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Efecto de un extracto estandarizado de Zuccagnia punctata y productos 

fitoterápicos obtenidos del mismo sobre la función vascular en un modelo de 

hipercolesterolemia temprana 

 

RESUMEN 

Antecedentes: Dentro de los factores de riesgo cardiovascular (FRCV), la hipercolesterolemia 

es considerada la causa más frecuente de enfermedad coronaria y da inicio a un proceso de 

disfunción vascular caracterizado por alteraciones estructurales y funcionales que incluyen en 

su génesis estrés oxidativo y procesos inflamatorios. Estudios  clínicos recientes evidencian 

que algunos compuestos fitoterápicos mejorarían los procesos fisiopatológicos de la 

hipercolesterolemia. En este sentido, se ha demostrado que los flavonoides tienen efectos 

benéficos sobre la función 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 disfunción endotelial e incremento 

de la respuesta contráctil a angiotensina II (Ang II) inducida por la liberación 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 fitoterápicos presentes en el mismo sobre la función 

vascular en un modelo de conejo con hipercolesterolemia. Metodología y Resultados: A) Se 

elaboró un extracto hidroalcohólico (ZpE) a partir las partes aéreas de Zp (hojas y tallos) y se 

lo estandarizó químicamente.  Los principales flavonoides presentes en ZpE fueron: 2´,4´,-

dihidroxichalcona (DHC), 2´,4´-dihidroxi-3´-metoxichalcona (DHMC), 7-hidroxiflavanona 

(HF),  y 3,7-dihidroxiflavona (DHF). Se caracterizó 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 observó: efecto vasorelajante del ZpE y sus 

principales flavonoides (DHC, HF y DHF) dependiente de la concentración,  efecto sobre la 

relajación a acetilcolina (Ach) en arterias de animales con DH que depende del compuesto 

estudiado y su concentración (DHC 10−5 M mejora la relajación 



 

máxima, mientras que todas las concentraciones del ZpE y HF y las concentraciones más 

bajas de DHC y DHF mejoran la sensibilidad a la Ach), efecto inhibidor de la respuesta 

contráctil a Ang II en el grupo DH (concentraciones altas del ZpE, DHC y DHF actúan como 

antagonistas no competitivos, mientras que concentraciones bajas se comportan como 

antagonistas competitivos). B) Se caracterizó el efecto in vivo de la administración oral de 

ZpE. Se realizó un estudio de dosis efectiva en animales alimentados con DC (2,5 - 5 - 10 mg 

EAG/día). Se seleccionó la dosis de 2,5 mg EAG/día y se administró a animales con DH. Se 

observó: disminución en los niveles plasmáticos de colesterol, triglicéridos, presión arterial 

media, glutamato-oxalacetato transaminasa y bilirrubina; mejora en los parámetros de estrés 

oxidativo, hematocrito, número de leucocitos, alteraciones histológicas (relación íntima/media 

y el área sudanofílica) y de la función endotelial (aumento de la respuesta relajante a la Ach) y 

la función vascular (reducción de la respuesta contráctil a Ang II y noradrenalina).  

Conclusión: El ZpE rico en flavonoides tiene efectos benéficos sobre la función vascular a 

través de mecanismos vasodilatadores y antagonistas de la Ang II, sumado a su propiedad 

hipocolesterolémica cuando es administrado oralmente. Estos hallazgos validan 

científicamente el uso del ZpE como producto fitoterápico para la prevención de FRCV 

relacionados con la hipercolesterolemia y la disfunción endotelial.       
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ABREVIATURAS 

 

 

o ABCG5/8: proteínas transportadoras de unión a adenosina trifosfato 

o ACAT: Acil-CoA:colesterol aciltransferasa  

o Ach: Acetilcolina 

o Ang II: Angiotensina II 

o Apo-B48: Apolipoproteína B-48 

o CCR: Curva concentración  respuesta 

o CE: Célula endotelial 

o CFF: Compuestos fenólicos flavonoides 

o CFNF: Compuestos fenólicos no flavonoides 

o CFT: Compuestos fenólicos totales 

o CL: Colesterol libre 

o CT: Colesterol total 

o CEPT: Proteína de transferencia de éster de colesterol 

o COX: Enzima ciclooxigenasa 

o COX-2: Enzima ciclooxigensa inducible 

o DC: Dieta control 

o DC-ZpE2,5: Grupo dieta control + ZpE (2,5 mg EAG/día) 

o DC-ZpE5: Grupo dieta control + ZpE (5 mg EAG/día) 

o DC-ZpE10: Grupo dieta control + ZpE (10 mg EAG/día) 

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-Ro2,5: Grupo DH + rosuvastatina (2,5 mg EAG/día) 

o DH-Zp,E2,5: Grupo DH + ZpE (2,5 mg EAG/día) 

o DMSO: Dimetilsulfóxido 

o E: Endotelio 

o EAG: Equivalentes de ácido gálico 

o EC: Enfermedad cardiovascular 

o Eco: Éster de colesterol 

o ECV: Enfermedad cardiovascular 



 

 
 

o EC50: Concentración necesaria para alcanzar la mitad de la Rmax 

o ERO: Especies reactivas del oxígeno 

o FRCV: Factor de riesgo cardiovascular 

o GOT: Glutamato oxalacetato transaminasa 

o GPT: Glutamano piruvato transaminasa 

o GR: Glóbulos rojos 

o GSH: Glutation reducido 

o GSSG: Glutation oxidado 

o IDL-C: Colesterol unido a lipoproteína de alta densidad 

o H&E: Hematoxilina-Eosina 

o HF: HF: 7-hidroxiflavanona 

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

o Hto: Hematocrito 

o IDL-C: Colesterol unido a lipoproteína de densidad intermedia 

o LDL-C: Colesterol unido a lipoproteína de baja densidad 

o LDLr: Receptor de LDL-C 

o LDLox: LDL-C oxidada 

o LP: Lipasa pancreática 

o LPL: Lipoproteína lipasa 

o LOX: Lipoxigenasa 

o LXR: Receptores nucleares LX 

o NA: Noradrenalina 

o NP: Nitroprusiato de sodio 

o NPC1L1: Transportador Niemann-Pick C1-like 1 

o NO: Óxido nítrico 

o NOS: Óxido nítrico sintasa 

o MBC: Membrana del borde en cepillo 

o MLV: Músculo liso vascular 

o MTP: Proteína de transferencia microsomal de triglicéridos 

o O2
-: Anión superóxido 

o ·OH: Radical hidroxilo 

o PAM: Presión arterial media 

o  pEC50: Logaritmo negativo de EC50 

o Phe: Fenilefrina  

o QM: Quilomicrones 



 

 
 

o RE: Retículo endoplasmático 

o Rmáx: Respuesta máxima  

o SR-B1: receptor captador hepático  

o SREBP: Proteínas de unión a elementos reguladores de esteroles  

o TBA: Ácido tiobarbitúrico  

o TCA: Ácido tricloroacético  

o TG: Triglicéridos 

o VLDL-C: colesterol unido a lipoproteína de muy baja densidad 

o ZpE: Extracto estandarizado de Zuccagnia punctata 

o Z. punctata: Zuccagnia punctata 
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1- LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

  

                  Según la Organización 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 año 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 número de muertes por ECV podría llegar a 

23,3 millones en 2030. La mayoría de las ECV tiene como factores de riesgo a la 

hipercolesterolemia, el tabaquismo, las dietas no saludables, la inactividad física, la presión 

arterial elevada, la obesidad y la diabetes (OMS,  2017).  

 

1.1- La hipercolesterolemia como factor de riesgo cardiovascular 

 

                  La enfermedad coronaria es la ECV más común (OMS, 2017). Los estudios 

epidemiológicos, clínicos, genéticos y experimentales indican que la hipercolesterolemia es la 

causa más 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 lipoproteínas 

de baja densidad (LDL-C) en la sangre.  El 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 año 2005 y 2013 un aumento del 27,9 al 29,8 % de la población que 

presenta valores de colesterol elevado en sangre, sin diferencias entre ambos sexos.  

