de la
homeostasis del colesterol. La molécula de colesterol tetraciclico de 27 carbonos se sintetiza a
partir de acetato en una serie de 30 reacciones enzimaticas (Fig. 4). La enzima limitante de la
velocidad de sintesis es la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa
(HMGR) que controla la tasa de sintesis al regular la conversion de HMG-CoA a mevalonato,
precursor del colesterol (Ikonen, 2018).

Por otra parte, las células de los tejidos periféricos han desarrollado mecanismos
complejos para regular la cantidad y distribucién de esteroles en su interior. Estas células
obtienen colesterol desde la circulacion a partir de lipoproteinas plasmaticas o producen
colesterol intracelularmente (Fig. 2) mediante procesos de sintesis a partir de acetil coenzima
A (acetil-CoA). Este proceso esta estrechamente regulado en maltiples niveles (Ikoneny col.,
2018).

Tejidos
periféricos

Higado Intestino

< Colesterol dietético

(300 mg/dia)

Colesterol

t Absorcion

Colesterol sintetizado Esteroles
(800 mg/dia) fecales

(1100 mg/dia)

Fig. 2: Homeostasis general del colesterol en el organismo (Ros, 2006); LDLr: receptor de LDL; QM:
quilomicrones.
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2.1- Absorcion de colesterol

La absorcion de colesterol en el intestino delgado proximal representa la via
principal para la entrada de colesterol procedente de la dieta. Hay tres fases principales
involucradas en la absorcion del colesterol (Fig. 3, Afonso y col., 2018). La primera ocurre
intraluminalmente y culmina en la solubilizacién micelar del colesterol no esterificado, lo que
facilita su movimiento hasta la membrana del borde en cepillo (MBC) del enterocito. La
segunda fase implica el transporte de colesterol a través de la MBC por el transportador
Niemann-Pick C1 Like-1 (NPC1L1), que regula la absorcion neta de colesterol en el intestino
delgado superior (Altmann y col., 2004). La tercera fase involucra una serie de pasos dentro
del enterocito. La molécula de colesterol se esterifica con un acido graso en un proceso
mediado por acil-CoA-colesterol-acil-transferasa (ACAT,), una enzima localizada en la
membrana del reticulo endoplasmico (Nguyen y col.,, 2011). El colesterol libre vuelve a la luz
intestinal a través de transportadores de unidn a adenosina trifosfato (ABC) ABCG5/G8. Los
ésteres de colesterol (ECo), los triglicéridos (TG) y la apolipoproteina B-48 (apo B-48) se
procesan adicionalmente en el complejo de Golgi para formar quilomicrones, que luego se
transfieren al sistema linfatico (Igbal y Hussain, 2009; Afonso y col., 2018). La expresion de
NPC1L1y ABCGS5 / 8 esta controlada por los sensores de colesterol, los receptores nucleares
LX (LXR), a traveés de sus dos isoformas LXRa y LXRB. Ambos inhiben NPC1L1 y activan
ABCG5/G8 induciendo la excrecion de colesterol de regreso al lumen. LXR también puede
inducir el eflujo de colesterol mediado por ABCAL (aumentando su expresion) para prevenir
la acumulacién de colesterol en los enterocitos. Ambas isoformas de LXR actlan como
sensores de colesterol y parecen ejercer efectos similares sobre la expresion de estas proteinas
(Huy col.,, 2012). En conjunto, los efectos de LXR previenen la acumulacion de colesterol en
los enterocitos.
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Fig. 3: Mecanismos involucrados en la absorcion de colesterol. El colesterol libre (CL)
transportado en las micelas ingresa al enterocito a través de NPC1L1 y es esterificado por ACAT,
en el reticulo endoplasmatico (RE). El colesterol libre vuelve a la luz intestinal a través de
transportadores ABCGS5/G8. El éster de colesterol (ECo), los triglicéridos (TG) y la
apolipoproteina B-48 (apo B-48) se procesan adicionalmente en el complejo de Golgi (CG) para
formar quilomicrones (QM) por accion de la proteina de transferencia de triglicérido microsomal
(MTP). Los QM luego se transfieren al sistema linfatico. La expresion de NPC1L1 y ABCG5/8
esta controlada por los sensores de colesterol LXRo y LXRpB. Ambas isoformas inhiben NPC1L1y
activan ABCG5/G8 induciendo la excrecion de colesterol de regreso al lumen. LXR también
puede inducir eflujo de colesterol mediado por ABCAL para prevenir la acumulacion de colesterol
en los enterocitos. (Modificado de Afonso y col., 2018).

La ganancia de colesterol por dia en una persona es entre 1 y 1,5 gramos a partir
de la sintesis en los tejidos y la ingesta dietética. Se supone que la ingesta media diaria de
colesterol para las personas que consumen una dieta occidental tipica es de alrededor de 300-
400 mg. La velocidad con la que el cuerpo sintetiza el colesterol promedia aproximadamente
10 mg / dia / kg de peso corporal, pero esto puede variar con los cambios en la ingesta de
colesterol (Duane y col., 1995; McMurry y col., 1985). En el transcurso del dia, una cantidad
de colesterol similar a la que ingresa al cuerpo se elimina en diversas formas,
predominantemente como &cidos biliares y diversos metabolitos del colesterol en las heces.
Este equilibrio entre entrada y salida asegura que el contenido de colesterol en todo el cuerpo

permanezca esencialmente constante durante largos periodos de tiempo.
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2.2- Sintesis y excrecion de colesterol

El higado es el principal encargado del mantenimiento de la homeostasis del
colesterol. Aca tienen lugar muchos mecanismos, como la biosintesis, a través de la actividad
de la HMGR, la captacion de colesterol a través de los receptores de lipoproteinas de baja
densidad (LDLYr), la liberacién de lipoproteinas a la sangre, el almacenamiento de colesterol
por esterificacion y, la degradacion y conversion en &cidos biliares (Trapani y col., 2012).

La sintesis de colesterol en el higado estd mediada por una extensa serie de
reacciones (Fig. 4). El colesterol obtenido a partir de la sintesis en los hepatocitos puede
esterificarse enzimaticamente mediante ACAT e incorporarse a la apolipoproteina B-10 (apo
B-100) formando lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-C), que luego se secretan al
torrente sanguineo (Fig. 6) para dirigirse a tejidos periféricos (Bays y col., 2008). A su vez,
las VLDL-C pueden eliminarse de la circulacion por los LDLr hepaticos. Alternativamente, el
componente de TG de las VLDL-C se hidroliza por la lipoproteina lipasa (LPL), dejando
particulas remanentes de VLDL-C, denominadas lipoproteinas de densidad intermedia (IDL-
C) (Beisiegel, 1998; Havel, 1987). Las IDL-C son captadas por receptores remanentes o LDLr
en el higado, o convertidas por la lipasa hepaticaa LDL-C.

La sintesis de colesterol en los tejidos periféricos también contribuye a la
acumulacion de colesterol hepatico a través de la transferencia de colesterol al higado en un
proceso mediado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) (conocido como transporte
inverso de colesterol). Todas las particulas de HDL-C se internalizan en el higado,
interactuando con el receptor captador hepatico B1 (SR-B1). Una vez en el hepatocito, el
colesterol liberado por las particulas de HDL-C puede utilizarse para las necesidades de
colesterol hepético, convertirse en acidos biliares o excretarse a la bilis y eliminarse a través

de las heces (Ikonen y col., 2006).
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Fig. 4: Principales reacciones en la ruta biosintética del colesterol. HMGR: 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; SQS: escualeno sintasa; SQLE:
esqualeno epoxidasa; OSC: oxidoscualeno ciclasa (modificado de Trapani y
col.,, 2012).

Ademas de ser sintetizado, el colesterol también puede ingresar al higado a través
de endocitosis mediada por receptor. LDLr desempefia un papel importante en la homeostasis
del colesterol, ya que se une a las particulas de LDL-C que circulan en el plasma, lo que
reduce los niveles de colesterol sistémico (Segatto y col., 2011).

La sintesis y expresion de los LDLr y de la HMGR, estan reguladas por una
familia de factores de transcripcion llamados proteinas de unidén a elementos reguladores de
esteroles (SREBP), vinculados a la transcripcion de LDLr, HMGR vy otras proteinas
involucradas en el metabolismo del colesterol, en funcion de la cantidad de esteroles celular
(Fig. 5, Afonso y col, 2018). Los SREBP se ubican en la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) donde permanecen inactivados. En el RE, el dominio C-terminal del
SREBP interactla con la proteina SCAP (proteina de activacion de la escision) que funciona
como un sensor de esterol (Espenshade y Hughes, 2007; Trapani y col., 2012). Cuando la
concentracion celular de esterol es baja, SCAP se une a SREBP y lo escinde del RE para
dirigirlo al aparato de Golgi donde los SREBP se procesan proteoliticamente para producir
fragmentos activos que entran en el nicleo e inducen la expresion de sus genes diana (por
ejemplo, LDLr, HMGR). Por otro lado, cuando el contenido de esterol intracelular aumenta,
SCAP se une a la proteina del gen inducido por la insulina (Insig), que mantiene el complejo
SREBP/SCAP en el RE, blogueando asi la transcripcion de los genes involucrados en la

sintesis el colesterol (Fig. 5, Afonso y col., 2018)



ANTECEDENTES

Los SREBP activan la expresion de mas de 30 genes implicados en la sintesis y
captacion de colesterol, acidos grasos, TG y fosfolipidos. En células hepaticas, hay tres clases
de SREBP que regulan la produccion de lipidos para su exportaciéon al plasma como
lipoproteinas y a la bilis como micelas. Por lo tanto, la activacion de SREBP tiene efecto neto

sobre los niveles de colesterol en plasma (Horton y col., 2002).
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Fig. 5: Mecanismos involucrados en la regulacién de la sintesis hepética del colesterol. (Modificado
de Afonso y col., 2018)

Los receptores LXRa y LXRp alteran la expresién de multiples genes implicados
en la homeostasis del colesterol. Regulan negativamente la sintesis de colesterol a través de
sus efectos sobre la expresion de SREBP-2 y numerosos otros genes que participan en la
sintesis del colesterol. La activacion de LXR también estimula la produccion de LPL. Esta es
la enzima limitante de la velocidad para el metabolismo de particulas ricas en TG, que
incluyen quilomicrones y VLDL-C. Finalmente, los LXR pueden ayudar a la eliminacion del
colesterola través de la regulacién positiva de la expresion de la proteina ileal de unién a bilis
(I-BABP). Este transportador media el movimiento de los &cidos biliares desde los enterocitos
hasta la luz del ileon. Por lo tanto, la regulacion coordinada de genes multiples a través de
LXR da como resultado un aumento general en la eliminacion de colesterol del cuerpo, una

mayor sintesis de colesterol y una absorcion reducida. El efecto neto de la activacion de LXR
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generalmente se traduce en un mecanismo protector contra la sobrecarga de colesterol tisular
(Millatt y col., 2003; Chen y col., 2001) (Fig. 6, Chen y col., 2014).

La velocidad de sintesis de colesterol mediada por el higado varia ampliamente
dependiendo de multiples factores, en particular, la cantidad de colesterol que se le administra
desde el intestino delgado (Turley y Dietschy, 1988). Esta bien documentado que la
manipulacién del flujo enterohepatico de colesterol o de los acidos biliares puede impactar
notablemente en el manejo intrahepatico del colesterol de manera que conduce a cambios
clinicamente significativos en la concentracion de LDL-C circulante (Davis y Veltri, 2007;
Insull, 2006; Sudhop T y von Bergmann, 2002).

Acetyl CoA

Vena
portahepiética

Intestino
delgado

Enterocito

Fig. 6: Descripcion general de la homeostasis y la regulacion del colesterol en el higado, intestino delgado y
plasma. ABCAl y ABCG5/G8: transportadores de union a ATP; ACAT,: acil-CoA-colesterol-acil-
transferasa 2; AMPK: proteina quinasa activada por AMP; AB: cido biliar; C: colesterol; CETP: proteina de
transporte de éster de colesterol; ECo: éster de colesterol; QM: quilomicrones; CL: colesterol libre; HDL-C:
colesterol unido a lipoproteina de alta densidad; HMGR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; LDL-C:
colesterol unido a lipoproteina de baja densidad; LDLR: receptor de lipoproteinas de baja densidad; LXR:
receptor nuclear X; MTP: proteina de transferencia de triglicérido microsomal; NPC1L1: Niemann-Pick C1-
Like 1; SREBP2: proteina 2 de union al elemento regulador de esterol; SR-B1: receptor captador hepatico
B1; VLDL-C: colesterol unido a lipoproteina de muy baja densidad (adaptada de Cheny col., 2014).
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3- DISFUNCION VASCULAR GENERADA POR HIPERCOLESTEROLEMIA
3.1- Tono vascular

En condiciones fisiologicas normales, el tono vascular estd determinado por un
equilibrio entre el Sistema Renina-Angiotensina (SRA), el Sistema Nervioso Autdnomo

(SNA), y la liberacion de sustancias desde el endotelio vascular:

a) El SRA esta constituido por una cascada enzimatica-hormonal, siendo la angiotensina Il
(Ang 11), el principal efector de este sistema y uno de los mas potentes vasoconstrictores
fisioldgicos conocidos. Actla a nivel de los grandes y pequefios vasos arteriales. La Ang Il
ejerce sus acciones bioldgicas a través de los receptores de angiotensina tipo 1 (AT1) vy tipo 2
(ATy) (Fig. 7). A su vez, la Ang Il induce la expresion del factor de crecimiento derivado de
las plaquetas y favorece el crecimiento del musculo liso vascular (MLV). Esto dltimo se
evidencia por un efecto trofico de la Ang Il sobre los miocitos vasculares, favoreciendo asi la
aparicion de una hipertrofia y/o hiperplasia vascular como respuesta adaptativa ante un
estimulo patologico (Mehta y Griendling, 2007).
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Fig. 7: Eventos de sefializacion mediados por angiotensina Il (Ang I1) en células del mdsculo liso vascular
(MLV), (Touyzy Schihfrin, 2000). La unién de Ang Il al receptor AT, estimula la contraccion vascular de
forma temprana y, la generacion de especies reactivas de oxigeno, la expresion de protooncogenes y el
remodelado vascular se producen como eventos de sefializacion tardia (modificado de Touyz y Schiffrin,
2000).
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b) EI SNA regula el tono vascular por medio de los sistemas adrenérgicos y colinérgicos (Fig.
8, Sheng y Zhu, 2018): EI sistema adrenérgico es responsable de la liberacion de la
noradrenalina (NA) que actla a través de los receptores a1 o op. La NA y la fenilefrina (Phe)
son agentes contractiles cominmente usados en estudios que emplean vasos sanguineos
aislados. Ambas ejercen una respuesta contractil sostenida por activacion de los receptores a;-
en algunos lechos vasculares. El sistema colinérgico es responsable de la liberacion de
acetilcolina (Ach), neurotrasmisor que a nivel vascular induce relajacién dependiente de
endotelio. Se ha demostrado que la activacion de los receptores muscarinicos M3 de la Ach
induce un aumento en los niveles intracelulares de Ca®*. En el endotelio esto estimula a la
enzima oxido nitrico sintasa (NOS), mediando la liberacion de NO y la vasodilatacion
(Walch y col., 2001). En cambio, el aumento en los niveles de Ca®* en el MLV, por la

activacion de los receptores M3 provoca vasoconstriccion.

rM-Ach

a-adrenoreceptor,

CE

Fig. 8: Esquema de la inervacion de los vasos sanguineos por los
neurotransmisores del sistema nervioso auténomo (SNA). Las
varicosidades del terminal nervioso auténomo contienen varios
neurotransmisores que se liberan y difunden a las células endoteliales
(CE) y a las células de masculo liso vascular (MLV). Estas células
efectoras expresan una variedad de receptores que interactian
especificamente con los factores vasoactivos del terminal nervioso. NA:
noradrenalina, o-adrenoreceptor: receptor de la noradrenalina, Ach:
acetilcolina, rM-Ach: receptor muscarinico de la acetilcolina (modificado
de Sheng y Zhu, 2018).

c) El endotelio es la mococapa de células que revisten la luz de los vasos sanguineos, y tiene
un rol crucial en la regulacion del tono y la homeostasis vascular. Las células endoteliales
(CE) sintetizan sustancias o mediadores vasoactivos que influyen en el grado de contraccion
de las células musculares lisas adyacentes (Sandoo y col., 2010). De este modo, las CE son

capaces de responder a diversos estimulos, tanto fisicos como quimicos, con la liberacion de
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las sustancias que producen, ya sea Vvasodilatacion junto con un efecto antiagregante
plaquetario y antiproliferativo, o vasoconstriccion junto con accion procoagulante vy
proliferativa. Por este motivo, una de las funciones mas importantes del endotelio es la
regulacion del tono arterial normal, el cual estd determinado por el balance entre la
vasodilatacion y la vasoconstriccion por relajacion o contraccion de las células musculares de
la capa media (Fig. 9) (Villar y col., 2006).

Pre-Pro-£T
Células
endoteliales EDHF 1-Arg AA

Musculo liso

Relajacion Contraccion

Fig. 9: Regulacion del tono vascular mediado por las células endoteliales a través
de la liberacién de sustancias que inducen vasodilatacion (NO, 6xido nitrico;
EDHF, factor hiperpolarizante derivado de endotelio, PGI,; prostaciclina) o
vasocontriccion (T XA,, tromboxano; ET, endotelina).

3.2- Disfuncién vascular

En condiciones fisiologicas normales, los factores relajantes derivados del
endotelio predominan sobre los factores contractiles (Deanfield y col., 2007). Sin embargo, la
presencia de FRCV puede modificar el funcionamiento normal del endotelio y provocar un
desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas de origen endotelial que finalmente
alteran el tono vasomotor y predispone a la inflamacién, la vasoconstriccién y el incremento
de la permeabilidad vascular, facilitando el desarrollo de aterosclerosis, agregacion
plaquetaria y trombosis.