                  La aterosclerosis es un proceso degenerativo de los vasos sanguíneos que 

comienza con el depósito de lipoproteínas y células inflamatorias en la pared arterial con 

formación de estrías grasas (formadas por macrófagos saturados de lípidos y células 

musculares lisas de la pared arterial) que progresan a placas complejas (con centro necrótico 

lipídico y capa externa fibrosa). Posteriormente estas placas se pueden romper, induciendo la 

formación de trombos y dando lugar a la sintomatología clínica 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, hipertensión arterial, 

diabetes, tabaquismo y obesidad, son los responsables del inicio de un proceso de disfunción 

vascular que puede progresar hacia la aterosclerosis, la necrosis miocárdica y el fallo cardíaco 
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(Dzau y col., 2006). Las alteraciones fisiopatológicas 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 acumulación de lípidos en la pared 

vascular desencadenando un proceso degenerativo de los vasos sanguíneos que comienza con 

la oxidación de las LDL-C (Fig. 1). Estas LDL-C oxidadas (LDLox) activan al endotelio 

vascular originando la expresión de moléculas de adhesión, citoquinas y factores de 

crecimiento que inician el reclutamiento de células proinflamatorias e interrelacionan los 

distintos tipos celulares que intervienen en la formación de la placa. Seguidamente se produce 

una acumulación lipídica en los macrófagos dando lugar a la formación de células espumosas; 

y finalmente ocurre la proliferación y migración de las células musculares lisas hacia la íntima 

arterial. Todo esto lleva al progreso de la placa aterosclerótica, conduciendo finalmente a la 

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

 

 

Fig. 1: Remodelado vascular progresivo (modificado de Stein l y Kaufmann, 2015).  

 

                  La función endotelial depende en gran medida del balance entre los agentes 

vasoconstrictores y vasodilatadores que el endotelio produce y libera hacia la circulación y 

hacia el músculo liso. El óxido nitrico (NO) es el principal metabolito vasodilatador que se 

libera en respuesta al estrés mecánico que produce el flujo sanguíneo (Zhao y col., 2015). La 
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acumulación de lípidos en la pared vascular durante la hipercolesterolemia produce disfunción 

endotelial, afectando la liberación y con ello, la biodisponibilidad de NO aún antes de la 

formación de la placa ateromatosa (Sorensen y col., 1994; Jerez y col., 2008). 

                  La disminución de los niveles de colesterol en el suero da como resultado una 

disminución de la morbilidad y la mortalidad. Ensayos de prevención primaria y secundaria 

han mostrado reducciones marcadas en eventos coronarios, mortalidad total y mortalidad por 

cardiopatía coronaria como consecuencia de la reducción a largo plazo del CT y 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 plasmáticos propuestos, es necesario conocer los mecanismos  involucrados en la 

homeostasis del colesterol con énfasis en la síntesis de colesterol en el hígado y la absorción 

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 más intensamente 

regulados en el organismo. Desde su aislamiento a partir de cálculos biliares, el colesterol ha 

sido ampliamente estudiado ya que constituye uno de los elementos más importantes de las 

membranas celulares de los mamíferos: sirve para modular su fluidez y permeabilidad. El 

colesterol también es el precursor de las hormonas esteroideas y los ácidos biliares y 

desempeña un papel clave en el transporte de membrana, los procesos de señalización 

transmembrana y la proliferación 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 según lo expresado 

previamente (Ikonen y col., 2006).  

                La homeostasis del colesterol en el organismo (Fig. 2) se logra mediante un 

equilibrio  entre la síntesis endógena, la absorción intestinal y la secreción de ácidos biliares y 

colesterol (Trapani y col., 2012; Cohen, 2008). Todos estos procesos están estrechamente 

vinculados y un cambio en uno de ellos puede influir significativamente en los demás 

(Morgan y col., 2016). 
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                  Dado que los ácidos 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 (síntesis y dieta) se equilibren con las pérdidas (excreción fecal). El colesterol 

excretado con las heces depende de la eficiencia de la absorción intestinal del colesterol biliar 

y dietético. Por eso la regulación de la absorción intestinal del colesterol (Fig. 3) es de gran 

interés como diana terapéutica para reducir las cifras de colesterol plasmático (Morgan y col., 

2016).  

                  El hígado es considerado el principal órgano encargado del mantenimiento de la 

homeostasis del colesterol. La molécula de colesterol tetracíclico de 27 carbonos se sintetiza a 

partir de acetato en una serie de 30 reacciones enzimáticas (Fig. 4). La enzima limitante de la 

velocidad de síntesis es la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa 

(HMGR) que controla la tasa de síntesis al regular la conversión 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 distribución de esteroles en su interior. Estas células 

obtienen colesterol desde la circulación a partir de lipoproteínas plasmáticas o producen 

colesterol intracelularmente (Fig. 2) mediante  procesos de síntesis a partir de acetil coenzima 

A (acetil-CoA). Este proceso está estrechamente regulado en múltiples niveles (Ikonen y col., 

2018). 

 

 

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

quilomicrones. 

 

 

 
 

LRLr 
LRLr  
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2.1- Absorción de colesterol 

 

                  La absorción de colesterol en el intestino delgado proximal representa la vía 

principal para la entrada de colesterol procedente de la dieta. Hay tres fases principales 

involucradas en la absorción del colesterol (Fig. 3, Afonso y col., 2018). La primera ocurre 

intraluminalmente y culmina en la solubilización 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 absorción 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 ácido graso e n un proceso 

mediado por acil-CoA-colesterol-acil- transferasa (ACAT2), una enzima localizada en la 

membrana del retículo endoplásmico (Nguyen y col., 2011). El colesterol libre vuelve a la luz 

intestinal a través de transportadores de unión a adenosina trifosfato (ABC) ABCG5/G8. Los 

ésteres de colesterol (ECo), los triglicéridos (TG) y la apolipoproteína B-48 (apo B-48) se 

procesan adicionalmente en el complejo de Golgi para formar quilomicrones, que luego se 

transfieren al sistema linfático (Iqbal y Hussain, 2009; Afonso y col., 2018). La expresión de 

NPC1L1 y ABCG5 / 8 está controlada por los sensores de colesterol, los receptores nucleares 

LX (LXR), a través de sus dos isoformas LXRα y LXRβ. Ambos inhiben NPC1L1 y activan 

ABCG5/G8 induciendo la excreción de colesterol de regreso al lumen. LXR también puede 

inducir el eflujo de colesterol mediado por ABCA1 (aumentando su expresión) para prevenir 

la acumulación de colesterol en los enterocitos. Ambas isoformas de LXR actúan como 

sensores de colesterol y parecen ejercer efectos similares sobre la expresión de estas proteínas 

(Hu y col., 2012). En conjunto, los efectos de LXR previenen la acumulación de colesterol en 

los enterocitos. 
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Fig. 3: Mecanis mos involucrados en la absorción de colesterol. El colesterol libre (CL)  

transportado en las micelas ingresa al enterocito a través de NPC1L1 y es esterificado por ACAT2  

en el retículo  endoplasmático (RE). El co lesterol libre vuelve a la luz intestinal a t ravés de 

transportadores ABCG5/G8. El éster de colesterol (ECo), los triglicéridos (TG) y la 

apolipoproteína B-48 (apo B-48) se procesan adicionalmente en el  complejo de Golg i (CG) para 

formar quilomicrones (QM) por acción de la proteína de transferencia de triglicérido microsomal  

(MTP). Los QM luego se transfieren al sistema linfático. La expresión de NPC1L1 y ABCG5/8  

está controlada por los sensores de colesterol LXRα y LXRβ. Ambas isoformas  inhiben NPC1L1 y  

activan ABCG5/G8 induciendo la excreción de colesterol de regreso al lumen. LXR también  

puede inducir eflujo  de colesterol mediado por ABCA1 para prevenir la  acumulación de colesterol 

en los enterocitos. (Modificado de Afonso y col., 2018). 

 

 

 

 

                   La ganancia de colesterol por día en una persona es entre 1 y 1,5 gramos a partir 

de la síntesis en los tejidos y la ingesta dietética. Se supone que la ingesta media diaria de 

colesterol para las personas que consumen una dieta occidental típica es de alrededor de 300-

400 mg. La velocidad con la que el cuerpo sintetiza el colesterol promedia aproximada mente 

10 mg / día / 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 día, una cantidad 

de colesterol similar a la que ingresa al cuerpo se elimina en diversas formas, 

predominantemente como ácidos 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 períodos de tiempo. 
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 2.2- Síntesis y excreción de colesterol 

 

                    El hígado es el principal encargado del mantenimiento de la homeostasis del 

colesterol. Acá tienen lugar muchos mecanismos, como la biosíntesis, a través de la actividad 

de la HMGR, la captación de colesterol a través de los receptores de lipoproteínas de baja 

densidad (LDLr), la liberación de lipoproteínas a la sangre, el almacenamiento de colesterol 

por esterificación y, la degradación y conversión en ácidos biliares (Trapani y col., 2012). 

                   La síntesis de colesterol en el hígado está mediada por una extensa serie de 

reacciones (Fig. 4). El colesterol obtenido a partir de la síntesis en los hepatocitos puede 

esterificarse enzimáticamente mediante ACAT e incorporarse a la apolipoproteína B-10 (apo 

B-100) formando lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL-C), que luego se secretan al 

torrente sanguíneo (Fig. 6) para dirigirse a tejidos periféricos (Bays y col., 2008). A su vez, 

las VLDL-C pueden eliminarse de la circulación por los LDLr hepáticos. Alternativamente, el 

componente de TG de las VLDL-C se hidroliza por la lipoproteína lipasa (LPL), dejando 

partículas remanentes de VLDL-C, denominadas lipoproteínas de densidad intermedia (IDL-

C) (Beisiegel, 1998; Havel, 1987). Las IDL-C son captadas por receptores remanentes o LDLr 

en el hígado, o convertidas por la lipasa hepática a LDL-C.  

                 La síntesis de colesterol en los tejidos periféricos también contribuye a la 

acumulación de colesterol hepático a través de la transferencia de colesterol al hígado en un 

proceso mediado por las lipoproteínas de alta densidad (HDL-C) (conocido como transporte 

inverso de colesterol). Todas las partículas de HDL-C se internalizan en el hígado, 

interactuando con el receptor captador hepático B1 (SR-B1). Una vez en el hepatocito, el 

colesterol liberado por las partículas de HDL-C puede utilizarse para las necesidades de 

colesterol hepático, convertirse en ácidos 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-met ilglutaril-CoA reductasa; SQS: escualeno sintasa; SQLE:  

esqualeno epoxidasa; OSC: oxidoscualeno ciclasa (modificado de Trapani y  

col., 2012). 

 
 

 

                   Además de ser sintetizado, el colesterol también puede ingresar al hígado a través 

de endocitosis mediada por receptor. LDLr desempeña un papel importante en la homeostasis 

del colesterol, ya que se une a las partículas de LDL-C que circulan en el plasma, lo que 

reduce los niveles de colesterol sistémico (Segatto y col., 2011).  

                  La síntesis y expresión de los LDLr y de la HMGR, están reguladas por una 

familia de factores de transcripción llamados proteínas de unión a elementos reguladores de 

esteroles (SREBP), vinculados a la transcripción de LDLr, HMGR y otras proteínas 

involucradas en el metabolismo del colesterol, en función de la cantidad de esteroles celular 

(Fig. 5, Afonso y col., 2018).  Los SREBP se ubican en la membrana del retículo 

endoplasmático (RE) donde permanecen inactivados. En el RE, el dominio C-terminal del 

SREBP interactúa con la proteína SCAP (proteína de activación de la escisión) que funciona 

como un sensor de esterol (Espenshade y Hughes, 2007; Trapani y col., 2012). Cuando la 

concentración 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 proteolíticamente para producir 

fragmentos activos que entran en el núcleo e inducen la expresión de sus genes diana (por 

ejemplo, LDLr, HMGR). Por otro lado, cuando el contenido de esterol intracelular aumenta, 

SCAP se une a la proteína del gen inducido por la insulina (Insig), que mantiene el complejo 

SREBP/SCAP en el RE, bloqueando así la transcripción de los genes involucrados en la 

síntesis el colesterol (Fig. 5, Afonso y col., 2018) 
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                    Los SREBP activan la expresión de más de 30 genes implicados en la síntesis y 

captación de colesterol, ácidos grasos, TG y fosfolípidos. En células hepáticas, hay tres clases 

de SREBP que regulan la producción de lípidos para su exportación al plasma como 

lipoproteínas y a la bilis como micelas. Por lo tanto, la activación de SREBP tiene efecto neto 

sobre los niveles de colesterol en plasma (Horton y col., 2002).  

 

 

Fig. 5: Mecanis mos involucrados en la regulación de la  síntesis hepática del co lesterol. (Modificado 

de Afonso y col., 2018) 

 

 

                  Los receptores LXRα y LXRβ alteran la expresión de múltiples genes implicados 

en la homeostasis del colesterol. Regulan negativamente la síntesis de colesterol a través de 

sus efectos sobre la expresión de SREBP-2 y numerosos otros genes que participan en la 

síntesis del colesterol. La activación de LXR también estimula la producción de LPL. Esta es 

la enzima limitante de la velocidad para el metabolismo de partículas ricas en TG, que 

incluyen quilomicrones y VLDL-C. Finalmente, los LXR pueden ayudar a la eliminación del 

colesterol a través de la regulación positiva de la expresión de la proteína ileal de unión a bilis 

(I-BABP). Este transportador media el movimiento de los ácidos biliares desde los enterocitos 

hasta la luz del íleon. Por lo tanto, la regulación coordinada de genes múltiples a través de 

LXR da como resultado un aumento general en la eliminación de colesterol del cuerpo, una 

mayor síntesis de colesterol y una absorción reducida. El efecto neto de la ac tivación 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 síntesis de colesterol mediada por el hígado varía ampliamente 

dependiendo de múltiples factores, en particular, la cantidad de colesterol que se le administra 

desde el intestino delgado (Turley y Dietschy, 1988). Está bien documentado que la 

manipulación del flujo enterohepático de colesterol o de los ácidos biliares puede impactar 

notablemente en el manejo intrahepático del colesterol de manera que conduce a cambios 

clínicamente significativos en la concentración de LDL-C circulante (Davis y Veltri, 2007; 

Insull, 2006; Sudhop T y von Bergmann, 2002). 

 

 

Fig. 6: Descripción general de la homeostasis y la regulación del colesterol en el hígado, intestino delgado y 

plasma. ABCA1 y ABCG5/G8: transportadores de unión a ATP; ACAT2: acil-CoA-co lesterol-acil-

transferasa 2; AMPK: proteína quinasa activada por AMP; AB: ácido biliar; C: co lesterol; CETP: p roteína de 

transporte de éster de colesterol; ECo: éster de colesterol; QM: quilomicrones; CL: colesterol libre; HDL-C: 

colesterol unido a lipoproteína de alta densidad; HMGR: 3-hidroxi-3-metilg lutaril-CoA reductasa; LDL-C: 

colesterol unido a lipoproteína de baja densidad; LDLR: receptor de lipoproteínas de baja densidad; LXR: 

receptor nuclear X; MTP: proteína de transferencia de triglicérido microsomal; NPC1L1: Niemann-Pick C1-

Like 1; SREBP2: proteína 2 de unión al elemento regulador de esterol;  SR-B1: receptor captador hepático 

B1; VLDL-C: colesterol unido a lipoproteína de muy baja densidad (adaptada de Chen y col., 2014). 
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3-  DISFUNCIÓN VASCULAR GENERADA POR HIPERCOLESTEROLEMIA 

3.1- Tono vascular 

                 En condiciones fisiológicas normales, el tono vascular está determinado por un 

equilibrio entre el Sistema Renina-Angiotensina (SRA),  el Sistema Nervioso Autónomo 

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

 

a) El SRA está constituido por una cascada enzimática-hormonal, siendo la angiotensina II 

(Ang II), el principal efector de este sistema y uno de los más potentes vasoconstrictores 

fisiológicos conocidos. Actúa a nivel de los grandes y pequeños vasos arteriales. La Ang II 

ejerce sus acciones biológicas a través de los receptores de angiotensina tipo 1 (AT1) y tipo 2 

(AT2) (Fig. 7). A su vez, la Ang ll induce la expresión del factor de crecimiento derivado de 

las plaquetas y favorece el crecimiento del musculo liso vascular (MLV). Esto último se 

evidencia por un efecto trófico de la Ang ll sobre los miocitos vasculares, favoreciendo así la 

aparición de una hipertrofia y/o hiperplasia vascular como respuesta adaptativa ante un 

estímulo patológico (Mehta y Griendling, 2007).  

 

    

Fig. 7: Eventos de señalización mediados por angiotensina II (Ang II) en célu las del músculo liso vascular 

(MLV), (Touyz y Sch ihfrin, 2000). La unión de Ang II al receptor AT1 estimula la contracción vascular de 

forma temprana y, la generación de especies reactivas de oxígeno, la expresión de protooncogenes y el 

remodelado vascular se producen como eventos de señalización tardía (modificado de Touyz y Schiffrin, 

2000).  
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b) El SNA regula el tono vascular por medio de los sistemas adrenérgicos y colinérgicos (Fig. 