La Ang Il ejerce un papel importante en la génesis y en las complicaciones de la
ateroesclerosis ya que estimula la produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) en los
vasos, las cuales juegan un papel clave en la disfuncion endotelial y en la oxidacién de las
LDL-C (Weiss y col., 2001), implicadas en el proceso de remodelado vascular asociado con
ciertos FRCV como la hipertension, hipercolesterolemia, y otros eventos patoldgicos. Si bien

la disfuncion endotelial esta caracterizada por un empeoramiento en la biodisponibilidad de
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NO, también involucraria un aumento en la produccion de prostanoides vasoconstrictores
(Foudi y col., 2009).

4- MODELOS EXPERIMENTALES DE HIPERCOLESTEROLEMIA

Numerosas especies animales han sido usadas como modelo para estudiar las
alteraciones inducidas por hipercolesterolemia, incluyendo conejos (Yanni, 2004), ratones
(Temel y Rudel, 2007), cobayos (Fernandez y col., 2001), y primates (Stevenson y col.,
1992). Los primates son los mas semejantes al hombre pero por dificultades éticas, de
disponibilidad y costo, se limitan los estudios en esta especie. Si bien los modelos no primates
tienen algunas limitaciones, su uso ha permitido un avance considerable en el conocimiento
de los mecanismos que controlan los niveles de colesterol plasmatico en respuesta a la dieta.

Los conejos han sido ampliamente usados para el estudio de la fisiopatologia de la
aterosclerosis debido a que presentan un metabolismo lipidico muy parecido al humano (Fan
y col., 2015), lo que no ocurre con los roedores como la rata o el raton. Fue el primer modelo
animal que se utilizo para estudiar la aterosclerosis hace ya mas de cien afios; y de hecho, no
solo ha brindado muchos conocimientos sobre la patogénesis y el desarrollo de la
aterosclerosis humana, sino que también ha hecho una gran contribucion a la investigacion
traslacional (Fan y col., 2015). Considerando que son animales herbivoros, la aterosclerosis
no es una patologia propia de esta especie. Como consecuencia, son muy sensibles a dietas
ricas en colesterol y por lo tanto cantidades relativamente bajas de colesterol en la dieta
conducen a hipercolesterolemia y lesiones adrticas (Kolodgie y col., 1996). Estas lesiones
comienzan como estrias grasas primariamente en la aorta y pueden progresar hacia lesiones en
la capa intima (Fig. 1).

Jerez y col. (2008) desarrollaron un modelo de hipercolesterolemia generada por
una dieta rica en colesterol al 1% administrada a conejos machos durante seis semanas. A
nivel vascular se encontraron cambios en la estructura de los vasos sanguineos compatibles
con la aparicion de lesiones tempranas, incremento en el espesor de la capa endotelial y
disminucion del volumen de la capa muscular lisa (Sierra y col., 2015) acompafiada de
alteraciones en la funcion vascular. Se observo una disfuncion endotelial con reduccion en la
respuesta vasodilatadora a Ach y en la liberacién de NO (Karbiner y col., 2013) con un
aumento en la respuesta contractil a Ang Il. EI mecanismo de dicho fendmeno involucra la

participacion de metabolitos vasoconstrictores derivados de la enzima ciclooxigenasa (COX)
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y de la citocromo P450 hidroxilasa que actlan sobre los receptores TP de tromboxano A;
(TXA2) (Jerez y col., 2008). En trabajos previos Jerez y col. (2005) y otros autores
(Baschschmid y col., 2005) han demostrado que las ERO activan la COX y la liberacion de
prostanoides vasoconstrictores en condiciones fisiopatoldgicas. Teniendo en cuenta que se
encontrd incremento del estrés oxidativo en el modelo (Karbiner y col., 2013), este podria ser
el mecanismo que origina el proceso de disfuncion vascular. A su vez, el modelo se
caracterizd por presentar alteraciones hematoldgicas compatibles con el diagnostico de
anemia hemolitica y evidencia de procesos inflamatorios (Karbiner y col., 2013; Medina y
col., 2014).

5- TERAPIAS HIPOCOLESTEROLEMICAS ACTUALES

Roth y col. (2011) evaluaron la concentracion sérica de colesterol, la cobertura
farmacéutica y el control terapéutico haciendo uso de los andlisis de datos de encuestas
nacionales de vigilancia sanitaria procedentes de ocho paises de ingresos medios y elevados.
Encontraron que el porcentaje de personas con concentraciones elevadas de colesterol sérico
total que reciben un tratamiento eficaz sigue siendo bajo en los paises estudiados. La
hipercolesterolemia sin tratar o tratamientos poco efectivos supone una oportunidad de
prevencion perdida teniendo en cuenta la epidemia mundial de las ECV (Roth y col., 2011).

Las opciones mas comunmente utilizadas para el tratamiento farmacolégico de las
dislipidemias son las estatinas (inhibidores de la HMGR), resinas (limitan la absorcion
intestinal de colesterol), fibratos (agonistas que activan a los proliferadores de los receptores
de peroxisomas alfa, PPARo, y de esta manera reducen la sintesis de TG y de VLDL-C),
niacina (inhibidor de lipasa intracelular) y sus combinaciones (Zodda y col., 2018) (Fig. 10).

La proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9) ha sido descripta
como una proteina clave en la regulacion del metabolismo del colesterol y por tanto se ha
convertido en un objetivo terapéutico importante. Su papel se basa en la uniéon a LDLr,
impidiendo su normal reciclaje, lo que se traduce en la disminucién de la cantidad de estos
receptores en la membrana de los hepatocitos y un aumento de los niveles de LDL-C en
sangre. Actualmente estdn disponibles los inhibidores de PCSK9 y el nuevo inhibidor
selectivo de la proteina microsomal de transporte de TG hepética e intestinal (lomitapide) y el
inhibidor de la sintesis de apo B-100 (mipomersen, oligonucledtido que se une al ARNm que

codifica para apoB) (Zodda y col., 2018).
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Sharma y col., (2009) encontraron que las estatinas constituyen el tratamiento
medico preferido para la mayoria de los pacientes. Actualmente en los Estados Unidos, la
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) ha aprobado seis medicamentos de esta
clase (Nelson, 2013). Los datos comparativos muestran que todos ellos reducen los niveles de
lipidos en diversos grados, siendo atorvastatina y rosuvastatina considerados como los
reductores "fuertes” de LDL-C.

Aunque las estatinas han logrado ser el tratamiento preferido para la hiperlipidemia
y hay quienes consideran que la monoterapia es la mejor opcidn, otros autores consideran que
las combinaciones de medicamentos producen una mejor reduccion del LDL-C con menor
incidencia de efectos secundarios. Son numerosos los casos en que la terapia con estatinas
alcanza dosis superiores a lo recomendable, pero los objetivos de lipidos no logran cumplirse.
Finalmente, hay situaciones en las que las estatinas estan contraindicadas o no son toleradas
(Zodda y col., 2018).

Encuanto a la inhibicion especifica de la absorcion de colesterol, ya sea de origen
biliar o dietético, se realiza por la union de ezetimibe a la NPC1L1, bloqueando la
internalizacion del complejo NPC1L1/colesterol (Hawes y col., 2007). En los seres humanos,
ezetimibe disminuye la absorcién de colesterol en un 54 % y disminuye la concentracion del
LDL-C plasmatico en un 19 %, pero aumenta su sintesis endégena en un 89 % (Sudhop y col.,
2002). Ezetimibe se prescribe en pacientes en los que el tratamiento con estatinas es
inadecuado o no tolerado. En monoterapia, ezetimibe mejora la hiperlipidemia posprandial y
la disfuncion endotelial (Yunoki y col., 2011). Por lo tanto, en la hipercolesterolemia el
tratamiento con ezetimibe combinado con estatinas seria muy efectivo por sus efectos aditivos
(Sudhop y col., 2009; Zodda y col., 2018). Sin embargo, los resultados de diversos ensayos
clinicos en los cudles se utilizo la terapia combinada fueron contradictorios.

La busqueda de agentes terapeuticos nuevos, con perfil farmacocinético y
farmacodindmico mejorado y de baja toxicidad es la principal necesidad para manejar las
complicaciones cardiovasculares. Los productos naturales, tanto en forma de productos
farmacéuticos o como nutracéuticos (o alimentos funcionales) son ampliamente aceptados en
todo el mundo y son considerados relativamente seguros por la mayor parte de la poblacion
(Wildman y col., 2003).

17



ANTECEDENTES

Resinas de

Astrrrambis 1
/! 1
il / !
J i
& &

aniénico

_Lipoproteina

lipasa

Fig. 10: Mecanismos moleculares de drogas comerciales para el control del
metabolismo del colesterol y triglicéridos (modificado de Zodday col., 2018)

6- COMPUESTOS FENOLICOS CON PROPIEDADES CARDIOPROTECTORAS

Actualmente, los productos naturales son una fuente importante para la obtencion
de preparados medicinales (Prakash y col., 2003). Es de gran importancia el desarrollo de
nuevos farmacos sintetizados a partir de materias primas naturales y renovables con
actividades bioldgicas especificas (Brodniewicz y Grynkiewicz, 2012).

Hay mas de 4000 compuestos polifenolicos conocidos y se subdividen en nueve
subclases que incluyen flavonoles, flavonas, flavanonas, flavonoides, isoflavonas,
antocianidinas, proantocianidinas, auronas y chalconas, que son considerados sustancias
bioactivas que presentan una gran variedad de efectos biologicos, entre ellos, actividades
cardioprotectoras prometedoras (Mahatrapa y Bharti, 2016). Su estructura fundamental se
caracteriza por la presencia de uno o més anillos aromaticos con al menos un grupo hidroxilo
libre u ocupando otra funcidon (éster, éter, glicésido) (Tsimidou, 1998). Solamente las plantas

y microorganismos son capaces de sintetizar el nucleo aromatico.
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6.1- Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos de bajo peso molecular que se
encuentran en frutas, vegetales, nueces, semillas hierbas, especias, flores, asi como enel té y
en el vino tinto (Middleton y col., 2000). Se encuentran tanto libres como en forma de
glucoésidos y tienen importantes efectos farmacoldgicos benéficos para la salud (Prakash y
col., 2003).

Presentan una estructura fundamental basada en dos anillos aromaticos (A, B)
unidos por una cadena carbonada estructuralmente relacionada al propano. Esta estructura
base C6-C3-C6 (Fig. 11), puede sufrir posteriormente muchas modificaciones y adiciones de
grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de compuestos,
que segun las isomerizaciones y los grupos funcionales que les son adicionados se clasifican

en: chalconas, flavonas, flavonoles, flavandioles, antocianinas, y taninos.

Fig. 11: estructura fundamental de un flavonoide

El primer flavonoide sintetizado por la via biosintética de los flavonoides es una
chalcona cuyo esqueleto es un anillo aromatico unido a una cadena propanica que esta unida a
su vez a otro anillo aromatico. En la mayoria de los flavonoides, la cadena carbonada que une

los anillos arométicos se cicla por accion de una enzima isomerasa, creando una flavanona.

OH

HO OH 0 Isomerasa HO
I

OH © Chalcona

OH O Flavanona

Las flavonas derivan de las flavanonas, cuya conversion requiere de las enzimas
flavonas sintetasas | y Il (Turnbull y col., 2004) que introducen un doble enlace entre los
carbonos 2 y 3 del anillo propanico. Una vez insaturada la flavona puede ser hidroxilada,

dando lugar a hidroxiflavonas.
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Flavanona Dihidroxiflavona

Actualmente existe un gran interés por estos compuestos debido a sus propiedades
antioxidantes y a sus posibles efectos benéficos en la salud humana, tales como en tratamiento
y prevencion del cancer, ECV vy otras patologias de caracter inflamatorio (Kumar y Pandey,
2013).

6.2- Papel de los flavonoides en el sistema cardiovascular

Como se menciond previamente, existe un interés creciente en el uso de
flavonoides y compuestos relacionados para la prevencion de ECV (Hooper y col., 2008).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos
hidroxi-fendlicos. Su gran capacidad antioxidante depende de las propiedades redox de estos
grupos Yy su accion inhibitoria sobre el radical hidroxilo (HO") y el anién superoxido (Oy),
altamente reactivos en la cadena de peroxidacion lipidica (Peng, 2003). Sumado a su
actividad antioxidante los flavonoides pueden regular diferentes vias de sefializacion
involucradas en el desarrollo de ECV (Wallace, 2011). En este sentido se ha demostrado que
los flavonoides incrementan la produccion de NO endotelial favoreciendo la vasodilatacion de
los vasos sanguineos en condiciones fisiopatoldgicas tales como hipertension o sindrome
metabdlico (Andriantsitohaina y col., 2012).

Algunos autores han encontrado que tienen efectos terapéuticos en la aterosclerosis
y la cardiopatia isquémica (Cheng y col., 2017; Geleijnse y col., 2002). Al neutralizar las
ERO del medio evitan la peroxidacion lipidica, inhibiendo tanto la peroxidacion del acido
linoleico como la de los fosfolipidos de las membranas celulares y de los glébulos rojos
(Laughton y col., 1989). Asimismo, se ha comprobado su capacidad de inhibir in vitro la
oxidacion de las LDL-C vy reducir la citotoxicidad de las LDL-C oxidadas (Hirano y col.,
2001; Terao y col., 2001). Los flavonoides pueden inhibir diversas etapas involucradas en el
inicio de la aterosclerosis, el dafio endotelial, la activacion de leucocitos, y la activacion
plaquetaria (Beretz y Cazenave, 1988). Adicionalmente se ha propuesto un papel potencial de

los flavonoides en reducir la vulnerabilidad del endotelio vascular a los procesos
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inflamatorios y oxidativos, ejerciendo una accién protectora del endotelio adicional al
incremento de la sintesis de NO (Youdim y col., 2002).

Existen evidencias experimentales y epidemiolégicas que sugieren su influencia
benéfica en el sistema cardiovascular, como ser una menor incidencia de enfermedad
coronaria, infarto de miocardio y accidente cerebrovascular (Huxley y Neil, 2003; Perez-
Vizcaino y col., 2009). Estd bien documentado el efecto de los flavonoides como agentes
antihipertensivos por sus efectos como vasodilatadores (Calderone y col., 2004; Edwards y
col., 2007).

Estudios recientes demostraron que la ingesta dietética de flavonoides naturales
presenta propiedades de proteccion y moduladoras que reducen el riesgo de progresion
aterosclerdtica, control de peso, etc. Estos efectos beneficiosos sobre el sistema
cardiovascular se deben principalmente a su capacidad antioxidante y antiinflamatoria (Testai
y col,, 2013, Loke y col., 2010).

6.3- Chalconas: caracteristicas y propiedades en el sisttma cardiovascular

Como se menciond, las chalconas pertenecen a la familia de los flavonoides de
cadena abierta en el que los dos anillos arométicos (A y B) se unen mediante un sistema de
carbonilos de tres atomos de carbono (Fig. 12). Las chalconas atrajeron la atencién de los
investigadores debido a su quimica simple, procedimientos sintéticos faciles, multiplicidad de
sustituciones y diversos potenciales farmacologicos sobre el sistema cardiovascular
(Mahapatra y Bharti, 2016); entre ellos podemos mencionar efecto antiarritmico (Yarishkin y
col,, 2008); blogueantes de los receptores o y B-adrenérgicos (Liy col., 2011); antiagregante
plaquetario (Zhao y col., 2005); antiinflamatorio (Israf y col., 2007); antioxidante (Aoki y
col., 2008); inhibidoras de la enzima convertidora de la angiotensina (J[ECA], Kantevari y
col,, 2011; Bukhari y col., 2013) y de los canales de Ca?* (Dong y col., 2010); e inhibidoras de
enzimas proinflamatorias como la COX, fosfolipasa A (sPLA;) y lipoxigenasa (LOX) (Nufio
y col., 2016). Asimismo, se ha encontrado que algunas chalconas tienen un efecto
hipolipémico (Sashidhara y col., 2013). EI mecanismo de dicho efecto fue la inhibicion de
enzimas que participan en el metabolismo lipidico, entre ellas, la proteina de transferencia de
éster de colesterol (CETP; Hirata y col., 2012), la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT;
Tabata y col., 1997), la ACAT (Choiy col., 2008), la lipasa pancreatica (LP; Nguyen y col.,
2013), 0 bien la activacion de la LPL (Srivastava y col., 2013).
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Fig. 12: Estructura de una chalcona (imagen obtenida
de Rozmery Perjési, 2014)

7- Zuccagnia punctata

7.1- Clasificacion y composicion

Zuccagnia puncata Cav. (Fabaceae) (Fig. 13) es una especie endémica argentina,
ampliamente distribuida en las zonas aridas y semidridas del oeste de Argentina desde Jujuy
hasta Chubut (Cabrera, 1971).

El uso popular medicinal de las partes aéreas de Z. punctata incluye infusiones y
decocciones en agua, asi como extractos preparados por maceracion en etanol (Isla y col.,
2016).

La composicion quimica del extracto de las partes aéreas (tallo y hojas) de
Zuccagnia punctata, varia ligeramente, segin el método de extraccion usado en su
preparacion; sin embargo los principales bioconstituyentes descriptos en Z. punctata
pertenecen a compuestos fenodlicos, mas exactamente, a flavonoides y derivados de acido
cafeico (Isla y col., 2016; Solorzano y col., 2017), siendo las chalconas (2,4 -dihidroxi-3"-
metoxichalcona [DHMC] y 2°,4"-dihidroxichalcona [DHC]) los principales constituyentes de
los extractos preparados a partir de un solvente de extraccidn acuoso, etandlico, metandlico o
diclorometandlico (Zampini y col., 2012; Nufio y col., 2016; Isla y col., 2016). EIl analisis
histoquimico de la superficie foliar de Z. punctata revela que existe una elevada

concentracién de chalconas en esta zona (Moreno y col., 2015a).
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Figura 13: Imagenes fotograficas de Zuccagnia punctata en la provincia de Tucuman (Islay
col., 2016)

7.2- Propiedades terapéuticas documentadas de Z punctata

En Argentina, un gran namero de plantas indigenas estan todavia en uso como
fuente de terapias a base de hierbas (Ratera y col, 1980), entre ellas Z. punctata es
utilizada tradicionalmente para el tratamiento de las infecciones bacterianas y fungicas,
asma, artritis y el reumatismo (Ratera y col., 1980; Toursarkissian, 1980). En los ultimos
afios varias investigaciones han sido dirigidas para conocer las propiedades biologicas de
esta especie vegetal. Se ha demostrado la actividad antimicrobiana de Z. punctata frente a
un amplio rango de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas resistentes a antibioticos
(Zampini y col., 2005; Zampini y col., 2012). Por otro lado, se demostrd el potencial
antioxidante del extracto de esta planta y los flavonoides aislados de la misma relacionados
biosintética y estructuralmente (Fig. 14) (2°,4",-dihidroxichalcona [DHC], 7-
hidroxiflavanona [HF] y 3,7-dihidroxiflavona [DHF]), que tienen capacidad depuradora de
radicales libres estables (ABTS y DPPH) y ERO tales como el O," (Moran Vieyra y col.,
2009; Zampini y col., 2005). También, se demostrd que extractos de Z. punctata presentan
una potente propiedad citoprotectora sobre la mucosa gastrica de mamiferos (De la Rocha
y col., 2003). Recientemente, Moreno y col (2015b) demostraron que estos mismos
flavonoides presentan capacidad antiinflamatoria mediada por su efecto inhibidor de la
ciclooxigenasa inducible (COX-2). Zampini y col. (2008) demostraron que el extracto
hidroalcohdlico de Z. punctata no presenta efecto genotdxico sobre células de hepatoma
humano (HepG2) y protege al ADN contra el dafio inducido por la accién directa del
compuesto genotdxico 4-nitroquinolina (4-NQO) y que esta capacidad protectora podria

estar relacionada a la presencia en el extracto de 2°,4"-dihidroxichalcona.
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Estas propiedades de Z. puntacta permiten inferir que tendria un efecto

preventivo del dafio vascular que se produce debido al estrés oxidativo y los procesos

inflamatorios durante la hipercolesterolemia.
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Fig. 14: Principales flavonoides presentes en Z. punctata. DHC: 2",4"-
dihidroxichalcona, DHMC: 2°,4’-dihidroxi-3"-metoxichalcona, HF: 7-

hidroxiflavanona, DHF: 3,7-dihidroxiflavona
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8- OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de un extracto hidroalcohdlico estandarizado de Zuccagnia punctata
y sus flavonoides sobre la funcion vascular en un modelo de conejo con hipercolesterolemia

inducida por una dieta rica en colesterolal 1 %.

8.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar en arterias de conejos con hipercolesterolemia el efecto in vitro de un
extracto hidroalcohdlico estandarizado de Z. punctata y sus flavonoides sobre la
funcion endotelial y del mdsculo liso.
2. Estudiar el efecto de la administracion oral de un extracto hidroalcoholico
estandarizado de Z. punctata en un modelo de conejo con hipercolesterolemia sobre:
2.1. Parametros bioquimicos, clinicos y hematologicos.
2.2. Parametros del estrés oxidativo.
2.3. Funcion vascular.

2.4. Alteraciones morfohistoldgicas en aortas aisladas.

9- HIPOTESIS

El extracto de Z. punctata y/o sus flavonoides previenen la disfuncion vascular
observada en la hipercolesterolemia. Debido a sus propiedades antioxidantes, estos productos
naturales mejoran los parametros de estrés oxidativo, y por su propiedad antiinflamatoria
previenen el incremento de la respuesta contractil a Ang I, protegiendo las arterias de los
cambios deletéreos generados por esta hormona y la desaparicion o atenuacion de los cambios

morfoldgicos vasculares.

10-RELEVANCIA

Elestudio del efecto del extracto de Z. punctata y sus flavonoides sobre la funcion vascular
aporta, no solo el respaldo cientifico al uso folclérico de las plantas de nuestro pais sino que
supone un avance al conocimiento para el posterior uso de los mismos en la industria

farmacéutica, con especial énfasis en el desarrollo regional.
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II- MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

1- MATERIALES

1.1- Material Vegetal

Las partes aéreas (hojas y tallos) de Z. punctata fueron recolectadas en Amaicha del
Valle, Tucuman, Argentina. Las campafias de recoleccion se realizaron en 2014, durante la época
estival. Las muestras se secaron en un lugar oscuro a temperatura ambiente. Los especimenes
fueron autenticados por la Dra. Soledad Cuello y archivados en el Departamento de Botanica de
la Fundacién Miguel Lillo (IML 605935).

1.1.1- Elaboracidony estandarizacion del extracto de Zuccagnia punctata

Se preparo el extracto hidroalcohdlico estandarizado de Z. punctata (ZpE) segun las
recomendaciones de la Farmacopea Argentina 7a ed (Fig. 15). Se pes6 20 g de material vegetal
seco y se macerd en 100 ml de etanol: agua (80: 20) durante 7 dias con agitacion (40 ciclos/min)
a temperatura ambiente. El extracto se filtrd a través de papel de filtro No. 4.

Para la estandarizacion se tuvo en cuenta las directrices de la Agencia Europea de
Medicina (EMA, 2010) y las recomendaciones de la Guia de Buenas Practicas de Fabricacion
(BPF) de drogas o preparados vegetales de la ANMAT, por lo cual se estandariz6 desde el punto
de vista quimico de acuerdo al contenido de marcadores activos (aquellos con actividad
terapéutica conocida). Ademas se determino el contenido de compuestos fenolicos totales (CFT)
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999) expresandose los resultados
como mg de equivalentes en acido galico/g de extracto seco (mg EAG/g ZpE seco) y como mg
EAG/ml. El contenido de compuestos fendlicos no flavonoides (CFNF) y flavonoides (CFF) fue
determinado segun Isla y col. (2014) expresandose los resultados como mg EAG/g ZpE seco. A
continuacion, se elimino el solvente con un evaporador rotatorio a presion reducida y se obtuvo

el extracto seco de Z. punctata, resuspendido en dimetilsulfoxido (DMSQ) antes de su uso
(ZpE).
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HPLC-DAD anglyse: '--I
3 -

20 g de material vegetal
seco y molido + 100 ml
Et-OH 80°

hidroalcoholico de
Zuccagnia punctata

(ZpE)
Contenido de CFT S5e obtuvo el extracto
en ZpE(mg EAGIg seco  de  ZpE  por ZpE resuspendido en
ZpE seco ymg remocion del solvente - DMSD antes de su
EAGImI). usando un evaporador uso
rotatoric  a  presion
reducida.

Fig. 15: Elaboracion y estandarizacién del extracto hidroalcohoélico de Z. punctata

1.1.2- Separacion e identificacion de los principios activos

Elextracto hidroalcohélico de Z. punctata se analizé por HPLC unido a un detector de
matriz de diodos (DAD). El sistema de HPLC utilizado para el analisis DAD fue un
equipamiento Waters (Water Corporation, Milford, Massachusetts) que consistia en una bomba
binaria 1525, un detector de matriz de diodos UV 2998, una columna C18 Waters X-bridge (150
X 4,6 mmd.i; 4,6 um). Los analisis de HPLC-DAD se realizaron usando un sistema de solvente
en gradiente lineal que consistié en 9 % de &cido acético en agua (A) y metanol (B) de la
siguiente manera: 25 a 45 % B durante 10 minutos, seguido por 45 % B 10 - 20 min, 45 % a 70
% B 20 - 40 min, 70 % a 75 % B 40 - 50 min, 75 % a 100 % B 50 - 55 min. La deteccion fue en
UV a 280 nm. Elcaudal fue de 0,8 ml/min y se inyectdé un volumen de 20 pl. Los compuestos se
controlaron a 280, 320 y 350 nm y se registraron espectros UV de 200 a 600 nm para la
caracterizacion de los picos observados. Se utilizé el software Empower 2TM. Para identificar y
cuantificar los principales flavonoides se utilizaron los espectros UV y coinyeccion con
estandares comerciales de DHMC, DHC, DHF y HF. Se prepar6 una curva de calibracion
utilizando estandares comerciales para determinar la relacion entre el area del pico y la

concentracién de los compuestos que se expresd como mg/g de ZpE seco.
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1.2- Animales experimentales y dietas

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con la Guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio 82 ed. (Publicaciones NIH No. 8023, revisada en
1978). Los protocolos experimentales para este estudio fueron aprobados por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional de Tucuman, Argentina).

Se adquirieron conejos machos hibridos del departamento cunicula de la Facultad de
Agronomia y Zootecnia de la Universidad Nacional de Tucuman (UNT). Los animales (900-
1000 g) se alojaron en el bioterio Anexo del INSIBIO en jaulas individuales, a temperatura (25°

C) y condiciones controladas con un ciclo constante de luz/oscuridad de 12 h.

1.2.1- Elaboracion de la dieta rica en colesterol (DH)

Se us6 el modelo de hipercolesterolemia caracterizado por Jerez y col. (2008). El
alimento enriquecido en colesterol al 1 % (dieta hipercolesterolémica, DH) fue preparado de la
siguiente manera: 1000 g del alimento balanceado (GANAVE, Rosario, Argentina) se
humedeci6 hasta formar una pasta. Se adicion6 10 g de colesterol (Sigma Chemical Co, St Louis,
USA) y se mezcl6 hasta lograr una pasta homogénea. A los fines de lograr aglutinar todos los
ingredientes, se agregd 100 g de almidon de maiz. Luego se procedié a formar los pellets
manualmente. Para eliminar el exceso de humedad, se llevaron los pellets a microondas durante

tres minutos, y luego 15-20 minutos en horno eléctrico.
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2- TECNICAS

2.1- Reactividad Vascular

El efecto farmacologico o respuesta bioldgica posterior a la interaccion droga-receptor en los

vasos sanguineos, es suseptible de medicion.

2.1.1- Sistema de registro de contractilidad isoméetrica en aorta toracica

El ensayo de bafio de 6rgano aislado es una herramienta farmacolégica clasica para
evaluar la relacion concentracion-respuesta de una amplia gama de agonistas contractiles y
relajantes en el tejido vascular. Si bien esta técnica se implementd hace mas de 100 afios, la
versatilidad, simplicidad y reproducibilidad de los resultados contribuyen a que siga siendo una
herramienta indispensable tanto para farmacdlogos como para fisiblogos (Jespersen y col.,
2015). Esta herramienta nos permite el conocimiento exacto de la respuesta dependiente de la
concentracion del farmaco y la eliminacion de las respuestas de caréacter reflejo (neuronal) o de
retroalimentacion humoral.

El sistema de registro (Fig. 16) consta dos camaras de acrilico con una capacidad de 10 ml
inmersas en un bafio termostatizado (Vicking, Argentina) a 37+1 °C. Estas camaras contienen
solucion fisiologica de Krebs con burbujeo de gas carbdgeno (95% O, - 5% de CO,). Cada una
de las camaras cuenta con un sistema de dos “L” metalicas, una de posicion fija, y otra movil
conectada al transductor de fuerza-desplazamiento (Grass Instrument CO., Force-Displacement
Transducer FT03, USA), el cual a su vez se conecta a un sistema de adquisicién de datos con un
software apropiado (Biopac System, Inc. MP 100, USA) y que permite el registro continuo de la
respuesta contractil.

Antes del inicio de cada ensayo, se procedio a la calibracion de los transductores de fuerza,
usando pesas de 10 g, para establecer la relacién entre la entrada de datos y el registro de tension
obtenido. Una vez finalizada la calibracion se usaron pesas de 0,5 -1- 2 g a los fines de verificar

el correcto funcionamiento de cada uno de los transductores (linealidad).
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2.1.2- Registro de contracciones

Posterior al sacrificio, se diseco la porcion toracica de la arteria aorta. Se limpié el tejido
conectivo y se secciond en anillos de 5 mm. Para registrar las contracciones isométricas, se
montaron los anillos adrticos en un sistema de dos “L”. De esta forma, la “L” mdvil conectada al
transductor de fuerza-desplazamiento, lleva la sefial hasta el modulo amplificador-

acondicionador de la sefial del Biopac System MP100. Finalmente, la sefial fue digitalizada.

Entrada de datos

Registro grafico

Amplificador

Tornillo micrométrico

Lp Transductor 4

Solucion fisiologica de Krebs
Anillo aortico
| __Burbujeo de gas carbogeno

Sistema de
montaje del
anillo aortico

t
§

Bano termostatizado

Fig. 16: Sistema de registro de contractilidad isométrica

Los anillos adrticos se equilibraron a tension de 2 g durante 120 minutos. Para tensar la
arteria es necesario realizar un estiramiento de la misma, lo cual se logra mediante tornillos
micrométricos conectados al transductor y a la “L” movil. EI MLV tiene una respuesta de
relajacion frente al estiramiento, por lo tanto cada 15 minutos se practicd un cambio de bafio de
la solucidén de Krebs y se tens6 nuevamente la arteria a 2 g. Transcurrida las dos horas, se obtuvo
un nivel de tension basal estable, lo cual se refleja por el cese de la relajacion espontanea. El
valor de tension Optimo varia segun el vaso y la especie estudiada (Jespersen y col., 2015). En
este caso, en trabajos previos realizados por nuestro grupo se comprobd que la aorta de conejo

tiene una respuesta contractil/relajante 6ptima a una tension de 2 g.
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2.1.3- Curva Concentracion Respuesta (CCR)

Es un elemento clave en los estudios farmacol6gicos, ya que permite cuantificar la
interaccion hormona-receptor, posibilitando el célculo de dos pardmetros farmacologicos

fundamentales para caracterizar la respuesta de una droga:

o Respuesta maxima (Rmax): describe la intensidad de la respuesta causada por el farmaco
(actividad intrinseca de la hormona o eficacia). Se considera el efecto maximo obtenido

con la droga en concentraciones saturantes del receptor.

o ECsp: se define como la concentracion de un agonista necesaria para alcanzar la mitad
de la Rmax. Esta variable es importante porque permite determinar la afinidad o

sensibilidad del agonista por su receptor.

Una CCR (Fig. 17) se logra agregando de manera sucesiva, concentraciones crecientes del
agonista vasodilatador o vasocontractil al bafio de 6rgano en el que se encuentra el anillo aértico.
Estas concentraciones progresivas se agregan sin retirar las concentraciones precedentes del
medio. Se comienza con concentraciones bajas en las que no se detecta respuesta alguna, y al
aumentar la concentracion se observa vasocontraccion o vasodilatacion, segun el agonista usado.
Se espera que la curva se desarrolle y cuando alcanza una meseta se agrega nuevamente el
agonista pero a una concentracion sucesiva mas elevada. Esto se repite hasta que la respuesta
llega a una meseta que no se modifica ante el agregado de concentraciones mayores. En este
momento se dice que la curva ha alcanzado la Ryex.

Para calcular las constantes farmacoldgicas Ryax Y ECso, se realizd un ajuste de los datos a la
funcién sigmoidea con un programa estadistico-graficador: Prism 3.0 (Graph Pad). Se trabajo

con el pECsy, definido como el logaritmo negativo de ECs.
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Fig. 17: a) Imagen digitalizada de CCR a la angiotensina Il en anillos
aorticos de conejos con DH; b) Imagen digitalizada de CCR a la
acetilcolina en anillos adrticos de conejos con DH.

2.1.4- Estimulacion Unica

Se estimula al anillo adrtico agregando una Unica concentracion del agonista en estudio
(Fig 18).

NP 105 M
v
f/'._,-n—\-—lﬁ-nm.-r EDDD TE
/ l
¥
Phe H‘_ 4300 mg
06 M
L
el 20D g
0 min 15 min 30 min

Fig 18: Ejemplo de estimulacidn Gnica con el agonista contractil fenilefrina (Phe)
5 x 10° M seguida de una estimulacién Gnica al vasodilatador independiente de
endotelio nitroprusiato de sodio (NP) 10° M.
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2.1.5- Solucién fisioldgica de Krebs

Para el bafio de dérgano aislado, se prepard solucion fisioldgica de Krebs (pH 7,2) con la
siguiente composicion (mM): NaCl 128; KCI 4,7; NaHCO3 14,4; NaH,PO4 1,2; MgCl, 1,2; Nay-
EDTAOQ,1; CaCl, 2,5; Glucosa 11,1.

2.1.6- Drogas usadas

Se prepararon solucién madre de Ang Il humana 10 M, Phe 102 M, Ach10° M, NA 10* M
y NP 102 M. Todas las drogas fueron adquiridas de Sigma Chemical Co (St Louis; USA) vy se
solubilizaron en agua destilada. DHC, HF y DHF fueron adquiridos de Indofine Chemicals
Company (USA). La solucion madre del ZpE y los flavonoides (DHC, HF y DHF) se
solubilizaron en DMSO. Todas las soluciones madres se conservaron a -20 °C, y a partir de éstas

se prepararon diariamente las diluciones necesarias en agua destilada.

2.2- Parametros bioquimicos y clinicos

Previo al sacrificio de los animales experimentales, se realizé controles de peso de conejos
con dieta control (DC) y DH, y a partir de un catéter conectado a la arteria carétida, se recogieron
muestras de suero para las determinaciones bioquimicas: se realiz6 lipidograma (colesterol total
[CT], HDL-C, LDL-C y TG) que fueron medidos mediante kits comerciales (Wiener, Rosario,
Argentina) que emplean métodos enzimaticos colorimétricos. Para los ensayos in vivo se

realizaron ademas otras determinaciones bioquimicas descriptas en la seccion 3.2.1.2.1

3- METODOLOGIA

3.1- Ensayos in vitro

Después de un periodo de aclimatacion de una semana, los animales experimentales se
dividieron aleatoriamente en dos grupos. Conejos alimentados con dieta control (DC, n = 12)
correspondientes a una dieta estdndar de mantenimiento adecuada para un conejo (GANAVE,
Rosario, Argentina) y conejos alimentados con DH (n = 12) se alimentd con una dieta

enriquecida en colesterol al 1% (detalle pag. 29). Ambos grupos recibieron 150 g de alimento
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por dia. (Sigma chemical, St Louis, EE. UU). El periodo de alimentacion fue de 6 semanas, con

acceso ad libitum a fuente de agua. El peso de los animales fue controlado diariamente y el

sacrificio se realizd una vez transcurridas las 6 semanas de tratamiento dietario.
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3.1.1- Parametros bioquimicos y clinicos

Una vez finalizado el periodo de tratamiento, se realizaron las determinaciones
bioquimicas y clinicas a los conejos con DC y DH (de acuerdo a lo descripto en la seccion 2.2.) a
los fines de wverificar la correcta reproducibilidad del modelo hipercolesterolémico para
garantizar que los ensayos in vitro de funcion vascular se realizaron efectivamente con arterias
adrta de conejos correctamente modelizados.