8, Sheng y Zhu, 2018): El sistema adrenérgico es responsable  de la liberación de la 

noradrenalina (NA) que actúa a través de los receptores α1 o α2. La NA y la fenilefrina (Phe) 

son agentes contráctiles comúnmente usados en estudios que emplean vasos sanguíneos 

aislados. Ambas ejercen una respuesta contráctil sostenida por activación de los receptores α1- 

en algunos lechos vasculares. El sistema colinérgico es responsable de la liberación de 

acetilcolina (Ach), neurotrasmisor que a nivel vascular induce rela jación dependiente de 

endotelio. Se ha demostrado que la activación de los receptores muscarínicos M3 de la Ach 

induce un aumento en los niveles intracelulares de Ca2+. En el endotelio esto estimula a la 

enzima óxido nítrico sintasa (NOS), mediando la liberación de NO y  la vasodilatación 

(Walch y col., 2001). En cambio, el aumento en los niveles de Ca2+ en el MLV, por la 

activación de los receptores M3,
  provoca vasoconstricción.  

 

 

Fig. 8: Esquema de la inervación de los vasos sanguíneos por los 

neurotransmisores del sistema nervioso autónomo (SNA). Las 

varicosidades del terminal nerv ioso autónomo contienen varios 

neurotransmisores que se liberan y difunden a las células endoteliales  

(CE) y a las células de músculo liso vascular (MLV). Estas células 

efectoras expresan una variedad de receptores que interactúan 

específicamente con los factores vasoactivos del terminal nervioso. NA: 

noradrenalina, α-adrenoreceptor: receptor de la noradrenalina, Ach: 

acetilcolina, rM-Ach: receptor muscarín ico de la acetilco lina (modificado 

de Sheng y Zhu, 2018). 

 

 

c) El endotelio es la mococapa de células que revisten la luz de los vasos sanguíneos, y tiene 

un rol crucial en la regulación del tono y la homeostasis vascular. Las células endoteliales 

(CE) sintetizan sustancias o mediadores vasoactivos que influyen en el grado de contracción 

de las células musculares lisas adyacentes (Sandoo y col., 2010). De este modo, las CE son 

capaces de responder a diversos estímulos, tanto físicos como químicos, con la liberación de 
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las sustancias que producen, ya sea vasodilatación junto con un efecto antiagregante 

plaquetario y antiproliferativo, o vasoconstricción junto con acción procoagulante y 

proliferativa. Por este motivo, una de las funciones más importantes del endotelio es la 

regulación del tono arterial normal, el cual está determinado por el balance entre la 

vasodilatación y la vasoconstricción por relajación o contracción de las células musculares de 

la capa media (Fig. 9) (Villar y col., 2006). 

 

Fig. 9: Regulación del tono vascular mediado por las células endoteliales a través 

de la liberación de sustancias que inducen vasodilatación (NO,  óxido nítrico; 

EDHF, factor hiperpolarizante derivado de endotelio, PGI2; prostaciclina) o  

vasocontricción (TXA2, tromboxano; ET, endotelina). 

 

3.2- Disfunción vascular 

 

                  En condiciones fisiológicas normales, los factores relajantes derivados del 

endotelio predominan sobre los factores contráctiles (Deanfield y col., 2007). Sin embargo, la 

presencia de FRCV puede modificar el funcionamiento normal del endo telio y provocar un 

desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas de origen endotelial que finalmente 

alteran el tono vasomotor y predispone a la inflamación, la vasoconstricción y el incremento 

de la permeabilidad vascular, facilitando el desarrollo de aterosclerosis, agregación 

plaquetaria y trombosis. 

                  La Ang II ejerce un papel importante en la génesis y en las complicaciones de la 

ateroesclerosis ya que estimula la producción de especies reactivas del oxígeno (ERO) en los 

vasos, las cuáles juegan un papel clave en la disfunción endotelial y en la oxidación de las 

LDL-C (Weiss y col., 2001), implicadas en el proceso de remodelado vascular asociado con 

ciertos FRCV como la hipertensión, hipercolesterolemia, y otros eventos patológicos. Si bien 

la disfunción endotelial está caracterizada por un empeoramiento en la biodisponibilidad de 
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NO, también involucraría un aumento en la producción 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 más 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 plasmático en respuesta a la dieta.  

                Los conejos han sido ampliamente usados para el estudio de la fisiopatología de la 

aterosclerosis debido a que presentan un metabolismo lipídico muy parecido al humano (Fan 

y col., 2015), lo que no ocurre con los roedores como la rata o el ratón. Fue el primer modelo 

animal que se utilizó para estudiar la aterosclerosis hace ya más de cien años; 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 contribución a la investigación 

traslacional (Fan y col., 2015). Considerando que son animales herbívoros, la aterosclerosis 

no es una patología 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 aórticas (Kolodgie y col., 1996). Estas lesiones 

comienzan como estrías grasas primariamente en la aorta y pueden progresar hacia lesiones en 

la capa íntima (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 sanguíneos compatibles 

con la aparición de lesiones tempranas, incremento en el espesor de la capa  endotelial y 

disminución del volumen de la capa muscular lisa (Sierra y col., 2015) acompañada de 

alteraciones en la función vascular. Se observó una disfunción endotelial con reducción en la 

respuesta vasodilatadora a Ach y en la liberación de NO (Karbiner y col., 2013) con un 

aumento en la respuesta contráctil a Ang II. El mecanismo de dicho fenómeno involucra la 

participación de metabolitos vasoconstrictores derivados de  la enzima ciclooxigenasa (COX) 
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y de la citocromo P450 hidroxilasa que actúan sobre los receptores TP de tromboxano A2 

(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 liberación de 

prostanoides vasoconstrictores en condiciones fisiopatológicas. Teniendo en cuenta que se 

encontró incremento del estrés oxidativo en el modelo (Karbiner y col., 2013), este podría ser 

el mecanismo que origina el proceso de disfunción vascular. A su vez, el modelo se 

caracterizó por presentar alteraciones hematológicas  compatibles con el diagnóstico de 

anemia hemolítica y evidencia de procesos inflamatorios (Karbiner y col., 2013; Medina y 

col., 2014). 

 

 

5- TERAPIAS HIPOCOLESTEROLÉMICAS ACTUALES 

 

                 Roth y col. (2011) evaluaron la concentración sérica de colesterol, la cobertura 

farmacéutica y el control terapéutico haciendo uso de los  análisis de datos de encuestas 

nacionales de vigilancia sanitaria procedentes de ocho países 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 países estudiados. La 

hipercolesterolemia sin tratar o tratamientos poco efectivos supone una oportunidad de 

prevención perdida teniendo en cuenta la epidemia mundial de las ECV (Roth y col., 2011). 

                Las opciones más comúnmente utilizadas para el tratamiento farmacológico de las 

dislipidemias son las estatinas (inhibidores de la HMGR), resinas (limitan la absorción 

intestinal de colesterol), fibratos (agonistas que activan a los proliferadores de los receptores 

de peroxisomas alfa, PPARα, y de esta manera reducen la síntesis de TG y de VLDL-C), 

niacina (inhibidor de lipasa intracelular) y sus combinaciones (Zodda y col., 2018) (Fig. 10).  

               La proproteína convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9) ha sido descripta 

como una proteína clave en la regulación del metabolismo del colesterol y por tanto se ha 

convertido en un objetivo terapéutico importante. Su papel se basa en la unión a LDLr, 

impidiendo su normal reciclaje, lo que se traduce en la disminución de la cantidad de estos 

receptores en la membrana de los hepatocitos y un aumento de los niveles de LDL-C en 

sangre. Actualmente están disponibles los inhibidores de PCSK9 y el nuevo inhibidor 

selectivo de la proteína microsomal de transporte de TG hepática e intestinal (lomitapide) y el 

inhibidor de la síntesis de apo B-100 (mipomersen, oligonucleótido 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 

médico preferido para la mayoría de los pacientes. Actualmente en los Estados Unidos, la 

Administración 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 

lípidos 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 opción, otros autores consideran que 

las combinaciones de medicamentos producen una mejor reducción 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 lípidos no logran cumplirse. 

Finalmente, hay situaciones en las que las estatinas están contraindicadas o no son toleradas 

(Zodda y col., 2018). 