3.1.2- Efecto del extracto de Zuccagnia punctata y sus flavonoides sobre la funcién vascular:
Protocolos experimentales de reactividad vascular

3.1.2.1- Efecto vasodilatador

Se evaluo6 el efecto vasodilatador del ZpE y sus flavonoides por medio de una CCR al
ZpE (rango de 4x10 a 40 ug EAG/ml), DHC, HF o DHF (rango de 10° a 10 M) en anillos

adrticos de conejos con DC y DH precontraidos con Phe 5x10°® M. El grupo sin tratamiento se
incub6 con el vehiculo (DMSO 1/100).
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ZpE (4x102a 40 pg EAG/mI)
DHC, HF, DHF {10* a 10+ M)
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3.1.2.2- Efecto sobre la funcién endotelial

La correcta funcionalidad del endotelio vascular se estudia mediante la observacion de la

respuesta a la Ach debido a que este neurotransmisor es dependiente de la presencia de un

endotelio funcional para manifestar una respuesta vasodilatadora. En decir, en caso de un

endotelio disfuncional, no manifiesta efecto vasodilatador. Por esto, se evalué la funcion

endotelial a través de CCR a acetilcolina (Ach) en anillos adrticos de conejos con DC y DH

precontraidas con Phe 5x10® M, en presencia de distintas concentraciones del ZpE (4 — 4x10° —
4x1072 pg EAG/mI) 'y los flavonoides DHC, HF o DHF (10°- 107 - 10° M). Estas incubaciones

se realizaron 30 minutos antes de estimular a la arteria con una estimulacién Unica de Phe. El

grupo sin tratamiento se incub6 con el vehiculo.

Acetilcolina (10%a 10 M)

Incubacion 307 g
ZpE (4 - 4x10-" - 4x10-2 pg EAG/m ) g
DHC, HF, DHF (10-5- 107 - 10 M)

"l
2h

equilibracion l X

—

-
Phe 5x10¢ M
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3.1.2.3- Efecto sobre la respuesta contractil a la fenilefrina

Se evalub el efecto de distintas concentraciones del ZpE (4 — 4x10* — 4x10°2 pg
EAG/mI) y los flavonoides DHC, HF o DHF (10°° - 107 - 10 M) sobre la respuesta contréctil a
la Phe en anillos adrticos de conejos con DC y DH. Las incubaciones se realizaron 30 minutos
antes de estimular a la arteria con una estimulacién Gnica de Phe 5x10° M. EIl grupo sin

tratamiento se incubd con el vehiculo.

Incubacién 30°
ZpE (4 -4x1071 - 4x1072 pg EAG/mI)
DHC, HF, DHF (10<-107 - 10 M)

2h
equilibracion l
i
Phe 5x10-*M

3.1.2.4- Efecto sobre la respuesta contractil a angiotensina Il

Se evalud la respuesta al agonista contractil angiotensina Il (Ang I1) a través de una CCR
en presencia de distintas concentraciones del ZpE (4 — 4x10* — 4x102 pg EAG/ml) y los
flavonoides DHC, HF o DHF (10°- 107 - 10° M) en anillos aérticos de conejos con DC y DH.
El grupo sin tratamiento se incubd con el vehiculo. Las incubaciones se realizaron 30 minutos

antes de comenzar la estimulacion con Ang I1.

Angiotensina Il (10-'%a 105 M)

. .
Incubacion 30 -

ZpE (4 - 4x1071-4x102 pg EAG/mI)

2h DHC, HF, DHF (10-%-107 - 102 M) v
equilibracién v
-
I i v
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3.2- Ensayos in vivo

3.2.1- PARTE I: Efecto de la administracion oral del extracto de Zuccagnia punctata en

conejos controles — Ensayos de toxicidad y Estudio de Rango de Dosis

3.2.1.1- Ensayo de toxicidad aguda: Administracién oral de 250 mg EAG/mI del extracto de
Zuccagnia punctata

Conejos machos adultos (2 kg de peso) recibieron una dosis Unica del ZpE de 250 mg
EAG/mI. Los animales se observaron continuamente durante la primera hora; y luego cada hora
durante las 6 h, a las 12 h y las 24 h para evaluar cualquier signo fisico de toxicidad como
contorsiones, bogueadas, salivacion, diarrea, cianosis y cualquier manifestacion nerviosa o
mortalidad. Transcurridas las 24 h se procedié al sacrificio y a la toma de muestras de sangre.

Se evalu6 la actividad de enzimas hepaticas glutamano oxalacetato transaminasa
(GOT) y glutamano piruvato transaminasa (GPT), como asi también los niveles de bilirrubina y
creatinina en sangre para evaluar el posible efecto nefrotdxico y hepatotdxico de los

tratamientos. Asimismo, se observé aspecto y peso de higado, rifidn y corazén.

3.2.1.2- Ensayo de toxicidad crénica y estudio de rango de dosis: Administraciénoral de 2,5

-5-10mg EAG/dia del extracto de Zuccagnia punctata

Grupos experimentales: conejos alimentados con DC fueron asignados aleatoriamente a los

siguientes grupos:

DC: conejos alimentados con dieta control + vehiculo (DMSO 1/100)

DC-ZpE;s: DC + 2,5 mg EAG/dia ZpE (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/dia)
DC-ZpEs: DC + 5 mg EAG/dia ZpE (equivalente a 3,7 mg EAG/kg de peso/dia)
DC-ZpE;o: DC + 10 mg EAG/dia ZpE (equivalente a 7,5 mg EAGKg de peso/dia)

A w o np e
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Transcurrido el tiempo de tratamiento, se procedid de la siguiente manera:

3.2.1.2.1- Efecto sobre los parametros bioquimicos, clinicos y hetamoldgicos

Los animales fueron tratados durante un periodo de 6 semanas con provision de agua ad
libitum y mantenidos bajo condiciones de luz y temperatura controladas en un bioterio
perteneciente al INSIBIO, tal como fue descripto previamente en la seccion 1.2. El ZpE se
resuspendio en dimetilsulféxido/agua (1:100) (DMSO, Sigma, EE. UU.) y se les administro via
oral1,5- 3 - 6 mla los conejos de los grupos 2,5 - 5 - 10 mg EAG/dia, respectivamente; entre las
7-8 a.m. diariamente y en condiciones de ayuno. Cabe destacar que la DC fue suministrada

durante todo el tratamiento de forma concomitante con la administracion oral diaria de ZpE.

Los animales se mantuvieron en ayuno durante 12 h y con provision de agua ad libitum.

Luego fueron anestesiados con Ketamina (75 mg/kg de peso) y diazepam (1 mg/kg de peso) y se
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procedid a la medicion de la presion arterial media (PAM) por método directo. Para ello, se
localizo el paquete vasculonervioso del cuello y se canulo la arteria car6tida con un catéter P40
heparinizado, el cual se conect6é a un mandmetro junto a un transductor de presion arterial (Gold,
USA).

A partir del catéter conectado a la arteria carotida, se recogieron muestras de suero para
las determinaciones bioquimicas: glucosa basal, lipidograma (CT y TG), creatinina, GOT, GPT,
bilirrubina (total, directa e indirecta) que fueron medidos mediante kits comerciales (Wiener,
Rosario, Argentina) que emplean métodos enzimaticos colorimétricos.

También se evalu6 el peso corporal y el peso de érganos (higado, rifion y corazdn). Se
tuvo en cuenta los parametros hematoldgicos hematocrito (Hto) y nimero de leucocitos (conteo

mediante camara Fuchs Rosenthal).

3.2.1.2.2- Efecto de sobre la funcion vascular: Protocolos experimentales de reactividad

vascular

Las aortas toracicas de todos los animales pertenecientes a los 4 grupos fueron disecadas, y

se realizaron ensayos de contractilidad isométrica para evaluar:

3.2.1.2.2.1- Efecto sobre la funcion endotelial

Se evalué la funcién endotelial a través de CCR a Ach en arterias de conejos con DC

administrados con el vehiculo o con diferentes dosis del ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/dia).

Acetilcolina (10%a 10 M)

v
\
2h \4
equilibracion v
Fs
Phe 5x10° M
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3.2.1.2.2.2- Efecto sobre la reactividad del mUsculo liso

Se evalud la reactividad del MLV en arterias de conejos con DC administrados con el
vehiculo o con diferentes dosis del ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/dia) por medio de CCR a los
agonistas contractiles Ang I1 (102%a 107° M) y NA (10%-10* M).

Angiotensina 11 (10-1%°a 10 M)
v

2h v
equilibracion -

—— v

Noradrenalina (10%a 104 M)

2h v
equilibracion v

— .

3.2.2- PARTE I1: Efecto de la administracion oral de 2,5 mg EAG/dia del extracto de

Zuccagnia punctata en cone jos alimentados con una dieta enriguecida en colesterol al 1 %

Los resultados de la Parte | - Estudio de rango de dosis (Tabla 6) muestran que 2,5 mg
EAG/dia es la unica dosis del ZpE que redujo -de manera sorpresiva- el CT (en conejos
normocolesterolémicos) y que no modifica los pardmetros hepaticos, renales o hematologicos.
Por estas razones, se seleccion6 la dosis 2,5 mg EAG/dia del ZpE para estudiar el efecto del
mismo en conejos hipercolesterolémicos.

30 conejos fueron aleatoriamente asignados a los siguientes grupos (n=6 para cada grupo):
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1. DC: conejos alimentados con dieta control + vehiculo (DMSO 1/100)

2. DC-ZpE;,5: DC + 2,5 mg EAG/dia ZpE (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/dia)

3. DH: conejos alimentados con dieta enriquecida en colesterol al 1% + vehiculo (DMSO
1/100)

4. DH-ZpE; 5: DH + 2,5 mg EAG/dia ZpE (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/dia)

5. DH-Ro,5: DH + 2,5 mg rosuvastatina/dia (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/dia)
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Los animales fueron tratados durante un periodo de 6 semanas con provision de agua ad
libitum y mantenidos bajo condiciones de luz y temperatura controladas en un bioterio
perteneciente al INSIBIO. El vehiculo, el ZpE o rosuvastatina, fueron administrados diariamente
via oral entre las 7-8 a.m. y en condiciones de ayuno. Cabe destacar que la DC y DH fueron
suministradas durante todo el tratamiento de forma concomitante con la administracion oral
diaria de ZpE y rosuvastatina (Ro). Transcurrido el tiempo de tratamiento, se procedié de la

siguiente manera:
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3.2.2.1- Efecto sobre los parametros bioquimicos, clinicos y he matolégicos
Los animales se mantuvieron en ayuno durante 12 h y con provisién de agua ad libitum.

Finalmente se procedid segun lo descripto en seccién 3.2.1.2.1

3.2.2.2- Efecto sobre la funcién vascular: Protocolos experimentales de reactividad vascular

Las aortas tordcicas de los fueron disecadas, y se realizaron ensayos de contractilidad
isométrica empleando los protocolos experimentales descriptos en la seccién 3.2.1.2.2. También
se evalud la respuesta nitroprusiato de sodio (NP, 10°® M) vasodilatador independiente de

endotelio, tal como se muestra en la seccién 2.1.4.

3.2.2.3- Efecto sobre parametros de estrés oxidativo

3.2.2.3.1- TBARS: La peroxidacion lipidica se evalué midiendo las sustancias reactivas al &cido
tiobarbitarico (TBARS) en suero: se tom0 una alicuota de suero y se mezcldo con acido
tricloroacético (TCA) al 10% (1:2) para lograr precipitar las proteinas séricas. La mezcla se
centrifugd (15 min; 10 000 rpm; 4° C) y se agrego acido tiobarbiturico (TBA) al sobrenadante
(1:1). La mezcla se incubd 40 min a 95°C. Luego se enfrio en un bafio de hielo, y la absorbancia
fue medida a 532 nm. Se calcularon los niveles de peroxidacion lipidica en términos de
formacion de sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (WM/mg proteinas) a partir de una curva
de calibracion realizada con tetrametoxipropano. Las proteinas se determinaron por método de

Lowry.

3.2.2.3.2- GSH/GSSG: Cuantificacion de la relacién glutation reducido (GSH)/glutation
oxidado (GSSG) en suero: se tomd una alicuota de suero y se precipitaron las proteinas séricas
afiadiendo TCA 10 % (1:2). La mezcla se centrifugd (15 min; 10 000 rpm; 4°C). Para cuantificar
GSH, el sobrenadante se incubé a 30°C (10 min) con 6 mM de é&cido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) y se midio la absorbancia a 412 nm. Para determinar los niveles de
glutation total (GT), el sobrenadante se incubd a 30° C (2 min) con 6 mM de &cido 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB) y 0,3 mM NADPH; luego se afiadio glutation reductasa (0,04 U) y la
mezcla se incubd a 30° C (10 min) y la absorbancia se midié a 412 nm.

El GSH y GT se calcularon utilizando una curva estdndar de GSH. ElI GSSG se calculé como
GSSG = GT - GSH. Los resultados se expresan como pug/mg de proteina, segin lo determinado

por el método de Lowry.
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3.2.2.4- Efecto sobre la morfohistologia vascular
El cayado adrtico y una porcién proximal de la arteria aorta de conejos de los 5 grupos (DC

y DH con o sin tratamiento con ZpE y Ro) fueron fijados en formol al 10 % (pH 7,4). Se realiz6:

3.2.2.4.1- Histometria: Se trabajo con el anillo (5 mm de longitud) correspondiente a la primera
porcion de la adrta tordcica consecutiva al cayado aortico. Al cabo de 48 hen formol tamponado,
los anillos adrtico fueron deshidratados progresivamente en alcohol 70° (1 h), 80° (40 min), 96°
(40 min), dos bafios sucesivos de 100° (1 h), dos bafios sucesivos de Xilol (1 h). Finalmente se
dejo en la estufa en bafio de parafina (24 h). Se realiz6 un nuevo bafio de parafina (2 h) en estufa
y se procedié a la inclusion del tejido y el armado del taco. Luego se realizaron cortes (5um)
aislados y seriados con un micr6tomo de deslizamiento (Reichert, USA). Se aplicé la técnica de
tincion hematoxilina-eosina (H-E). Para la observacion, analisis e interpretacion de imagenes, se
tomaron microfotografias de los cortes histol6gicos utilizando una camara digital AxioCam HRc
incorporada a un microscopio Zeiss Imager A2. Las imagenes fueron captadas usando un
software Axio Vision Release 4.8.2 con aumentos de 40 x. Se realizaron los estudios de
histometria mediante técnicas estereologicas evaluando la relacion intima/media (razon entre la
longitud del endotelio [E] y el MLV) de la arteria aorta por morfometria digital con el programa
Media Cybernetics® Image-Pro PlusTM.

3.2.2.4.2- Porcentaje de area sudanofilica: Se trabajé con los cayados adrticos completos para
la coloracion macroscopica de los depositos lipidicos en el estrato subintimal. El tejido fijado en
formol tamponado durante 48 h se sometio a un bafio enalcohol 70° (15 min) y bafio en solucion
de Herxheimer (15 min; Sudan IV 1%, alcohol 80° y acetona 1:1) con agitacion constante.
Finalmente se realizaron dos bafios sucesivos en alcohol 80° (25 min) y se lavd con agua
corriente (1 h). Luego, cada cayado se extendio sobre una lamina de telgopor con la superficie
endotelial hacia arriba y se tomaron fotografias con una camara digital Sony DSC-H300. Se
empled el software Image Pro Plus TM (Maryland, USA) para la cuantificacion de la superficie

intimal cubierta por la lesion sudanofilica expresandose los resultados en porcentaje.
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4- ANALISIS ESTADISTICOS

Las respuestas se muestran como media + error estandar de la media (ES). Se uso el
programa estadistico- graficador Prism GraphPad 3.0 (GraphPad Software, EE. UU.) para ajustar
los valores obtenidos al realizar las CCR a la funcion sigmoidea y de esta manera calcular las
constantes farmacolégicas Rmax Y PECso. Los analisis comparativos entre y dentro de los grupos
se realizaron con Anova de una via y postest de Duncan. Se utilizd la prueba “t” de Student para
estudios comparativos entre dos grupos (DC y DH). p < 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo (prueba de dos colas).
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RESULTADOS

1- Estandarizacién del extracto hidroalcohdlico de Zuccagnia punctata: Analisis de
marcadores quimicos

Los resultados de la estandarizacion del ZpE se muestran en la tabla 1. Alrededor
del 53 % de los CFT fueron CFF y el 47 % fueron CFNF. Los principales compuestos
bioactivos fueron DHMC y DHC, cuya cantidad fue aproximadamente 10 veces mayor que
HF y 12 veces mayor que DHF.

Teniendo en cuenta estudios previos referidos a las propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias de DHMC y DHC (Moreno y col., 2015b; Nufio y col., 2016) asi como
evidencias recientes sobre el potencial terapéutico de las chalconas como agentes
cardiovasculares (Mahapatra y Bharti, 2016) estos compuestos fueron seleccionados como

marcadores activos y analiticos del extracto hidroalcohdlico de Z. punctata.