                 En cuanto a la inhibición específica de la absorción de colesterol,  ya sea de origen 

biliar o dietético, se realiza por la unión de ezetimibe a la NPC1L1, bloqueando la 

internalización del complejo NPC1L1/colesterol (Hawes y col., 2007). En los seres humanos, 

ezetimibe disminuye la absorción de colesterol en un 54 % y disminuye la concentración del 

LDL-C plasmático en un 19 %, pero aumenta su síntesis endógena 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 disfunción endotelial (Yunoki y col., 2011). Por lo tanto, en la hipercolesterolemia el 

tratamiento con ezetimibe combinado con estatinas sería muy efectivo por sus efectos aditivos 

(Sudhop y col., 2009; Zodda y col., 2018). Sin embargo, los resultados de diversos ensayos 

clínicos en los cuáles se utilizó la terapia combinada fueron contradictorios.  

                 La búsqueda de agentes terapéuticos nuevos, con perfil farmacocinético y 

farmacodinámico 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 población 

(Wildman y col., 2003).  
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Fig. 10: Mecanis mos moleculares de drogas comerciales para el control del 

metabolismo del colesterol y triglicéridos (modificado  de Zodda y col., 2018) 

 

 

 

 

 

6- COMPUESTOS FENÓLICOS CON PROPIEDADES CARDIOPROTECTORAS  

 

                 Actualmente, los productos naturales son una fuente importante para la obtención 

de preparados medicinales (Prakash y col., 2003). Es de gran importancia el desarrollo de 

nuevos fármacos sintetizados a partir de materias primas naturales y renovables con 

actividades  biológicas específicas (Brodniewicz y Grynkiewicz, 2012). 

              Hay más de 4000 compuestos polifenólicos 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 biológicos, entre ellos, actividades 

cardioprotectoras prometedoras (Mahatrapa y Bharti, 2016). Su estructura fundamental se 

caracteriza por la presencia de uno o más anillos aromáticos con al menos un grupo hidroxilo 

libre u ocupando otra función (éster, éter, glicósido) (Tsimidou, 1998). Solamente las plantas 

y microorganismos son capaces de sintetizar el núcleo aromático.  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brodniewicz%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grynkiewicz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23285683
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6.1- Flavonoides  

 

                  Los flavonoides son compuestos fenólicos de bajo peso molecular que se 

encuentran en frutas, vegetales, nueces, semillas hierbas, especias, flores, así como en el té y 

en el vino tinto (Middleton y col., 2000). Se encuentran tanto libres como en forma de 

glucósidos y tienen importantes efectos farmacológicos benéficos para la salud (Prakash y 

col., 2003).  

                 Presentan una estructura fundamental basada en dos anillos aromáticos (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 según 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 vía biosintética de los flavonoides es una 

chalcona cuyo esqueleto es un anillo aromático unido a una cadena propánica que está unida a 

su vez a otro anillo aromático. En la mayoría de los flavonoides, la cadena carbonada que une 

los anillos aromáticos se cicla por acción de una enzima isomerasa, creando una flavanona.  

                                 

                  Las flavonas derivan de las flavanonas, cuya conversión requiere de las enzimas 

flavonas sintetasas I y II (Turnbull y col., 2004) que introducen un doble enlace entre los 

carbonos 2 y 3 del anillo propánico. Una vez insaturada la flavona puede ser hidroxilada, 

dando lugar a hidroxiflavonas. 
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                 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 prevención del cáncer, ECV y otras patologías de carácter inflamatorio (Kumar y Pandey, 

2013). 

 

 

6.2- Papel de los flavonoides en el sistema cardiovascular 

 

                 Como se mencionó previamente, existe un interés creciente en el uso de 

flavonoides y compuestos relacionados para la prevención de ECV (Hooper y col., 2008).  

                 Los flavonoides contienen en su estructura química un número variable de grupos 

hidroxi- fenólicos. Su gran capacidad antioxidante depende de las propiedades redox de estos 

grupos y su acción inhibitoria sobre el radical hidroxilo (HO·) y el anión superóxido (O2
-), 

altamente reactivos en la cadena de peroxidación lipídica (Peng, 2003). Sumado a su 

actividad antioxidante los flavonoides pueden regular diferentes vías de señalización 

involucradas en el desarrollo de ECV (Wallace, 2011). En este sentido se ha demostrado que 

los flavonoides incrementan la producción de NO endotelial favoreciendo la vasodilatación de 

los vasos sanguíneos en condiciones fisiopatológicas tales como hipertensión o síndrome 

metabólico (Andriantsitohaina y col., 2012).  

                 Algunos autores han encontrado que tienen efectos terapéuticos en la aterosclerosis 

y la cardiopatía isquémica (Cheng y col., 2017; Geleijnse y col., 2002). Al neutralizar las 

ERO del medio evitan la peroxidación lipídica, inhibiendo tanto la peroxidación del ácido 

linoleico como la de los fosfolípidos de las membranas celulares y de los glóbulos rojos 

(Laughton y col., 1989). Asimismo, se ha comprobado su capacidad de inhibir in vitro la 

oxidación de las LDL-C y 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 daño endotelial, la activación de leucocitos, y la activación 

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 



ANTECEDENTES 

 

21 
 

inflamatorios y oxidativos,  ejerciendo una acción protectora del endotelio adicional al 

incremento de la síntesis de NO (Youdim y col., 2002).  

                  Existen evidencias experimentales y epidemiológicas 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). Está 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  protección y moduladoras que reducen el riesgo de progresión 

aterosclerótica, 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: características y propiedades en el sistema cardiovascular 

 

                 Como se mencionó, las chalconas pertenecen a la familia de los flavonoides de 

cadena abierta en el que los dos anillos aromáticos (A y B) se unen mediante un sistema de 

carbonilos de tres átomos de carbono (Fig. 12). Las chalconas atrajeron la atención de los 

investigadores debido a su química simple, procedimientos sintéticos fáciles, multiplicidad de 

sustituciones y diversos potenciales farmacológicos sobre el sistema cardiovascular 

(Mahapatra y Bharti, 2016); entre ellos podemos mencionar efecto antiarrítmico (Yarishkin y 

col., 2008); bloqueantes de los receptores α y β-adrenérgicos (Li y 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 ([ECA], Kantevari y 

col., 2011; Bukhari y col., 2013) y de los canales de Ca2+ (Dong y col., 2010); e inhibidoras de 

enzimas proinflamatorias como la COX, fosfolipasa A (sPLA2) y lipoxigenasa (LOX) (Nuño 

y col., 2016). Asimismo, se ha encontrado que algunas chalconas tienen un efecto 

hipolipémico (Sashidhara y col., 2013). El mecanismo de dicho efecto  fue  la inhibición de 

enzimas que participan en el metabolismo lipídico, entre ellas, la proteína de transferencia de 

éster de colesterol (CETP; Hirata y col., 2012), la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT; 

Tabata y col., 1997), la ACAT  (Choi y col., 2008), la lipasa pancreática (LP; Nguyen y col., 

2013), o bien la activación de  la LPL (Srivastava y col., 2013). 
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Fig. 12: Estructura de una chalcona (imagen obtenida 

de Rozmer y Perjési, 2014) 
 

 

 

 

7- Zuccagnia punctata  

 

7.1- Clasificación y composición  

 

                  Zuccagnia puncata Cav. (Fabaceae) (Fig. 13) es una especie endémica argentina, 

ampliamente distribuida en las zonas áridas y semiáridas 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, así como extractos preparados por maceración en etanol (Isla y col., 

2016). 

                   La composición química del extracto de las partes aéreas (tallo y hojas) de 

Zuccagnia punctata, varía ligeramente, según el método de extracción usado en su 

preparación; sin embargo los principales bioconstituyentes descriptos en Z. punctata 

pertenecen a compuestos fenólicos, más exactamente, a flavonoides y derivados de ácido 

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 extracción acuoso, etanólico, metanólico o 

diclorometanólico (Zampini y col., 2012; Nuño y col., 2016; Isla y col., 2016). El análisis 

histoquímico de la superficie foliar de Z. punctata revela que existe una elevada 

concentración de chalconas en esta zona (Moreno y col., 2015a).  
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Figura 13: Imágenes fotográficas de Zuccagnia punctata en la provincia de Tucumán (Isla y 

col., 2016) 

 

 

 

7.2- Propiedades terapéuticas documentadas de Z. punctata 

 

              En Argentina, un gran número de plantas indígenas están todavía 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 fúngicas, 

asma, artritis y el reumatismo (Ratera y col., 1980; Toursarkissian, 1980). En los últimos 

años varias investigaciones han sido dirigidas para conocer las propiedades biológicas 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 antibióticos 

(Zampini y col., 2005; Zampini y col., 2012). Por otro lado, se demostró 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 O2
- (Morán Vieyra y col., 

2009; Zampini y col., 2005). También, se demostró que extractos de Z. punctata presentan 

una potente propiedad citoprotectora sobre la mucosa gástrica de mamíferos (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 

hidroalcohólico de Z. punctata no presenta efecto genotóxico sobre células de hepatoma 

humano (HepG2) y protege al ADN contra el daño inducido por la acción directa del 

compuesto genotóxico 4-nitroquinolina (4-NQO) y que esta capacidad protectora podría 

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

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

inflamatorios durante la hipercolesterolemia.  