Tabla 1. Estandarizacion del extracto hidroalcohdlico de Z. punctata

Peso seco (mg/g mat.veg) 5543
CFT (mg EAG/mI) 4012
CFT (mg EAG/g ZpE seco) 1215+45
CFNF (mg EAG/g ZpE seco) 541+15
CFF (mg EAG/g ZpE seco) 644112
DHMC (mg/g ZpE seco) 152,6+5,6
DHC (mg/g ZpE seco) 105,744 .8
HF (mg/g ZpE seco) 13,1+0,7
DHF (mg/g ZpE seco) 8,2£0,3

Datos expresados como media +* ES. CFT: compuestos
fendlicos totales; CFNF: compuestos fendlicos no flavonoides;
CFF: compuestos fendlicos flavonoides; DHMC: 27 4°-
dihidroxi-3"-metoxichalcona; DHC: 2" 4 -dihidroxichalcona;
HF: 7-hidroxiflavanona; DHF: 3,7-dihidroxiflavona; EAG:
equivalentes de acido galico; ZpE: extracto hidroalcohdlico
estandarizado de Zuccagnia punctata
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2- Parametros bioquimicos y clinicos

Finalizado el tratamiento, no se encontraron diferencias en el peso corporal entre
ambos grupos. Los niveles plasmaticos de CT, HDL-C, LDL-C y TG fueron mayores en los
conejos alimentados con DH respecto a los animales alimentados con DC (Tabla 2). Estos
resultados nos permitieron aseverar que los ensayos in vitro de reactividad vascular fueron

realizados con arterias de los conejos efectivamente hipercolesterolémicos.

Tabla 2. Valores de perfil lipidico y peso

DC DH

CT (mg/d)) 66,0:6,8  928+99°
HDL-C (mg/d]) 57,8#36  130+28°
LDL-C (mg/dl) 36,6:29  740£120°
TG (mg/dl) 97,4+149  215+27°
Peso (g) 2088+99  2188+64

Datos expresados como media + ES; n=24. DC:
conejos alimentados con dieta control; DH: conejos
alimentados con dieta hipercolesterolémica; CT:
colesterol total;, HDL-C: colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad; LDL-C: colesterol

unido a lipoproteinas de baja densidad; TG:

triglicéridos. * p < 0,05 indica diferencia

estadisticamente significativa entre DC y DH (test
de ‘t’ para muestras no pareadas).

3- Resultados de ensayos in vitro

3.1- Efecto vasodilatador

La CCR del ZpE (rango 4x10% a 40 pug EAG/ml) y de los flavonoides DHC, HF o DHF
(rango 10° a 10* M) en los anillos aérticos de conejos DC y DH precontraidos con Phe
mostré a una relajacion dependiente de la concentracion. La Rmax de HF fue mas alta que la
Rmax de DHC enel grupo con DC. La Rnax (%) de HF fue mayor que la de ZpE en arterias de
animales de ambos grupos de dietas, sin ambargo el patron de relajacion presento algunas
diferencias entre las arterias de conejos hipercolesterolémicos con respecto a arterias de
conejos normocolesterolémicos: la sensibilidad al ZpE fue mayor en DH respecto a DC y la
eficiencia de DHC fue mayor en DH respecto a DC (Tabla 3).
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Tabla 3. Porcentaje de relajacion maxima (Rmax) Y PECso del extracto estandarizado (ZpE)

y los flavonoides de Z. punctata en conejos controles e hipercolesterolémicos

DC DH
Rinax PECso Rinax PECso

ZpE (ug EAG/mI) 89+23° 1802 9,6¢1,5° 44£22°
DHC (M) 6,2+1,2 4,4+0,6 17622,1° 49402
HF (M) 20,6£6,7° 58%0,7° 27,148,1 5,3+0,6
DHF (M) 16,0631  4,0+06 174+2,7 4,8+0,2

Datos expresados como media £ ES; n=24. Efecto vasodilatador en arterias de conejos
alimentados con dieta control (DC) o dieta hipercolesterolémica (DH) estimulados con
curvas concentracién respuesta al vehiculo o al extracto hidroalcohoélico estandarizado de Z.
punctata (ZpE) o sus flavonoides 2,4 -dihidroxichalcona (DHC), 7-hidroxiflavanona (HF)
y 3,7-dihidroxiflavona (DHF), (n=24). * p < 0,05 indica diferencia estadisticamente
significativa entre la Ryax (%) del ZpEy HF. ® p < 0,05 indica diferencia estadisticamente
significativa entre DC y DH. ° p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa
entre la Rypx (%) y pECso de DHC o DHF respecto a HF (Anova de una via y postest de
Duncan).

3.2- Efecto sobre la funcién endotelial

La incubacion de los anillos aorticos de conejos DC y DH con el ZpE o con sus principales
flavonoides no produce modificaciones en el tono basal (datos no mostrados) en ambos
grupos de dieta nien la respuesta a la Ach en arterias de conejos alimentados con DC. La Rmax
y PECso a la Ach fueron menores en arterias de conejos alimentados con DH (Rmax 27+4 %,
PECs0 6,67+0,11) respecto a conejos alimentados con DC (Rmax 55£9 %, pECsy 7,04%0,09).
La incubacién de las arterias de conejos con DH arrojo los siguientes resultados:
a- DHC 10° M mejoré la Rmax sin llegar a igualar la respuesta del grupo DC (DH-DHC:
41 + 2 %; p < 0,05; Anova de una via).
b- Todas las concentraciones del ZpE y HF y las concentraciones mas bajas de DHF y
DHC mejoraron la sensibilidad a Ach respecto a las arterias tratadas con el vehiculo
(Tabla 4).
c- ZpE 4x10™ pg EAG/mI, DHC 107"y 10° M y DHF 10° M mejoran la sensibilidad a

Ach respecto a arterias de conejos alimentados con DC.
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Tabla 4. pECsq a acetilcolina en arterias de conejos alimentados con dieta control o
dieta hipercolesterolémica preincubadas con el extracto de Z. punctata y sus

principales flavonoides a diferentes concentraciones

DC DH
Vehiculo 7,04+0,09 6,67+0,11°
ZpE 4x10” g EAG/m 7,21+0,09 7,0240,09 °
ZpE 4x10" pg EAG/mI 7,22+0,06 748+0,13 >"°
ZpE 4 ug EAG/m 7,13+0,18 7,09+0,04 °
DHC 10°M 7,07+0,09 7,31+0,13 "¢
DHC 10" M 7,37+0,10 7,81+0,07 "¢
DHC 10° M 6,91+0,13 6,87+0,05

HF 10° M 7,13+0,08 7,28+0,08°
HF 10" M 7,27+0,07 7,14+0,12°
HF 10° M 6,94+0,16 7,060,08°
DHF 10°M 7,04+0,05 7424021 "¢
DHF 10" M 7,31+0,08 7,23+0,19"°
DHF 10°M 7,05+0,23 7,010,10

Datos expresados como media = ES, n=24. . Efecto vasodilatador a la acetilcolina en
arterias de conejos alimentados con dieta control (DC) o dieta hipercolesterolé mica
(DH) preincubados con el vehiculo o con distintas concentraciones del extracto
hidroalcoholico estandarizado de Z. punctata (ZpE) o sus flavonoides 2°,4"-
dihidroxichalcona (DHC), 7-hidroxiflavanona (HF) y 3,7-dihidroxiflavona (DHF)
(n=24). ® p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa entre DC y DH
(Anova de una via y postest de Duncan). ® p < 0,05 indica diferencia estadisticamente
significativa entre arterias incubadas con el ZpE o sus flavonoides respecto a arterias
tratadas con el vehiculo. © p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa con
respecto a DC tratada con el vehiculo (Anova de una viay postest de Duncan)

3.3- Efecto sobre la respuesta contractil a la fenilefrina

Las arterias de conejos alimentados con DC preincubadas con ZpE (4x1072 y
4x10 pg EAG/ml), DHC, HF y DHF (10° y 10" M) disminuyen significativamente la

respuesta contréctil a la Phe 5x10°° M. En contraste, Gnicamente la concentracién més baja de

ZpE (4x1072 pg EAG/mI) y DHC (10° M) disminuyeron significativamente la respuesta
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contractil en arterias de conejos alimentados con DH (Fig. 19). Cuando se compard la
respuesta de arterias de conejos con DC y DH que recibieron el mismo tratamiento se observo
que la concentracién més alta de ZpE (4 pg EAG/mI) y de DHC (10° M) disminuyeron la

respuesta a fenilefrina en arterias del grupo DH.
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Fig. 19: Efecto sobre la respuesta a la fenilefrina (5x10° M) en arterias de conejos alimentados con dieta control
(DC) o dieta hipercolesterolémica (DH) preincubados con el vehiculo o con distintas concentraciones del
extracto hidroalcohélico estandarizado de Z. punctata (ZpE) o sus flavonoides 2°,4"-dihidroxichalcona (DHC),
7-hidroxiflavanona (HF) y 3,7-dihidroxiflavona (DHF), (n=24): a) ZpE (4x1072 — 4x10°* — 4 pg EAG/ml), b)
DHC (10°- 107 - 10° M), ¢) HF (10° - 107 — 10° M), d) DHF (10° - 107 - 10°° M). * p < 0,05 indica
diferencia estadisticamente significativa entre arterias tratadas con el vehiculo y las arterias incubadas con ZpE,
DHC, HF o DHF en diferentes concentraciones (Anova de una via y postest de Duncan).’ p < 0,05 indica
diferencia estadisticamente significativa entre arterias de conejos DC y DH (test de “t” para muestras no
pareadas)

3.4- Efecto sobre la respuesta contractil a angiotensina Il

La estimulacién de los anillos aérticos con Ang Il (102° a 10® M) produjo una

respuesta contractil dependiente de la concentracion (Fig. 20). Las arterias conejos
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alimentados con DC incubadas con ZpkE, DHC y DHF en todas las concentraciones

estudiadas, presentaron la misma Ryax @ Ang Il que las arterias tratadas con el vehiculo (Fig.

20 a-d). Sin embargo, HF y DHF a la concentracién maxima (10 ° M) desensibilizaron la

respuesta contractil (desplazaron la CCR hacia la derecha, Fig. 20 c-d).
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Fig. 20: Curvas concentracion respuesta a angiotensina Il en arterias de conejos alimentados con dieta control
(DC) preincubados con el vehiculo o con distintas concentraciones del extracto hidroalcohélico estandarizado de
Z. punctata (ZpE) o sus flavonoides 2,4 -dihidroxichalcona (DHC), 7-hidroxiflavanona (HF) y 3,7-
dihidroxiflavona (DHF), (n=24): a) ZpE (4x10 — 4x10™* — 4 pg EAG/ml), b) DHC (10 °- 107 - 10°° M), ¢)
HF (10° — 107 — 10° M), d) DHF (10° — 107 — 10° M)./ p < 0,05 indica diferencia estadisticamente
significativa en el pECsg de arterias incubadas con HF 10° M y DHF 10° M respecto al grupo tratado con el

vehiculo (Anova de una via y postest de Duncan).
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El tratamiento de los anillos adrticos de conejos alimentados con DH produjo
diferentes efectos de acuerdo al compuesto y las concentraciones estudiadas (Fig. 21 a-d):
- la concentracién més altas del ZpE (4 pg EAG/ml), DHC y DHF (10° M)
disminuyeron la Rnax a Ang 1l (Fig. 21 a-b-d)
- las concentraciones mas bajas del ZpE (4x1072 y 4x10* pg EAG/mI) y todas las
concentraciones de DHC y DHF desensibilizaron la respuesta contractil a Ang I

(desplazaron la CCR de la Ang Il hacia la derecha) (Fig. 21 a-b-d).
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Fig. 21: Curvas concentracidn respuesta a angiotensina Il en arterias de conejos alimentados con dieta
hipercolesterolemica (DH) preincubados con el vehiculo o con distintas concentraciones del extracto
hidroalcoholico estandarizado de Z. punctata (ZpE) o sus flavonoides 2°,4"-dihidroxichalcona (DHC), 7-
hidroxiflavanona (HF) y 3,7-dihidroxiflavona (DHF), (n=24): a) ZpE (4x10 2 — 4x10 * — 4 ug EAG/ml), b) DHC
(10°-107-10°M), c) HF (10 °~ 10 " - 10 ° M), d) DHF (10 ° - 10— 10> M). * p < 0,05 indica diferencia
estadisticamente significativa en la Ry entre el grupo incubado con el vehiculo y los grupos incubados con
ZpE 4 ug EAG/ml, DHCy DHF 10° M (Anova de una via y postest de Duncan); / p < 0,05 indica diferencia
estadisticamente significativa entre pECs de los tratamientos con ZpE (4x107 y 4x10™ ug EAG/ml) y DHCy
DHF en todas las concentraciones incubadas (10°, 107 y 10° M) respecto al vehiculo (Anova de una via y
postest de Duncan).
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4- Resultados de ensayos in vivo

4.1- PARTE I: Efecto de la administracion oral del extracto de Zuccagnia punctata en

conejos controles — Ensayos de Toxicidad y Estudio de Rango de Dosis

4.1.1- Ensayo de toxicidad aguda: Administracién oral de 2,5 mg EAG/ml del extracto de
Zuccagnia punctata

Luego de la administracion oral de 250 mg EAG/mI (100 veces mayor que la dosis
terapéutica del ZpE observada en el estudio de rango de dosis, ver pag. 55) no se observaron
signos de toxicidad aguda como sedacion, picazdn, salivacion, diarrea, cianosis 0 mortalidad en
ninguno de los animales tratados. Se evalué la actividad de enzimas hepaticas GOT y GPT,
bilirrubina y creatinina en sangre. No se encontraron cambios significativos respecto al grupo
control tratado con el vehiculo, de modo que es posible afirmar la ausencia de nefrotoxicidad y
hepatotoxicidad (Tabla 5). Tambien se evaluo el peso y aspecto del higado, rifion y corazén sin

encontrar diferencias respecto al grupo tratado con el vehiculo.

Tabla 5. Ensayo de toxicidad aguda a 250 mg EAG/ml del extracto de
Zuccagnia punctata

DC DC-ZpE_s
GOT (U 21,339 18,2423
GPT (U/l) 20,5+4,1 16,9+2.1
Creatinina (mg/dl) 0,81+0,04 1,03+0,10
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,32+0,03 0,28+0,02
Bilirrubina Directa (mg/dI) 0,09+0,02 0,07+0,02
Bilirrubina Indirecta (mg/dl) 0,2+0,03 0,25+0,01
Higado (% peso corporal) 3,19+0,14 2,89+0,21
Rifion (% peso corporal) 0,34+0,05 0,33+0,02
Corazon (% peso corporal) 0,27+0,02 0,25+0,03

Datos expresados como media + ES, n=6 conejos por grupo. DC: conejos
alimentados con dieta control (DC) y tratados con el vehiculo o con 250
mg EA G/ml del extracto de Zuccagnia punctata
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4.1.2- Ensayo de toxicidad crdnica y estudio de rango de dosis: Administracion oral de 2,5 -

5-10mg EAG/mI del extracto de Zuccagnia punctata

4.1.2.1- Efecto sobre los parametros bioquimicos, clinicos y hetamologicos

La administracion oral del ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/dia) durante 6 semanas no produjo
modificaciones en la PAM, glucosa basal, creatinina o parametros hematologicos (Tabla 6). El
CT disminuyé significativamente con la administracion de 2,5 mg EAG/dia. Los tratamientos
con5 y 10 mg EAG/dia redujeron la GOT vy bilirrubina directa con respecto al grupo tratado con
el vehiculo. El aumento de peso corporal durante el periodo de tratamiento fue similar en los
distintos grupos y tampoco se encontraron diferencias significativas en el peso corporal al
finalizar el estudio.

No se observaron diferencias significativas en el tamafio de higado y corazdn (relacion
higado/peso corporal, o corazén/peso corporal) entre los grupos tratados con distintas dosis de
ZpE y el grupo tratado con el vehiculo. Sin embargo, la relacién rifibn/peso corporal esta

incrementada en los conejos que recibieron el ZpE a dosis 10 mg EAG/dia (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros bioquimicos, clinicos y hematoldgicos de conejos alimentados con DC administrados con 2,5 -

5-10 mg EAG/ dia del extracto de Zuccagnia punctata.

DC DC-ZpE;s DC-ZpEs DC-ZpE,,
Peso () 2088+99 1920+144 2200+£100 1957+99
PAM (mmHg) 60,5+3,5 58,3+2,5 7934 64,5+£0,5
Glucosa basal (mg/dl) 113,2+2,7 119,2+4.1 116,8+6,7 125,8+55
Colesterol total (mg/dl) 66+6,8 35,1+6,1 ° 40,2+11,3 58,4+14,7
Triglicéridos (mg/dl) 97,4114 9 81,0+20,6 90,1+12 131,3+15,4
Creatinina (mg/dl) 0,81+0,04 0,82+0,2 0,81+0,25 0,81+0,25
GOT (UM 21,339 15,6+0,6 42+1,9° 30+1,9°
GPT (U/l) 20,514 18,6+£0,5 20,415 19+19
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,32+0,03 0,24+0,01 0,32+0,04 0,39+0,11
Bilirrubina Directa (mg/dI) 0,09+0,02 0,07+0,01 0,03+0,01° 0,05+0,01 °
Bilirrubina Indirecta (mg/dl) 0,2+0,03 0,17+0,02 0,28+0,04 0,30+0,08
Higado (% peso corporal) 3,19+0,14 2,87+0,26 3,12+0,16 3,5+0,09
Rifién (% peso corporal) 0,34+0,05 0,30+0,01 0,32+0,02 0,55+0,16 2
Corazon (% peso corporal) 0,27+0,02 0,22+0,02 0,24+0,01 0,26+0,02
Hto (%) 41,1+1.2 39+1,6 41,9417 45+1.2
Leucocitos (x 10° mm®) 13,2+2,1 10,6+1,3 11,6+2,5 13,0£15

Datos expresados como media + ES, n=6 conejos por grupo. DC: conejos alimentados con dieta control tratados con
el vehiculo o tratados con ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/dia). ® p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos tratados con ZpE a diferentes dosis y el vehiculo (Anova de una via y postest de Duncan).
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4.1.2.2- Efecto sobre la funcién endotelial

El extracto no modificd la Ryax a la Ach en ninguna de las dosis administradas
oralmente (DC: 51+4 %; DC-ZpE, 5. 60£3 %; DC-ZpEs: 44+4 %; DC-ZpE;o: 52+3 %). La dosis
mas baja produjo una sensibilizacion de la respuesta vasodilatadora (desplazamiento hacia la
izquierda de la CCR; pECso DC: 7,04+0,09; DC-ZpE; 5: 7,26+0,03; DC-ZpEs: 7,09+0,06; DC-
ZpE;o: 6,88+£0,08) lo que indica que cuando se administra oralmente ZpE en dosis de 2,5 mg
EAG/dia se requiere una menor concentracién de Ach para obtener el mismo efecto que cuando
se administra el vehiculo (Fig. 22).
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Fig. 22: Curvas concentracion respuesta a acetilcolina en
arterias de conejos alimentados con dieta control (DC) tratados
con el vehiculo o con el extracto hidroalcohélico estandarizado
(ZpE) de Z. punctata (2,5 - 5- 10 mg EAG/dfa. / p < 0,05
indica diferencia estadisticamente significativa en el pECsg

entre el grupo tratado con 2,5 mg EAG/dia del ZpE respecto al
grupo tratado con el vehiculo (Anova de una via 'y postest de
Duncan, n=12).

4.1.2.3- Efecto sobre la reactividad del musculo liso

La administracion oral del extracto no modificd la Rmax @ Ang 11 en aortas de conejos
controles (DC: 4121+560 mg; DC-ZpE; s: 4305+358 mg; DC-ZpEs: 4099+278 mg; DC-ZpE;o:
3846+294 mg) (Fig. 23a). Sin embargo, la dosis de 2,5 mg EAG/ia desensibilizo
significativamente las arterias a la respuesta contractil a Ang Il (provocd un desplazamiento de la

CCR hacia la derecha (pECso DC: 7,89+0,17; DC-ZpE, 5: 7,55+0,14; DC-ZpEs: 7,69+0,12; DC-
ZpEio: 7,78+0,13).
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Con respecto al efecto de la administracion oral del extracto sobre la respuesta
contractil a la NA, se observd que la dosis de 2,5 mg EAG/dia desensibilizé la respuesta
(provoco un desplazamiento de la curva hacia la derecha (pECso DC: 6,26+0,01; DC-ZpE; s:
5,89+0,09; DC-ZpEs: 6,13+0,09; DC-ZpE;o: 6,68+0.14) ( Fig. 23b) y disminuy6 la Rmax.
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Fig. 23: a) Curvas concentracion respuesta a angiotensina Il en arterias de conejos alimentados con dieta control
(DC) tratados con el vehiculo o con el extracto hidroalcohdlico estandarizado (ZpE) de Z. punctata (2,5- 5 - 10 mg
EAG/dia). b) Curvas concentracién respuesta a noradrenalina en arterias de conejos alimentados con DC tratados
tratados con el vehiculo o con ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/dia). * p < 0,05 indica diferencia estadisticamente
significativa en la Ry entre el grupo tratado con ZpE 2,5 mg EAG/dia respecto al grupo tratado con el vehiculo
(Anova de una via y postest de Duncan, n=12). / p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa en el pECsg
entre el grupo tratado con ZpE 2,5 mg EAG/dia respecto al grupo tratado con el vehiculo (Anova de una via y
postest de Duncan, n=12).

4.2- PARTE Il: Efecto de la administracion oral de 2,5 mg EAG/dia del extracto de

Zuccagnia punctata en cone jos alimentados con dieta enriquecida en colesterol al 1%

4.2.1- Efecto sobre los parametros bioquimicos, clinicos y he matologicos

La DH incrementa significativamente los niveles de CT, TG, bilirrubina (total, directa
e indirecta) y los niveles de GOT. También hay un aumento en la relacién higado/peso corporal
y rifidn/peso corporal y en el nimero de leucocitos; el Hto estd reducido (Tabla 7). La
administracion oral del extracto de Z. punctata a dosis de 2,5 mg EAG/dia disminuy0 los niveles
de CT, normalizé la concentracion plasmatica de TG, bilirrubina (total, directa e indirecta), como
asitambién los niveles de GOT, Hto y leucocitos. También se observa una reducciénen la PAM.
No provoca cambios en la relacion higado/peso corporal respecto conejos con DH tratados con el

vehiculo. Los conejos con DH tratados con rosuvastatina no modificaron los valores de CT, pero
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normalizaron los niveles de TG, bilirrubina directa y GOT; también mejor6 los valores de Hto,

leucocitos y PAM.

Tabla 7. Parametros bioquimicos, clinicos, y hematolégicos de conejos controles e hipercolesterolémicos

administrados con ZpE (2,5 mg EAG/dia) y Rosuvastatina (2,5 mg/dia).

CD CD-ZpE,s DH DH-ZpE; DH-Ro,5
Peso (g) 2088+99 2037121 2188+64 2086+41 1860+42
PAM (mmHg) 60,5¢#35  553+37 73,242 4 5042 ° 50,2+4,6
Frecuencia cardiaca 277,6+29 252+10 226+11 22515 23048
Glucemia basal (mg/dl) 1132427  120,7429 115335 129+2 130+11
Colesterol total (mg/dl) 78,416 .4 34,6+3,7° 928+99 ° 369+84° 816+225
HDL-C (mg/dl) 54,728 12,2+2° 115536 ° 16,5+0,8° 16,5+15°
LDL-C (mg/dI) 351+2,3 84+1,1° 692+112 ° 30876 *°  784+195
Triglicéridos (mg/dl) 97,4+149  85,3+14 8 2154272 03,7+15° 79+13°
Creatinina (mg/dl) 081+0,04 0,74+0,14  0,97+0,13 0,70+0,2 0,94+0,09
GOT (UM 21,115 23,314 32,3+x33° 20,9+32° 16,7+3,8°
GPT (U/l) 19,6+3,9 24,6118 93+1,9° 844+1.2 74114
Bilirrubina Total (mg/dl) 0.32+0,03 0,24+0,01 065+0,17% 0,24+0,03° 043+0,1
Bilirrubina Directa (mg/dl) 0,086+0,02 0,07+001  0,1+0,05° 0,06+0,02° 0,03+0,01°
Bilirrubina Indirecta (mg/dl)  0,2+0,03 0,17+0,02 055+0,15* 0,18+0,01° 041+0,10
Higado (% peso corporal) 319+0,14  2,9640,15 41+0,2° 4,27+0,2 49+0,1
Rifion (% peso corporal) 034+0,05 0,29+0,14 0,44+0,1° 0,30+0,01° 0,43+0,03
Corazon (% peso corporal) 027+0,02 0,24+0,1 0,23+0,03 0,23+0,01  0,25+0,10
Hto (%) 41,0£1,2 39,0+1,6 34,3+1,0° 41,0£29° 41,8+1°
Leucocitos (x 10° mm®) 12,2421 10,6+1,3 16,7¢15° 12,3+0,8°  12,6+24°

Datos expresados como media + ES, n= 6 conejos por grupo. Conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta
hipercolesterolé mica (DH) tratados con el vehiculo o tratados con el ZpE (2,5 mg EAG/dia) y rosuvastatina (Ro; 2,5
mg/dia). PAM: presion arterial media; Hto: hematocrito. * p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa
entre DCy DH. ? p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos tratados con ZpE o Roy
los grupos tratados con el vehiculo (Anova de una via y postest de Duncan).

4.2.2- Efecto sobre la funcién endotelial

La Ach provoco una vasodilatacion dependiente de la concentracién en todos los
grupos estudiados. Las arterias de conejos alimentados con DH mostraron respuestas a la Ach
significativamente disminuidas. La administracion de ZpE no modifico la vasodilatacion a la
Achenel grupo DC, pero en conejos con tratamiento de DH normalizé la Ryax de la Ach cuando
es administrado junto con la dieta (Rmax; DC: 66,2%5,2 %; DH: 27,3+3,8 %; DC-ZpE; 5: 60,5£6,2
%; DH-ZpE; 5: 65,9+8 %; DH-R0, 5: 42,5+4,2%; p < 0,05; Anova de una via y postest Duncan).
Ademés, el tratamiento con ZpE mejord la sensibilidad a la Ach en conejos con DC como asi
también en conejos con DH (pECso. DC: 7,01+0,07; DH: 6,67+0,11; DC-ZpE; 5: 7,18+0,05; DH-
ZpEy 5. 7,23+£0,08; DH-Ro0,5: 7,06£0,11; p < 0,05; Anova de una via y postest de Duncan). El
tratamiento con rosuvastatina no modifico la Rmax NipECsp a la Ach en conejos con dieta DH.
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Fig. 24: Curvas concentracion respuesta a acetilcolina en arterias de conejos
alimentados con dieta control (DC) tratados con el vehiculo, conejos alimentados con
dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehiculo, conejos alimentados con DC
tratados con 2,5 mg EAG/dia del extracto hidroalcohdlico estandarizado de Z. punctata
(DC-ZpE;5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg EAG/dia del extracto
hidroalcoholico estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE;s), conejos alimentados con DH
tratados con 2,5 mg/dia de rosuvastatina (DH-Ro,5). Los efectos vasodilatadores se
expresaron como porcentaje de disminucién de la contraccion maxima a la Phe. . * p <
0,05 indica diferencia estadisticamente significativa en la relajacion maxima entre DHy
DH-ZpE, s (Anova de una via y postest de Duncan,n=12),” p < 0,05 indica diferencia
estadisticamente significativa en pECsode DH-ZpE, 5 y DC-ZpE, 5 respecto a los grupos
tratados con el vehiculo (Anova de una via y postest de Duncan, n=12).

4.2 .3- Efecto sobre la reactividad del musculo liso

Los conejos con DH tuvieron un aumentd de la Rmax Y la sensibilidad a Ang Il con respecto a
conejos con DC (Fig. 25). El efecto de la administracion de ZpE sobre la respuesta contractil a
Ang Il fue dependiente de la dieta: disminuyd la Rmax en conejos alimentados con DH (DC:
4052+30; DC-ZpE;s: 4223+42; DH: 5485+91; DH-ZpE; 5: 3909+59 ; DH-Ro0; 5: 4200+64) vy la
afinidad en conejos alimentados con DC (pECso DC: 7,87+0,01; DC-ZpE,5: 7,54+0,02; DH:
8,70+0,05; DH-ZpE,s: 8,24+0,03; DH-Ro,5: 8,30+0,21). El tratamiento con rosuvastatina

también redujo significativamente la respuesta contractil a la Ang Il en conejos DH.
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Fig. 25: Curvas concentracion respuesta a angiotensina Il en arterias de conejos alimentados con dieta control (DC)
tratados con el vehiculo, conejos alimentados con dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehiculo, conejos
alimentados con DC tratados con 2,5 mg EAG/dia del extracto hidroalcohélico estandarizado de Z. punctata (DC-
ZpE; 5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg EAG/dia del extracto hidroalcohdlico estandarizado de Z.
punctata (DH-ZpE; 5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg/dia de rosuvastatina (DH-Ro;5). * p < 0,05
indica diferencia estadisticamente significativa en la respuesta maxima entre DHy los grupos DH-ZpE, s y DH-Ro; 5
(Anova de una via y postest de Duncan, n=12). / p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa en pECs
entre DCy DC-ZpE, 5 (Anova de una via y postest de Duncan, n=12).

Por otra parte, la Rnaxy el pECso a NA fueron similares en conejos alimentados con
DC vy conejos alimentados con DH (Fig. 26). La administracion oral de ZpE redujo la afinidad a
la NA en ambos grupos de dieta (pECso DC: 6,23+0,03; DC-ZpE; 5: 5,98+0,08; DH: 6,50+0,04;
DH-ZpE; 5: 5,94+0,06 ; DH-Ro0;5: 7,35+0,10) y la Rmax Solo en conejos alimentados con DC tal

como fue descripto en la seccion 4.1.2.3 (DC: 12320+114; DC-ZpE;s: 9163+253; DH:
10960+134; DH-ZpE; 5: 9873+234; DH-R0; 5: 10160+252). La rosuvastatina aumenté la afinidad

por la NA.
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Fig. 26: Curvas concentracion respuesta a noradrenalina en arterias de conejos alimentados con dieta control
(DC) tratados con el vehiculo, conejos alimentados con dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehiculo,
conejos alimentados con DC tratados con 2,5 mg EAG/dia del extracto hidroalcohdlico estandarizado de Z.
punctata (DC-ZpE;,s), conejos alimentados con DH tratados con 25 mg EAG/dia del extracto hidroalcohdlico
estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE;5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg/dia de rosuvastatina
(DH-Roz5). *p<0,05 indica diferencia estadisticamente significativa en la respuesta entre DC y DC-ZpE,s
(Anova de una via y postest de Duncan, n=12); / p < 0,05 indica diferencia estadisticamente significativa en
PECso de DC o DH tratados con el vehiculo respecto a los grupos que recibieron el tratamiento con ZpE o Ro
(rosuvastatina) (Anova de una via y postest de Duncan, n=12).
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La respuesta al nitroprusiato de sodio (NP) 10°® M (vasodilatador independiente de

endotelio) fue similar entodos los grupos (Fig. 27).
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Fig. 27: Estimulacién Gnica con niroprusiato de sodio (NP) 10° M en arterias de conejos alimentados con
dieta control (DC) tratados con el vehiculo, conejos alimentados con dieta rica en colesterol (DH) tratados
con el vehiculo, conejos alimentados con DC tratados con 2,5 mg EAG/dia del extracto hidroalcohdélico
estandarizado de Z. punctata (DC-ZpE; ), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg EAG/dia del
extracto hidroalcohdlico estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE;s), conejos alimentados con DH tratados
con 2,5 mg/dia de rosuvastatina (DH-Ro,5). No se observaron diferencias significativas entre los grupos,

n=12.

4.2.4- Efecto sobre parametros de estrés oxidativo

La administracion oral de ZpE (2,5 mg EAG/dia) redujo significativamente la

peroxidacion lipidica sérica en conejos alimentados con DH respecto al grupo tratado con el

vehiculo (Fig. 28 a).

La relacion GSH/GSSG fue mayor en conejos alimentados con DH vy tratados con

ZpE conrespecto al grupo tratado solo con el vehiculo (Fig. 28 b).
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Fig. 28: Efecto del tratamiento oral con el extracto hidroalcohélico estandarizado de Z. punctata (ZpE) 2,5 mg
EA G/dia sobre parametros oxidativos en suero de conejos hipercolesterolé micos. Conejos alimentados con dieta
rica en colesterol (DH) tratados con el vehiculo; conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg/dia del
extracto hidroalcohdlico estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE;s). a) Peroxidacion lipidica (TBARS), b)
Relacion glutation reducido/glutation oxidado (GSH / GSSG). * p < 0,05 indica diferencia estadisticamente
significativa entre DHYy DH-ZpE, 5 (test de ‘t” para muestras no pareadas, n=12).
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4.2.5- Efecto sobre la morfohistologia vascular

4.2.5.1- Histometria: El examen histologico mostré un engrosamiento moderado de la tunica
intima en arterias de conejos alimentados con DH respecto a DC. La administracion de ZpE (2,5
mg EAG/dia) o rosuvastatina (2,5 mg/dia) normalizd la relacion intima/media (Tabla 8). Se
muestran fotografias representativas de los cambios morfologicos en la arteria aorta de los cinco
grupos en tratamiento, tefiidas con el método de hematoxilina-eosina (H&E) (Fig. 29 a-e).

Tabla 8. Histometria de la pared vascular de conejos controles e hipercolesterolémicos
tratados con ZpE (2,5 mg EAG/dia) y Rosuvastatina (2,5 mg/dia).

E (%) MLV (%) INTIMAMEDIA
DC 49+0,3 129,3+2,8 0,038 + 0,002
DC-ZpE,5 7,7+03 165,7 + 2,7 0,046 + 0,002
DH 1234+ 8,2° 1733+8,1% 0,716 + 0,036 2
DH-ZpE,s 6,1+08" 151,3 + 10,3 0,039 + 0,003 °
DH-Ro0,5 44+02° 109,4+36"° 0,040 + 0,002 °

Datos expresados como media + ES, n= 6. Conejos alimentados con dieta control (DC)
y dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehiculo o tratados con el extracto
hidroalcohoélico estandarizado de Zuccagnia punctata (ZpE; 2,5 mg EAG/dia) o con
rosuvastatina (Ro; 2,5 mg/dia); endotelio (E); misculo liso vascular (MLV). ® p < 0,05
indica diferencia estadisticamente significativa entre los conejos alimentados con DCy
DH (Anova de una via y postest de Duncan). ® p < 0,05 indica diferencia
estadisticamente significativa entre conejos alimentados con DH tratados con el
vehiculo o tratados con ZpE o con rosuvastatatina (DH-ZpE,s y DH-Rog,
respectivamente), Anova de una via y postest de Duncan.
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Fig. 29: Imagenes fotograficas (40x) de la pared arterial de conejos alimentados con dieta control
(DC) vy dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehiculo o tratados con el extracto

hidroalcoholico de Zuccagnia punctata (ZpE; 2,5 mg EAG/dia) o rosuvastatina (Ro; 2,5 mg/dia);
endotelio (E); masculo liso vascular (MLV). Técnica H&E.
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4.2.5.2- Porcentaje de area sudanofilica: La administracion oral de 2,5 mg EAG/dia de ZpE o
rosuvastatina a conejos alimentados con DH redujo de forma significativa el porcentaje de area
sudanofilica (% DC: 0,09+0,01; DC-ZpE: 0,07+0,01; DH: 86,40+4,10; DH-ZpE: 7,50%0,20;
DH-Ro: 0,30+0,10; p < 0,05, Anova de una via y postest de Duncan, n=6), lo que indica que el
depdsito lipidico es menor en conejos tratados con el ZpE y Ro.