 

 

 

                

 

 

     

                            

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  
 
 

DHC 
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8- OBJETIVO GENERAL 

 

            Estudiar el efecto de un extracto hidroalcohólico estandarizado de Zuccagnia punctata 

y sus flavonoides sobre la función vascular en un modelo de conejo con hipercolesterolemia  

inducida por una dieta rica en colesterol al 1 %. 

 

8.1- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Analizar en arterias de conejos con hipercolesterolemia el efecto in vitro de un 

extracto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata y sus flavonoides sobre la 

función endotelial y del músculo liso. 

2. Estudiar el efecto de la administración oral de un extracto hidroalcohólico 

estandarizado de Z. punctata en un modelo de conejo con hipercolesterolemia sobre:  

2.1. Parámetros bioquímicos, clínicos y hematológicos.  

2.2. Parámetros del estrés oxidativo.  

2.3. Función vascular. 

2.4. Alteraciones morfohistológicas en aortas aisladas. 

 

9- HIPÓTESIS 

 

      El extracto de Z. punctata y/o sus flavonoides previenen la disfunción vascular 

observada en la hipercolesterolemia. Debido a sus propiedades antioxidantes, estos productos 

naturales mejoran los parámetros de estrés oxidativo, y por su propiedad antiinflamatoria 

previenen el incremento de la respuesta contráctil a Ang II, protegiendo las arterias de los 

cambios deletéreos generados por esta hormona y la desaparición o atenuación de los cambios 

morfológicos vasculares. 

10-RELEVANCIA 

 

El estudio del efecto del extracto de Z. punctata y sus flavonoides sobre la función vascular 

aporta, no solo el respaldo científico al uso folclórico de las plantas de nuestro país 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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1- MATERIALES 

 

1.1- Material Vegetal 

 

                  Las partes aéreas (hojas y tallos) de Z. punctata fueron recolectadas en Amaicha del 

Valle, Tucumán, Argentina. Las campañas de recolección se realizaron en 2014, durante la época 

estival. Las muestras se secaron en un lugar oscuro a temperatura ambiente. Los especímenes 

fueron autenticados por la Dra. Soledad Cuello y archivados en el Departamento de Botánica de 

la Fundación Miguel Lillo (IML 605935).  

 

 

1.1.1- Elaboración y estandarización del extracto de Zuccagnia punctata 

 

                  Se preparó el extracto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (ZpE) según las 

recomendaciones de la Farmacopea Argentina 7a ed (Fig. 15). Se pesó 20 g de material vegetal 

seco y se maceró en 100 ml de etanol: agua (80: 20) durante 7 días con agitación (40 ciclos/min) 

a temperatura ambiente. El extracto se filtró a través de papel de filtro No. 4.  

                  Para la estandarización se tuvo en cuenta las directrices de la Agencia Europea de 

Medicina (EMA, 2010) y las recomendaciones de la Guía de Buenas Prácticas de Fabricación 

(BPF) de drogas o preparados vegetales de la ANMAT, por lo cual se estandarizó desde el punto 

de vista químico de acuerdo al contenido de marcadores activos (aquellos con actividad 

terapéutica conocida). Además se determinó el contenido de compuestos fenólicos totales (CFT) 

utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999) expresandose los resultados 

como mg de equivalentes en ácido gálico/g de extracto seco (mg EAG/g ZpE seco) y como mg 

EAG/ml. El contenido de compuestos fenólicos no flavonoides (CFNF) y flavonoides (CFF) fue 

determinado según Isla y col. (2014) expresandose los resultados como mg EAG/g ZpE seco. A 

continuación, se eliminó el solvente con un evaporador rotatorio a presión reducida y se obtuvo 

el extracto seco de Z. punctata, resuspendido en dimetilsulfóxido (DMSO) antes de su uso 

(ZpE).  
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Fig. 15: Elaboración y estandarización del extracto hidroalcohólico de Z. punctata 

 

 

1.1.2- Separación e identificación de los principios activos 

 

                 El extracto hidroalcohólico de Z. punctata se analizó por HPLC unido a un detector de 

matriz de diodos (DAD). El sistema de HPLC utilizado para el análisis DAD fue un 

equipamiento Waters (Water Corporation, Milford, Massachusetts) que consistía en una bomba 

binaria 1525, un detector de matriz de diodos UV 2998, una columna C18 Waters X-bridge (150 

x 4,6 mm d.i; 4,6 µm). Los análisis de HPLC-DAD se realizaron usando un sistema de solvente 

en gradiente lineal que consistió en 9 % de ácido 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 detección fue en 

UV a 280 nm. El caudal fue de 0,8 ml/min y se inyectó un volumen de 20 μl. Los compuestos se 

controlaron a 280, 320 y 350 nm y se registraron espectros UV de 200 a 600 nm para la 

caracterización de los picos observados. Se utilizó el software Empower 2TM. Para identificar y 

cuantificar los principales flavonoides se utilizaron los espectros UV y coinyección con 

estándares comerciales de DHMC, DHC, DHF y HF. Se preparó una curva de calibración 

utilizando estándares comerciales para determinar la relación entre el área del pico y la 

concentración de los compuestos que se expresó 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 Guía  para el 

cuidado y uso de animales de laboratorio 8ª 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 Tucumán, Argentina).  

             Se adquirieron conejos machos híbridos del departamento cunícula de la Facultad de 

Agronomía y Zootecnia de la Universidad Nacional de Tucumán (UNT). Los animales (900-

1000 g) se alojaron en el bioterio Anexo del INSIBIO en jaulas individuales, a temperatura (25º 

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

 

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

 

             Se usó 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 

humedeció hasta formar una pasta. Se adicionó 10 g de colesterol (Sigma Chemical Co, St Louis, 

USA) y se mezcló hasta lograr una pasta homogénea. A los fines de lograr aglutinar todos los 

ingredientes, se agregó 100 g de almidón de maíz. Luego se procedió 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- TÉCNICAS 

 

2.1- Reactividad Vascular 

 

       El efecto farmacológico o respuesta biológica posterior a la interacción droga-receptor en los 

vasos sanguíneos, es suseptible de medición. 

 

2.1.1- Sistema de registro de contractilidad isométrica en aorta torácica  

          El ensayo de baño de órgano aislado es una herramienta farmacológica clásica para 

evaluar la relación concentración-respuesta de una amplia gama de agonistas contráctiles y 

relajantes en el tejido vascular. Si bien esta técnica se implementó hace más de 100 años, la 

versatilidad, simplicidad y reproducibilidad de los resultados contribuyen a que siga siendo una  

herramienta indispensable tanto para farmacólogos como para fisiólogos (Jespersen y col., 

2015). Esta herramienta nos permite el conocimiento exacto de la respuesta dependiente de la 

concentración del fármaco y la eliminación de las respuestas de carácter reflejo (neuronal) o de 

retroalimentación humoral.  

         El sistema de registro (Fig. 16) consta dos cámaras de acrílico con una  capacidad de 10 ml 

inmersas en un baño termostatizado (Vicking, Argentina) a 37±1 ºC.  Estas cámaras contienen 

solución fisiológica de Krebs con burbujeo de gas carbógeno (95% O2 - 5% de CO2). Cada una 

de las cámaras cuenta con un sistema de dos “L” metálicas, una de posición fija, y otra móvil 

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 adquisición de datos con un 

software apropiado (Biopac System, Inc. MP 100, USA) y que permite el registro continuo de la 

respuesta contráctil. 