Fig. 30: Imagenes de cayados adrticos de conejos alimentados con dieta
control (DC) y dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehiculo o
tratados con el extracto hidroalcohdlico de Zuccagnia punctata (ZpE;
2,5 mg EAG/dia) o rosuvastatina (Ro; 2,5 mg/dia).
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Z. punctata Cav. (Fabaceae), es una especie endémica argentina ampliamente
distribuida en las zonas aridas y semiaridas del oeste de Argentina, desde Jujuy hasta Chubut
(Cabrera, 1971). Es una planta muy rica en flavonoides (Svetaz y col., 2004; Moreno y col.,
2015a), compuestos cuyos efectos benéficos sobre los factores de riesgo de ECV han sido
ampliamente documentados en los ultimos afios. Como fue mencionado previamente, hay
evidencia que demuestra que los extractos de Z. punctata presentan una potente actividad
depuradora de radicales libres y capacidad antiinflamatoria mediada por la inhibicion de la COX-
2y la LOX (Moreno y col., 2015b; Nufio y col., 2016). Los responsables de esta actividad serian
los flavonoides relacionados biosintética y estructuralmente: DHC, DHMC, HF y DHF (Moran
Vieyra y col., 2009; Moreno y col., 2015b; Isla y col., 2016).

En trabajos previos se desarrolld6 un modelo de conejo hipercolesterolémico por
alimentacion con una dieta rica en colesterol al 1% (DH) caracterizado por disfuncién vascular,
estrés oxidativo, inflamacion y alteraciones hematoldgicas (Jerez y col., 2008; Karbiner y col.,
2013; Medina y col.,, 2015). En este trabajo de tesis doctoral se estudié el efecto de un extracto
hidroalcohdlico estandarizado de Zuccagnia punctata (ZpE) en dicho modelo. Se realizaron
estudios in vitro para estudiar la respuesta vascular del ZpE y sus flavonoides (DHC, HF y DHF)
y estudios in vivo para investigar los efectos vasculares, clinicos y bioquimicos.

En los estudios in vitro se caracterizé el efecto del ZpE y los flavonoides presentes en
el mismo sobre la reactividad vascular en aorta aislada de conejos alimentados con dieta control
(DC) y DH. Teniendo en cuenta las propiedades vasodilatadoras ampliamente demostradas de
los flavonoides (Ji y col., 2017; Suny col., 2013; Silva y col., 2013; Torres-Piedra y col., 2011),
se evaluo6 el efecto vasodilatador del ZpE, DHC, HF y DHF en arterias con un tono equivalente
al 50 % del maximo de respuesta contractil al agonista adrenérgico oy fenilefrina (Phe). Los
resultados mostraron que el ZpE indujo una vasodilatacion debil pero significativa, y tuvo una
eficacia (% Rmax) similar en ambos grupos de dieta, pero fue mas sensible (pECsp) en arterias de
conejos con DH. El flavonoide HF fue el compuesto mas eficiente para inducir vasodilatacion
tanto en conejos DC como en DH. DHF indujo una vasodilatacion similar en ambos grupos de
dieta y DHC fue mas eficiente en arterias de conejos con DH. La relajacion del MLV ocurre
como resultado de la eliminacion del estimulo contractil o por la accion directa de una sustancia
que inhibe el mecanismo contractil (Wani y col., 2017), a través de la disminucion de la
concentracién intracelular de Ca?*. La modulacién por las ERO de la concentracién de Ca?* libre
intracelular ha sido ampliamente estudiada (Kiselov y Muallen, 2016). Se ha demostrado que las
ERO activan los receptores de IP3 presentes en el reticulo sarcoplasmico induciendo la salida de

Ca** hacia el sarcoplasma e incrementando asi la reactividad vascular (Bansaghi y col., 2014).
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Considerando que estudios previos han demostrado que ZpE y sus flavonoides tienen
demostrada actividad antioxidante (Moran Vieyra y col., 2009; Isla y col., 2016), se puede
hipotetizar que los flavonoides presentes en ZpE pueden ser los responsables de su propiedad
vasodilatadora por inhibicién de las ERO y por lo tanto de la salida de Ca®* desde el reticulo
sarcoplasmico. Por otra parte, Roghani y Baluchnejadmojarad (2006) encontraron que el
flavonoide antioxidante quercetina induce relajacion en arterias de rata precontraidas con NA a
través de un mecanismo que involucra el cierre de canales de Ca** dependientes de voltaje, de
modo tal que este seria otro mecanismo posible que explicaria la capacidad vasodilatadora del
ZpE y sus flavonoides.

Al mejorar el proceso de relajacion vascular, los flavonoides también pueden prevenir
la disfuncion endotelial (Ghosh y Scheepens, 2009; Tapas y col., 2008). Por esto, se estudié el
efecto in vitro del ZpE y sus principales flavonoides sobre la respuesta a la Ach, vasodilatador
dependiente de endotelio. La preincubacion de arterias aisladas con diferentes concentraciones
del ZpE, DHC, HF o DHF no caus6 ningun efecto sobre Rmax a Ach en ninguno de los grupos
dietarios. Sin embargo, las arterias de conejos alimentados con DH preincubadas con ZpE y HF,
en todas las concentraciones estudiadas, o con las concentraciones mas bajas de DHC y DHF
(10° y 107 M) mejoré la sensibilidad (pECsp) a la Ach, es decir que con concentraciones més
bajas de Ach se alcanza la misma respuesta que la observada en las arterias incubadas con el
vehiculo. Incluso mejoraron la sensibilidad a Ach con respecto a las arterias de conejos con DC
tratadas con el vehiculo. Estos resultados evidencian que los flavonoides estudiados presentes en
ZpE tienen efectos beneficiosos sobre la disfuncidn endotelial inducida por una DH. En este
sentido, Abdullaev y col. (2018) encontraron que el flavonoide antioxidante quercetina, a
diferencia del &cido cafeico o del resveratrol, increment6 la relajacion provocada por Ach por
un mecanismo que implicaria una disminucion de ERO e incremento en la biodisponibilidad de
NO. Sin embrago, Ajay y col. (2007) demostraron que una flavona no antioxidante aumento la
relajacion vascular dependiente del endotelio inducida por Ach en aorta aislada de ratas
diabéticas y espontdneamente hipertensas. ElI mecanismo de dicho efecto involucraria un
aumento en la expresion de la NOS endotelial y por lo tanto en la produccion de NO. En ambos
casos la mejora de la funcion endotelial involucré aumento en la biodisponibilidad de NO.

Para evaluar el efecto in vitro del ZpE y sus flavonoides sobre la reactividad vascular
se estudio la respuesta a los agonistas contractiles Phe y Ang Il. Encontramos que
concentraciones bajas del ZpE y DHC atenuaron la contraccion inducida por Phe en las arterias
de conejos de ambos grupos de dieta, y a la concentracion mas alta estudiada disminuyeron la
respuesta del grupo DH respecto al grupo DC con el mismo tratamiento. Estos resultados

concuerdan con los hallazgos de Duarte y col. (1993) quienes demostraron que los flavonoides
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inhiben las contracciones inducidas por NA, siendo los flavonoles (quercetina, kaempferol,
pentametilquercetin) mas potentes que las flavonas (luteolina, apigenina) y estas que los
flavonoles [(+)-catechina, (-)-epicatechina], los cuales se relacionan a su vez con su potencia
para inhibir la proteina kinasa C. A su vez Chan y col. (2000) estudiaron la relacion estructura-
actividad de flavonoles y flavonas, encontrando que la sustitucién por un hidroxilo en el carbono
3 que caracteriza a los flavonoles es importante para estimular la relajacion dependiente de
endotelio, mientras que la ausencia de sustitucion en el anillo fendlico A mejora el efecto
relajante. Herrera y col. (1996) y Dong y col. (2010) informaron resultados similares de los
efectos de los flavonoides sobre la respuesta contractil a la Phe.

Encuanto al efecto del ZpE y sus principales flavonoides sobre la respuesta contractil
inducida por Ang Il, un hallazgo importante y original del ensayo in vitro fue que desplazaron
significativamente hacia la derecha la CCR a Ang Il en las arterias de los conejos alimentados
con DH, lo que indica una pérdida de sensibilidad o potencia (se requiere una concentracion
mayor del agonista contractil para producir el mismo efecto que en las arterias tratadas con el
vehiculo). Estos resultados sugieren que los flavonoides de esta planta podrian de alguna manera
interactuar con el receptor de Ang Il. Este efecto fue concentracion-dependiente: la mayor
concentracion estudiada del ZpE redujo la Rmax @ Ang Il actuando como un antagonista no
competitivo. Concentraciones bajas (10° y 10”7 M) de DHC y DHF causaron un desplazamiento
hacia la derecha de la CCR a Ang Il sin afectar la Rmax, actuando como antagonistas
competitivos, mientras que la mayor concentracion de DHC y DHF redujo la Rmax Y @ SU Vez
provoco un desplazamiento no paralelo a la derecha de la CCR a Ang Il comportandose como un
antagonista mixto. Jerez y col. (2008) demostraron la existencia de una interaccion cruzada
(croos talk) entre los receptores ATy de Ang Il y los receptores adrenérgicos a; en aorta aislada
de conejo. Esta interaccion se modifica en condiciones de hipercolesterolemia (Jerez y col.,
2010). Un fendmeno similar podria explicar la observacion de que ZpE y DHC a altas
concentraciones inhiban significativamente tanto la respuesta contractil a la Ang Il como la
respuesta a Phe en conejos alimentados con DH.

Considerando la relacion estructura-actividad de los flavonoides (Duarte y col., 1993;
Herrera y col., 1996; Dong y col., 2010), la ausencia de efecto de HF sobre la respuesta
contractil inducida por Ang Il sugiere, ademas, que la presencia de doble sustitucion de OH
podria ser un requerimiento necesario para ejercer un antagonismo sobre la Ang Il.

El estudio de los efectos de flavonoides sobre el SRA se ha limitado a caracterizar sus
propiedades como inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) (Balasuriya y
Vasantha Rupasinghe, 2011). Actualmente, ningin dato de la literatura refiere efectos

especificos de flavonoides como antagonistas de la Ang Il en el receptor AT;. Las membranas

69



DISCUSION

plasmaticas de las células del MLV son altamente sensibles al enriquecimiento con colesterol, y
este aumento en el contenido de colesterol en la membrana mejora los niveles de Ca* citosélico
(Gleason y col., 1991), lo cual se asocia con un aumento en la contractilidad vascular, como se
menciond previamente. Asimismo, el aumento de colesterol en las membranas se asocia con
disminucion de la fluidez y estas alteraciones en la composicion de las membranas lipidicas
pueden estar implicadas en las modificaciones funcionales de la interaccidn agonista-receptor y
en la capacidad de respuesta que se ha encontrado durante condiciones hipercolesterolémicas
(Gleasony col., 1991). Por lo tanto, considerando que el ZpE y sus flavonoides tienen un efecto
antagonico sobre la respuesta contractil a la Ang Il en conejos hipercolesterolémicos pero no en
animales normocolesterolémicos, se puede hipotetizar que en el estado de hipercolesterolemia se
altera la funcionalidad o conformacién del receptor de Ang Il y por lo tanto se sensibiliza al
efecto del ZpE, DHC y DHF. Se necesitan mas estudios para probar esta hipotesis, lo cual forma

parte de las proyecciones de esta tesis.

Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en los estudios in vitro demostraron
que ZpE y sus principales flavonoides tienen efecto benéfico sobre la funcion vascular en
animales hipercolesterolémicos (presentan actividad vasodilatadora, sensibilizan a la Ach,
disminuyen la respuesta contractil a la Phe y antagonizan la respuesta a la Ang 1), se caracterizo
el efecto de la administracion oral del ZpE en el modelo de hipercolesterolemia inducido por una
dieta rica en colesterol. En primer lugar y para cumplir con las recomendaciones de la Guia de
Buenas Préacticas de Fabricacién (BPF) de drogas o preparados vegetales de la ANMAT, el ZpE
se estandarizo desde el punto de vista fitoquimico de acuerdo al contenido de marcadores activos
(aquellos con actividad terapéutica conocida) que fueron cuantificados por técnica
cromatografica (HPLC-DAD). Los compuestos que se identificaron en mayor cantidad fueron
2",4"-dihidroxi-3"-metoxichalcona (DHMC) y 2",4"-dihidroxichalcona (DHC), los que fueron
considerados marcadores activos y analiticos del ZpE. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Svetaz y col. (2004), Isla y col. (2016) y por Nufio y col. (2016).

A continuacién se realizd un estudio sobre un rango de dosis (2,5 - 5 - 10 mg EAG/dia)
administrado oralmente a conejos con DC. Se eligieron estas dosis usando como referencia a
Zampini y col. (2012) quienes en un modelo de raton usaron dosis orales de 0,25 - 0,5 -1 mg
EAG/individuo. Asimismo, considerando las propiedades demostradas en el estudio in vitro del
ZpE ysus flavonoides como antagonistas de la Ang 11, se tuvo en cuenta las dosis terapéuticas de
los antagonistas AT1 ampliamente usados en la clinica de la hipertension arterial en humanos

(losartan, ibersartan, valsartan, candesartan, telmisartan): entre 10 y 300 mg (equivalentes a 0,15
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y 4,3 mg/kg de peso) que fueron ajustados al tamafio corporal y a la velocidad metabdlica de
nuestro modelo experimental.

La dosis 2,5 mg EAG/dia fue la elegida para ser administrada a los conejos del
modelo hipercolesterolémico ya que se observd que en los animales alimentados con DC no
modificaba las variables hepaticas, renales, hematoldgicas o clinicas y que producia disminucion
significativa del CT (siempre dentro de los niveles fisioldgicos). Asimismo, en relacién a su
efecto sobre la funcién vascular se observé que la dosis 2,5 mg EAG/dia aumenté la sensibilidad
a Ach y desensibilizo la respuesta contractil a Ang 1l y NA.

En cuanto a la toxicidad del ZpE, la administracion durante seis semanas no genero
signos de toxicidad crdnica ya que no se observaron casos de sedacion, prurito, anomalias en el
comportamiento ni mortalidad; tampoco hubo diferencias respecto al grupo controladministrado
con el vehiculo en el peso corporal, el tamafio de los 6rganos (corazén, rifion, higado), la
funcion hepética y renal o los parametros hematoldgicos. En este sentido, Zampini y col. (2008)
demostraton en estudios previos in vitro la ausencia de toxicidad del ZpE.

Uno de los hallazgos més importantes del presente trabajo fue que la administracion
oral diaria de ZpE a animales que simultdneamente recibieron DH redujo significativamente los
niveles de colesterol total (CT) y triglicéridos (TG) en aproximadamente un 65 % y 50 %,
respectivamente. Los efectos del tratamiento con el ZpE y su control positivo la rosuvastatina
fueron similares en casi todos los pardmetros clinicos y bioquimicos, excepto en los niveles de
CT: se observo que rosuvastatina no redujo los valores de CT. Liy col. (2016) demostraron que
la rosuvastatina (1,5 mg/kg/dia) reduce en un 30 % el CT y LDL-C en conejos alimentados con
DH. Sin embargo, estos autores no encontraron aumento en los niveles de TG en los animales
con DH. Esta diferencia en el perfil lipidico de ambos modelos podria explicar la diferencia con
nuestros resultados. Por otra parte, la rosuvastatina siendo la droga que se emplea como
referencia (gold standard) para el tratamiento de la hipercolesterolemia, es un inhibidor de la
sintesis de colesterol endégeno (inhibe la enzima HMGR). Considerando que en el modelo
hipercolesterolémico usado en el presente trabajo de tesis, la absorcion de colesterol estaria
incrementada por la dieta, y de acuerdo a lo descripto previamente en antecedentes sobre la
homeostasis del colesterol (Alfonso y col., 2018), en estas condiciones la enzima HMGR que
regula la sintesis de colesterol enddgeno estaria inhibida, y este seria el motivo por el cual la
rosuvastatina carece de efecto hipocolesterolémico en nuestro modelo.

La capacidad de los flavonoides como hipolipemiantes ha sido ampliamente descripta
en la literatura, lo que sugiere la efectividad de estos compuestos para la prevencion y el
tratamiento de la aterosclerosis (Rajanandh y col., 2012; Koshy y col., 2001; Salvamani y col.,

2014). En el analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico estandarizado de Zuccagnia
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punctata realizado en el presente trabajo encontramos, en concordancia con los datos de la
bibliografia (Agtero y col., 2010; Moreno y col, 2015a; Nufio y col.,, 2016), que los
componentes dominantes de las partes aéreas de Z. punctata son chalconas (DHC y DMHC).
Recientemente, varios autores demostraron que chalconas con diversas estructuras quimicas
tienen propiedades hipolipemiantes. En este sentido, se ha identificado un gran nimero de dianas
terapéuticas que estan directamente relacionadas con la sintesis, la transferencia y el
metabolismo de los lipidos (Mahapatra y Bharti, 2016).