         Antes del inicio de cada ensayo, se procedió a la calibración de los transductores de fuerza, 

usando pesas de 10 g, para establecer la relación entre la entrada de datos y el registro de tensión 

obtenido. Una vez finalizada la calibración 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 disecó la porción torácica de la arteria aorta. Se limpió el tejido 

conectivo y se seccionó en anillos de 5 mm. Para registrar las contracciones isométricas, se 

montaron los anillos aórticos en un sistema de dos “L”. De esta forma, la “L” móvil conectada al 

transductor de fuerza-desplazamiento, lleva la señal hasta el módulo amplificador-

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

 

 

                                  Fig. 16: Sistema de registro de contractilidad isométrica  

 

 

           Los anillos aórticos se equilibraron a tensión 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” móvil. El MLV tiene una respuesta de 

relajación frente al estiramiento, por lo tanto cada 15 minutos se practicó un cambio de baño de 

la solución de Krebs y se tensó nuevamente la arteria a 2 g. Transcurrida las dos horas, se obtuvo 

un nivel de tensión basal estable, lo cual se refleja por el cese de la relajación espontánea. El 

valor de tensión óptimo varía según el vaso y la especie estudiada (Jespersen y col., 2015). En 

este caso, en trabajos previos realizados por nuestro grupo se comprobó que la aorta de conejo 

tiene una respuesta contráctil/relajante óptima a una tensión de 2 g. 
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2.1.3- Curva Concentración Respuesta (CCR) 

 

          Es un elemento clave en los estudios farmacológicos, ya que permite cuantificar la 

interacción hormona-receptor, posibilitando el cálculo de dos parámetros farmacológicos 

fundamentales para caracterizar la respuesta de una droga: 

 

o Respuesta máxima (Rmáx): describe la intensidad de la respuesta causada por el fármaco 

(actividad intrínseca de la hormona o eficacia). Se considera el efecto máximo obtenido 

con la droga en concentraciones saturantes del receptor.  

o EC50: se define como la concentración de un agonista necesaria para alcanzar la mitad 

de la Rmáx. 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 vasocontráctil al baño de órgano en el que se encuentra el anillo aórtico. 

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 concentración se observa vasocontracción o vasodilatación, según el agonista usado. 

Se espera que la curva se desarrolle y cuando alcanza una meseta se agrega nuevamente el 

agonista pero a una concentración sucesiva más 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 Rmáx.  

       Para calcular las constantes farmacológicas Rmáx y EC50, se realizó un ajuste de los datos a la 

función sigmoidea con un programa estadístico-graficador: Prism 3.0 (Graph Pad). Se trabajó 

con el pEC50, definido como el logaritmo negativo de EC50. 
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Fig. 17: a) Imagen dig italizada de CCR a la angiotensina II en an illos 

aórticos de conejos con DH; b) Imagen dig italizada de CCR a la 

acetilcolina en anillos aórticos de conejos con DH. 
 

 

2.1.4- Estimulación única 

 

             Se estimula al anillo aórtico agregando una única concentración del agonista en estud io 

(Fig 18). 

 

Fig 18: Ejemplo de estimulación única con el agonista contráctil fenilefrina (Phe) 

5 x 10
-6

 M seguida de una estimulación única al vasodilatador independiente de 

endotelio nitroprusiato de sodio (NP) 10
-6

 M.  
 

a) 

b) 
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 2.1.5- Solución fisiológica de Krebs  

          Para el baño de órgano aislado, se preparó solución fisiológica de Krebs (pH 7,2)  con la 

siguiente composición (mM): NaCl 128;  KCl 4,7; NaHCO3 14,4; NaH2PO4 1,2; MgCl2 1,2; Na2-

EDTA 0,1; CaCl2 2,5; Glucosa 11,1.  

 

 2.1.6- Drogas usadas  

        Se prepararon solución madre de Ang II humana 10-2 M, Phe 10-2 M, Ach 10-3 M, NA 10-1 M 

y NP 10-2 M. Todas las drogas fueron adquiridas de Sigma Chemical Co (St Louis; USA) y se 

solubilizaron en agua destilada. DHC, HF y DHF fueron adquiridos de Indofine Chemicals 

Company (USA). La solución madre del ZpE y los flavonoides (DHC, HF y DHF) se 

solubilizaron en DMSO. Todas las soluciones madres se conservaron a -20 ºC, y a partir de éstas 

se prepararon diariamente las diluciones necesarias en agua destilada.  

 

 

2.2- Parámetros bioquímicos y clínicos 

 

         Previo al sacrificio de los animales experimentales, se realizó controles de peso de conejos 

con dieta control (DC) y DH, y a partir de un catéter conectado a la arteria carótida, se recogieron 

muestras de suero para las determinaciones bioquímicas: se realizó lipidograma (colesterol total 

[CT], HDL-C, LDL-C y TG) que fueron medidos mediante kits comerciales (Wiener, Rosario, 

Argentina) que emplean métodos enzimáticos colorimétricos. Para los ensayos in vivo se 

realizaron además otras determinaciones bioquímicas descriptas en la sección 3.2.1.2.1  

 

 

3- METODOLOGÍA 

 

3.1- Ensayos  in vitro 

 

         Después de un período de aclimatación de una semana, los animales experimentales se 

dividieron aleatoriamente en dos grupos. Conejos alimentados con dieta control (DC, n = 12) 

correspondientes a una dieta estándar de mantenimiento adecuada para un conejo (GANAVE, 

Rosario, Argentina) y conejos alimentados con DH (n = 12) se alimentó con una dieta 

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

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

sacrificio se realizó una vez transcurridas las 6 semanas de tratamiento  dietario.  

 

 

 

3.1.1- Parámetros bioquímicos y clínicos 

 

           Una vez finalizado el período de tratamiento, se realizaron las determinaciones 

bioquímicas y clínicas a los conejos con DC y DH (de acuerdo a lo descripto en la sección 2.2.) a 

los fines de verificar la correcta reproducibilidad del modelo hipercolesterolémico para 

garantizar que los ensayos in vitro de función vascular se realizaron efectivamente con arterias 

aórta de conejos correctamente modelizados.  

 

3.1.2- Efecto del extracto de Zuccagnia punctata y sus flavonoides sobre la función vascular: 

Protocolos experimentales de reactividad vascular 

 

3.1.2.1- Efecto vasodilatador  

 

           Se evaluó el efecto vasodilatador del ZpE y sus flavonoides por medio de una CCR al 

ZpE (rango de 4x10-2 a 40 μg EAG/ml),  DHC, HF o DHF (rango de 10-9 a 10-4 M) en anillos 

aórticos de conejos con DC y DH precontraídos con Phe 5x10-6 M. El grupo sin tratamiento se 

incubó con el vehículo (DMSO 1/100).  
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3.1.2.2- Efecto sobre la función endotelial 

 

            La correcta funcionalidad del endotelio vascular se estudia mediante la observación 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 evaluó la  función 

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

precontraídas con Phe 5x10-6 M, en presencia de distintas concentraciones del ZpE (4 – 4x10−1 – 

4x10−2 μg EAG/ml)  y los flavonoides DHC, HF o DHF (10-5 - 10-7 - 10-9 M). Estas incubaciones 

se realizaron 30 minutos antes de estimular a la arteria con una estimulación única de Phe. El 

grupo sin tratamiento se incubó con el vehículo. 
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3.1.2.3- Efecto sobre la respuesta contráctil a la fenilefrina 

 

             Se evaluó el efecto de distintas concentraciones del ZpE (4 – 4x10−1 – 4x10−2 μg 

EAG/ml)  y los flavonoides DHC, HF o DHF (10-5 - 10-7 - 10-9 M) sobre la respuesta contráctil a 

la Phe en anillos aórticos de conejos con DC y DH. Las incubaciones se realizaron 30 minutos 

antes de estimular a la arteria con una estimulación única de Phe 5x10-6 M. El grupo sin 

tratamiento se incubó con el vehículo. 

 

 

 

 

 

3.1.2.4- Efecto sobre la respuesta contráctil a angiotensina II 

 

           Se evaluó la respuesta al agonista contráctil angiotensina II (Ang II) a través de una CCR 

en presencia de distintas concentraciones del ZpE (4 – 4x10−1 – 4x10−2 μg EAG/ml) y los 

flavonoides DHC, HF o DHF (10-5 - 10-7 - 10-9 M) en anillos aórticos de conejos con DC y DH. 