Un hallazgo interesante del presente trabajo es que el efecto hipocolesterolémico del
ZpE se observo en ambos modelos dietarios: tanto en los conejos alimentados con DC, como asi
también en los animales alimentados con DH. Uno de los mecanismos posibles que explicaria
este efecto dual es la inhibicién de la enzima ACAT. Esta enzima cumple un rol muy importante
en células de la mucosa intestinal, hepatocitos y macréfagos humanos. En el intestino delgado, la
ACAT,; desempefia un papel importante en la absorcién de colesterol de la dieta (Sliskovic y
White, 1991) ya que crea en las células intestinales un gradiente que favorece la difusion de
colesterol libre a través de la membrana (Wilson y Rudel, 1994). En el hepatocito, los ésteres de
colesterol son hidrolizados por la hidrolasa de ésteres de colesterol lisosomal (CEH), formandose
de nuevo colesterol libre. Este es reesterificado por la ACAT (en el higado la isoforma
mayoritaria es la ACAT;) y se forman esteres de colesterol, que se ensamblan con fosfolipidos
(PL), TG y Apo B, originando las VLDL-C. Una vez secretadas, estas se transforman en LDL-C,
las cuales después de experimentar modificaciones oxidativas (LDLox), pueden ser captadas por
receptores scavenger del macrofago (SRA, CD36). Una vez en el interior del macréfago, los
ésteres de colesterol que aportan las LDLox se hidrolizan y originan colesterol libre. Para evitar
suacumulacidn -ya que es citotdxico- este es de nuevo esterificado y almacenado en el citosol en
forma de ester de colesterol. Enel interior de los macrofagos y los hepatocitos, el colesterol entra
en un ciclo de esterificacion/hidrolisis, procesos catalizados por la ACAT y por la hidrolasa
neutra de esteres de colesterol (CEHN), conocido como “ciclo de los ésteres de colesterol”. Por
todo esto, la inhibicion de la enzima ACAT constituye una interesante diana terapéutica, ya que
la reduccion de esterificacion intestinal de colesterol, junto con la disminucion en la sintesis
hepatica de VLDL-C vy la aceleracion de la excrecion de colesterol en la bilis (como tal o tras su
conversion en acidos biliares), originan una reduccion de los valores plasméticos de colesterol, lo
que corresponde a una accion hipocolesterolémica indirecta; y la inhibicién de la acumulacion de
colesterol en las células de la pared arterial y en los macr6fagos, supone un efecto
hipocolesterolémico directo. En este sentido, Choi y col. (2008) encontraron una importante
inhibicion no competitiva de ACAT mediada por el extracto etandlico de Psoralea corylifolia

Linn. Por fraccionamiento guiado, los autores aislaron e identificaron a una chalcona como
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principio activo, la isobavachalcona. Este compuesto inhibié el sistema de ensayo de ACAT
usando microsomas de higado de rata. Esta chalcona también disminuy6 las formaciones de
esteres de colesterol en células HepG2. Por lo tanto, el ZpE podria ejercer un efecto similar,
directo sobre animales con DH (absorcion intestinal de colesterol) e indirecto sobre animales con

DC (sintesis hepatica de colesterol).

En conejos alimentados con una dieta rica en colesterol se observo un incremento en los
niveles plasmaticos de TG (Karbiner y col., 2013; Alarcon y col., 2018). Los mecanismos
involucrados en este fendmeno no estdn completamente dilucidados e incluso algunos autores
encontraron valores normales de TG en animales alimentados exclusivamente con una dieta rica
en colesterol (De las Heras y col., 2003). Un mecanismo probable seria la interferencia con la
absorcién de TG ya sea por inhibicion de la DGAT o de la LP. Existe bibliografia que respalda
el efecto de chalconas sobre la disminucion en los niveles de TG. Los TG se absorben en el
intestino delgado y se transportan a los tejidos donde se almacenan como grasa, que Sirve como
fuente de energia. En el intestino delgado, se requiere DGAT para la absorcion de TG de la dieta.
En el higado, la DGAT juega un rol importante y significativo en la sintesis de TG a partir de
acidos grasos sintetizados de novo o de &cidos grasos extraidos de la circulacion. Los TG se
sintetizan en el citosol de las células adiposas a partir de glicerol-3-fosfato y Acil-CoA en
presencia de DGAT (Yeny col., 2008). Un alto contenido de TG en sangre a menudo se produce
por un aumento de la lipdlisis, aumentando el riesgo de aterosclerosis y de enfermedades
coronarias. Este riesgo se amplifica ain mas por la presencia de otros factores como el
tabaquismo, el nivel elevado de colesterol en la sangre, la presion arterial alta, la obesidad y el
estilo de vida (Hollister y col., 1967). Respecto a la disminucidn en los niveles de TG en el grupo
alimentado con DH tratado con ZpE, Casaschi y col. (2004) examinaron el papel de una
chalcona vegetal, xantohumol, en la sintesis y secrecion de apo-lipoproteina B (apoB) y TG,
usando células HepG2 como sistema modelo. Los autores informaron que el xanthohumol
disminuy0 la secrecion de apoB de una manera dependiente de la dosis, tanto en condiciones
basales como ricas en lipidos (hasta 43%). Esta disminucion se asocié con un aumento de la
degradacion de la apoB celular, la inhibicion de la sintesis de TG en la membrana microsdmica y
la transferencia de este TG recién sintetizado a la luz microsomal (disminucion de 26 y 64%,
respectivamente, en condiciones ricas en lipidos), lo que indica que la disponibilidad de TG es
un factor determinante en la regulacion de la secrecion de apoB en las condiciones
experimentales. La inhibicion de la sintesis de TG fue causada por una reduccion en la actividad
de DGAT, que se correlaciond con una disminucion en la expresion de ARNm de DGAT-1. La

proteina de transferencia microsomal de triglicéridos (MTP) también puede controlar la
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velocidad de transferencia de TG desde la membrana microsdmica al conjunto luminal activo. El
xanthohumol disminuy6 la actividad de MTP de una manera dependiente de la dosis (hasta 30
%). Asimismo, la inhibicion de DGAT conduce a una formacion y absorcion reducidas de TG.
Las chalconas xantohumol y xantohumol B aisladas a partir de extracto de lupulo (Humulus
lupulus Linn) inhibieron la actividad de DGAT (Tabata y col., 1997).

Otro mecanismo que podria explicar la disminucion de TG al realizar el tratamiento con

el ZpE, es la inhibicién de la LP. Esta es una enzima lipolitica secretada por el pancreas que al
hidrolizar los enlaces éster de los TG en monoglicéridos y acidos grasos libres, juega un papel
clave en la absorcion de grasa en la dieta. La inhibicion de la LP conduce a una menor absorcion
de TG de la dieta en el intestino (Lunagariya y col., 2014). Cuando se bloquea la actividad de la
LP, los TG de la dieta no se hidrolizan en acidos grasos libres absorbibles y se excretan sin
digerir. En este sentido, Birari y col. (2011) estudiaron el efecto in vitro de chalconas
hidroxiladas y sus diglucésidos aislados de raices de Glycyrrhiza glabra Linn. sobre la actividad
de la LP. Tanto las chalconas como sus hibridos glucosidicos mostraron una fuerte inhibicién
contra la LP. El andlisis de binding mostrd un elevado potencial de union de los compuestos
hacia el sitio activo de la LP. La sustitucion por 2°,4"-dihidroxi en el anillo A y la sustitucion de
3- 0 4-hidroxi en el anillo B es esencial para la inhibicion de LP (Nguyen y col., 2013).
Considerando que los principales compuestos aislados de ZpE son DHC y DHMC, y que
presentan grupos hidroxilos en posicion 2 y 4 del anillo A y la flalvona DHF (presente enel ZpE
en menor cantidad) tiene dos grupos OH" en la posicién 3 y 7 del anillo B, podemos hipotetizar
que el ZpE reduce los niveles plasmaticos de TG por inhibicion de la LP.
También hay tener en cuenta que la reduccion en los niveles de TG plasméaticos podria ser un
efecto indirecto de la reduccion de colesterol plasmatico. En este sentido Goldstein y Brown
(1987) han demostrado que el incremento en los valores de colesterol produce disminucion de
los LDLr, aumentando los niveles de LDL-C. Teniendo en cuenta que la LPL es la principal
enzima que regula los niveles de TG plasmaticos (Alpers, 2008) y que la misma se une a los
LDLr para activar su propiedad catalitica (Medh y col., 1996), podemos inferir que la
disminucion en los LDLr implica reduccién en la actividad de la LPL e incremento en los
valores de TG plasmaticos. Considerando que el ZpE reduce los niveles de colesterol, este
mecanismo de down regulation de los LDLr estaria también reducido. Con respecto a la
rosuvastatina, que no disminuy0 los valores de colesterol pero si de TG en nuestro trabajo
experimental, estudios clinicos han demostrado que las estatinas tienen un efecto per se sobre
los niveles de TG independiente de su capacidad para inhibir la HMG-CoA reductasa (Ginsberg,
1998).
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Un desequilibrio entre la produccién de ERO y las defensas antioxidantes es el
mecanismo basico que conduce al estreés oxidativo y que contribuye a la etiologia y progresion
de la aterosclerosis (Singh y col., 2015). En conejos hipercolesterolémicos se ha observado
alteracion de la funcion endotelial inducida por la produccion aumentada de ERO (Ohara y col.,
1993; Voguel y col., 1998). Bajo condiciones de estrés oxidativo, el exceso de O, reacciona con
NO para formar peroxinitritos (ONOO"), una molécula muy reactiva que altera la vasodilatacion
dependiente de NO. Estudios previos demostraron efectos beneficiosos de los flavonoides sobre
la funcién endotelial (Machha y Mustafa, 2005; Hodgson y Croft, 2006), en algunos casos
derivados de sus propiedades antioxidantes (Mugge y col., 1991; Papageorgiou y col., 2013).
Teniendo en cuenta que los principales flavonoides presentes en ZpE, DHC y DHMC, son
potentes antioxidantes y secuestradores de ERO (Moran Vieyra y col., 2009; Moreno y col.,
2015b), la mejoria en la relajacion mediada por la Ach en la aorta de los conejos con DH tratados
con el ZpE tanto in vitro como in vivo podrian atribuirse a las acciones antioxidantes que
contribuirian a restablecer la funcion endotelial. EI hecho de que no se observaran cambios en la
respuesta al NP -vasodilatador independiente de endotelio- en la aorta de ambos grupos de dieta
tratados con el ZpE reafirmaria esta hipdtesis. En este sentido y teniendo en cuenta que
previamente se demostrd incremento del estrés oxidativo sistémico en el modelo experimental
empleado (Karbiner y col., 2013) se estudio el efecto de la administracion oral de ZpE sobre
pardmetros de estrés oxidativo (Thars y relacibn GSH/GSSG). Encontramos que la
administracion oral de 2,5 mg EAG/dia del ZpE redujo los niveles séricos de TBARS e
incrementd la relacion GSH/GSSG, lo que sugiere una disminucidn del estrés oxidativo. Por otra
parte se ha demostrado que algunos flavonoides aumentan la actividad de la NOS endotelial
(Olszanecki y col., 2002; Duarte y col., 2014). Considerando que el tratamiento con el ZpE
aumento la sensibilidad a la Ach enambos grupos de dieta, el aumento en la actividad de la NOS
endotelial explicaria que se requiera una menor concentracion de Ach para lograr la misma
respuesta relajante. En conejos con DH este mecanismo seria adicional a los efectos
antioxidantes discutidos previamente y en conjunto pueden contribuir a la mayor eficiencia

observada.

Uno de los cambios morfoldgicos caracteristicos de la aterosclerosis es un aumento de la
relacion intima/media. Previamente, encontramos un aumento de este indice en la aorta de
conejos alimentados con DH (Sierra y col., 2015). Los datos epidemiol6gicos han demostrado
una clara correlacion entre este parametro y la ECV. Por lo tanto, la relacion intima/media seria
un marcador temprano de aterosclerosis (Campuzano y col., 2003). El tratamiento con el ZpE,

asi como con rosuvastatina, redujo la relacion intima/media en aortas de conejos con DH a

75



DISCUSION

valores observados en aortas de conejos con DC. De igual manera, y de acuerdo a lo encontrado
por Zhang y col. (2005) observamos un incremento en el porcentaje del &rea sudanofilica
(indicadora del depdsito de lipidos en la pared arterial) en el cayado adrtico de conejos
alimentados con DH, que fue prevenido por la administracion oral de ZpE. Estos efectos sobre la
morfologia vascular respaldarian la hipotesis de que el tratamiento con ZpE mejora la funcién
endotelial.

Teniendo en cuenta los efectos in vitro del ZpE y sus flavonoides sobre la reactividad
vascular a los agonistas vasocontractiles, uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la
capacidad del tratamiento oral con el ZpE para prevenir las alteraciones en la respuesta vascular
a los agonistas vasoconstrictores observadas en el modelo hipercolesteroléemico. Nuestros
resultados mostraron que la administracion oral del ZpE desensibilizé significativamente la
respuesta contractil a la NA tanto en conejos con DC como en conejos con DH. El efecto de
algunos flavonoides naturales como antagonistas del receptor adrenérgico oy fue descripto
previamente (Ajay y col., 2003, Duarte y col., 1993; Liy col., 2011).

Como ya fue mencionado, la hipercolesterolemia induce alteraciones en la respuesta
contractil a Ang Il (Jerez y col, 2008). La administracion oral de ZpE tuvo un efecto
dependiente de la dieta sobre la respuesta a la Ang Il: se observd desensibilizacién en conejos
alimentados con DC y reduccion de la actividad intrinseca (Rmax) €n conejos alimentados con
DH. La Ang Il es un potente activador de la NADPH oxidasa, que libera aniones Oy
incrementado asi el estrés oxidativo (Nguyen Dinh Cat y col., 2013). Considerando que los
flavonoides desempefian un papel fundamental en la inhibicion del anion O™ (Varga y col.,,
2001), el efecto de la administracién de ZpE sobre la Ang Il podria estar relacionado con la
propiedad antioxidante del extracto que estd constituido predominantemente por flavonoides.
Este hallazgo coincide con lo observado en los estudios in vitro con el ZpE, en los cuales se
observé una disminucion de la respuesta contractil a la Ang 11 en la aorta de conejos alimentados
con DH incubados con el extracto o con los flavonoides presentes en el mismo. Asimismo, la
hipercolesterolemia puede generar una disfuncion vascular cuyos mecanismos involucran
aumento en la actividad de la COX inducida por liberacién no compensada de ERO, fendmeno
que produciria liberacion de prostanoides vasoconstrictores e incremento de la respuesta
contractil a Ang Il (Jerez y col., 2008). Teniendo en cuenta que se ha demostrado que los
flavonoides de Z. punctata inhiben la actividad de la COX in vitro (Nufio y col., 2016), y a su
vez presenta propiedades antioxidantes (Moreno y col., 2015b), la inhibicion de la actividad de la
COX unida a la mejora de la funcion endotelial por su efecto antioxidante seria el mecanismo

por el cual el ZpE reduce la respuesta contractil a la Ang 11 en conejos tratados con DH.
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DISCUSION

Aunque la Ro no mejord la relajacién a la Ach y aumentd la sensibilidad por la NA, tuvo la
capacidad de reducir la respuesta contractil de la Ang Il. Estos datos, sumados al efecto nulo de
la Ro en los niveles de CT y a la mejora que produjo en la relacion intima/media y en el
porcentaje del area sudanofilica, pueden implicar un papel diferencial de los lipidos en la
disfuncién vascular. Son necesarios mas estudios para comprender los mecanismos subyacentes
de estos efectos.

Uno de los parametros clinicos que se analizé fue la PAM. En trabajos previos (Alarcon y
col., 2016) observamos que el agregado de colesterol a la dieta incrementa la PAM en
aproximadamente un 20 %. La administracion oral de ZpE a conejos alimentados con DH
normalizé los valores de PAM. Una relacion positiva entre la ingesta de colesterol en la dieta y
la presion arterial sistolica también fue comunicada por Sakurai y col. (2011). Debido a que las
mediciones de PAM se registraron al final del tratamiento, la reduccion de la presion no fue
causada por acciones vasodilatadoras agudas del ZpE. Considerando que el tratamiento con ZpE
inhibi6 la vasoconstriccion inducida por la estimulacion de receptores vasculares
fisiologicamente importantes en la regulacién de la presion arterial, como los receptores
adrenérgicos al y de Ang 11, la reduccidn de la respuesta vasoconstrictora junto con su propiedad
hipolipémica explicaria la reduccion de la PAM inducida por el tratamiento con ZpE en conejos
alimentados con DH. Asimismo, Kitiyakara y Wilcox, (1998) demostraron que la mejora de las
vasodilataciones dependientes del endotelio a la Ach después de la administracion de un
antioxidante en forma crdnica estd asociada con disminuciones en la PAM. En este sentido,
inhibidores a base de chalconas podrian tener una actividad prometedora en el control de la
presion arterial. Sherman y col. (1968) informaron que la chalcona 2-(2-dimetilaminoetoxi)-
3°,4° 5 -trimetoxichalcona es un agente antihipertensivo eficaz y de accion prolongada
inhibiendo las contracciones inducidas por NA y Ang Il en aorta aislada de perros y ratas,
cuando se administrd por via intravenosa y oralmente.

En cuanto a las alteraciones hematologicas, Karbiner y col. (2013) encontraron que una
DH genera alteraciones en los gldbulos rojos (GR) por el incremento del estado oxidativo,
disminuyendo la fluidez de la membrana, alterando su permeabilidad y el sistema antioxidante.
Esto conduce a un incremento en la hemolisis y la peroxidacion de los lipidos de la membrana de
los GR, que da como resultado diminucion significativa en el Hto y la hemoglobina
(Abdelhalim, 2010). La administracion oral del ZpE a conejos con DH, normalizé el Hto. Este
efecto podria explicarse por la reducciondel CT y el estrés oxidativo.

Asimismo, Karbiner y col. (2013) observaron que la DH provoca un aumento en el nimero de

leucocitos como respuesta a un estado inflamatorio. En este sentido, con la administracién oral
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DISCUSION

de ZpE a conejos con DH, los niveles de leucocitos se redujeron hasta alcanzar valores normales.
Teniendo en cuenta que la anemia y el estado inflamatorio han sido reconocidos recientemente
como FRCV (Felker y col., 2004; Karbiner y col., 2013), los resultados del presente estudio

respaldan el uso del ZpE en el tratamiento temprano de las alteraciones producidas por la
hipercolesterolemia.
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CONCLUSION

V- Conclusion:

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, podemos
afirmar que el extracto hidroalcohdlico de Zuccagnia punctata, rico en flavonoides, tiene
efectos benéficos sobre la funcion vascular a través de mecanismos vasodilatadores y
antagonistas de la Ang Il. Ademas, cuando es administrado oralmente presenta propiedad
hipocolesterolémica mejorando las variables bioquimicas, clinicas, hematoldgicas, los
parametros de estrés oxidativo y evita las alteraciones morfohistologicas observadas en el
modelo hipercolesterolémico.

El estudio del efecto del extracto de Z. punctata y los flavonoides presentes en
esta especie vegetal sobre la funcion vascular aporta informacion relevante sobre su efecto
benéfico en la funcidon vascular como producto fitoterapico para la prevencién de FRCV
relacionados con la hipercolesterolemia y la disfuncion endotelial y supone un avance al
conocimiento para el posterior uso de los mismos en la industria farmacéutica, con especial

énfasis en el desarrollo regional.
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