El grupo sin tratamiento se incubó con el vehículo. Las incubaciones se realizaron 30 minutos 

antes de comenzar la estimulación con Ang II.  
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3.2- Ensayos in vivo 

 

3.2.1- PARTE I: Efecto de la administración 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: Administración oral de 250 mg EAG/ml del extracto de 

Zuccagnia punctata  

 

              Conejos machos adultos (2 kg de peso) recibieron una dosis única del ZpE de 250 mg 

EAG/ml. 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 físico de toxicidad como 

contorsiones, boqueadas, salivación, diarrea, cianosis y cualquier manifestación nerviosa o 

mortalidad. Transcurridas las 24 h se procedió al sacrificio y a la toma de muestras de sangre. 

               Se evaluó  la actividad de enzimas hepáticas glutamano oxalacetato transaminasa 

(GOT) y glutamano piruvato transaminasa (GPT), como así también los niveles de bilirrubina y 

creatinina en sangre para evaluar el posible efecto nefrotóxico y hepatotóxico de los 

tratamientos. Asimismo, se observó aspecto y peso de hígado, riñón y corazón. 

 

 

3.2.1.2- Ensayo de toxicidad crónica y estudio de rango de dosis: Administración oral de 2,5 

– 5 – 10 mg EAG/día del extracto de Zuccagnia punctata  

 

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

siguientes grupos: 

 

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

2. DC-ZpE2,5: DC + 2,5 mg EAG/día ZpE (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/día) 

3. DC-ZpE5: DC + 5 mg EAG/día ZpE (equivalente a 3,7 mg EAG/kg de peso/día) 

4. DC-ZpE10: DC + 10 mg EAG/día ZpE (equivalente a 7,5 mg EAG/kg de peso/día) 
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             Los animales fueron tratados durante un período de 6 semanas con provisión 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 sección 1.2. El ZpE se 

resuspendió en dimetilsulfóxido/agua (1:100) (DMSO, Sigma, EE. UU.) y se les administró vía 

oral 1,5 - 3 - 6 ml a los conejos de los grupos 2,5 - 5 - 10 mg EAG/día, 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 administración oral diaria de ZpE. 

Transcurrido el tiempo de tratamiento, se procedió de la siguiente manera :  

 

3.2.1.2.1- Efecto sobre los parámetros bioquímicos, clínicos y hetamológicos 

 

            Los animales se mantuvieron en ayuno durante 12 h y con provisión 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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procedió a la medición de la presión arterial media (PAM) por método directo. Para ello, se 

localizó el paquete vasculonervioso del cuello y se canuló la arteria carótida con un catéter P40 

heparinizado, el cual se conectó a un manómetro junto a un transductor de presión arterial (Go ld, 

USA). 

            A partir del catéter conectado a la arteria carótida, se recogieron muestras de suero para 

las determinaciones bioquímicas: 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 enzimáticos colorimétricos.  

          También se evaluó el peso corporal y el peso de órganos (hígado, riñón y corazón). Se 

tuvo en cuenta los parámetros hematológicos hematocrito (Hto) y número de leucocitos (conteo 

mediante cámara Fuchs Rosenthal).  

 

 

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

vascular 

 

          Las aortas torácicas 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 función endotelial  

 

Se evaluó la  función endotelial a través de CCR a Ach en arterias de conejos con DC 

administrados con el vehículo o con  diferentes dosis del ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/día).  
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3.2.1.2.2.2- Efecto sobre la reactividad del músculo liso  

 

             Se evaluó la reactividad del MLV en arterias de conejos con DC administrados con el 

vehículo o con  diferentes dosis del ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/día) por medio de CCR a los 

agonistas contráctiles Ang II (10−10 a 10−6 M) y NA (10-8-10-4 M). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2- PARTE II: Efecto de la administración oral de 2,5 mg EAG/día del extracto de 

Zuccagnia punctata en conejos alimentados con una dieta enriquecida en colesterol al 1 % 

 

          Los resultados de la Parte I - Estudio de  rango de dosis (Tabla 6) muestran que 2,5 mg 

EAG/día es la única dosis del ZpE que redujo -de manera sorpresiva- el CT (en conejos 

normocolesterolémicos) y que no modifica los parámetros hepáticos, renales o hematológicos. 

Por estas razones, se seleccionó la dosis 2,5 mg EAG/día 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 + vehículo (DMSO 1/100) 

2. DC-ZpE2,5: DC + 2,5 mg EAG/día ZpE (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/día) 

3. DH: conejos alimentados con dieta enriquecida en colesterol al 1%  + vehículo (DMSO 

1/100) 

4. DH-ZpE2,5: DH + 2,5 mg EAG/día ZpE (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/día) 

5. DH-Ro2,5: DH + 2,5 mg rosuvastatina/día  (equivalente a 1,9 mg EAG/kg de peso/día) 

 

 

 

            Los animales fueron tratados durante un periodo de 6 semanas con provisión de agua ad 

libitum y mantenidos bajo condiciones de luz y temperatura controladas en un bioterio 

perteneciente al INSIBIO. El vehículo, el ZpE o rosuvastatina, fueron administrados diariamente 

vía 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 administración oral 

diaria de ZpE y rosuvastatina (Ro). Transcurrido el tiempo de tratamiento, se procedió de la 

siguiente manera: 
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3.2.2.1- Efecto sobre los parámetros bioquímicos, clínicos y hematológicos 

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

Finalmente se procedió según lo descripto en sección 3.2.1.2.1 

 

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

            Las aortas torácicas de los fueron disecadas, y se realizaron ensayos de contractilidad 

isométrica empleando los protocolos experimentales descriptos en la sección 3.2.1.2.2. También 

se evaluó la respuesta nitroprusiato de sodio (NP, 10-6 M) vasodilatador independiente de 

endotelio, tal como se muestra en la sección 2.1.4.  

 

3.2.2.3- Efecto sobre parámetros de estrés oxidativo 

 

3.2.2.3.1- TBARS: La peroxidación lipídica se evaluó midiendo las sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) en suero: se tomó una alícuota de suero y se mezcló con ácido 

tricloroacético (TCA) al 10% (1:2) para lograr precipitar las proteínas séricas. La mezcla se 

centrifugó (15 min; 10 000 rpm; 4º C) y se agregó ácido tiobarbitúrico (TBA) al sobrenadante 

(1:1). La mezcla se incubó 40 min a 95ºC. Luego se enfrió en un baño de hielo, y la absorbancia 

fue medida a 532 nm. Se calcularon los niveles de peroxidación lipídica en términos de 

formación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (µM/mg proteínas) a partir de una curva 

de calibración realizada con tetrametoxipropano. Las proteínas se determinaron por método de 

Lowry. 

 

3.2.2.3.2- GSH/GSSG: Cuantificación de la relación glutation reducido (GSH)/glutation 

oxidado (GSSG) en suero: se tomó una alícuota de suero y se precipitaron las proteínas séricas 

añadiendo TCA 10 % (1:2). La mezcla se centrifugó (15 min; 10 000 rpm; 4ºC). Para cuantificar 

GSH, el sobrenadante se incubó a 30ºC (10 min) con 6 mM de ácido 5,5'-ditiobis-2-

nitrobenzoico (DTNB) y se midió la absorbancia a 412 nm. Para determinar los niveles de 

glutatión total (GT), el sobrenadante se incubó a 30º C (2 min) con 6 mM de ácido 5,5'-ditiobis- 

2-nitrobenzoico (DTNB) y 0,3 mM NADPH; luego se añadió glutatión reductasa (0,04 U) y la 

mezcla se incubó a 30º C (10 min) y la absorbancia se midió a 412 nm. 

El GSH y GT se calcularon utilizando una curva estándar de GSH. El GSSG se calculó como 

GSSG = GT - GSH. Los resultados se expresan como μg/mg de proteína, según lo determinado 

por el método de Lowry. 
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3.2.2.4- Efecto sobre la morfohistología vascular 

       El cayado aórtico y una porción 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 realizó: 

 

3.2.2.4.1- Histometría: Se trabajó con el anillo (5 mm de longitud) correspondiente a la primera 

porción de la aórta torácica consecutiva al cayado aórtico. Al cabo de 48 h en formol tamponado, 

los anillos aórtico fueron deshidratados progresivamente en alcohol 70º (1 h), 80° (40 min), 96° 

(40 min), dos baños sucesivos de 100º (1 h), dos baños sucesivos de Xilol (1 h). Finalmente se 

dejó en la estufa en baño de parafina (24 h). Se realizó un nuevo baño de parafina (2 h) en estufa 

y se procedió a la inclusión del tejido y el armado del taco. Luego se realizaron cortes (5μm) 

aislados y seriados con un micrótomo de deslizamiento (Reichert, USA). Se aplicó la técnica de 

tinción hematoxilina-eosina (H-E). Para la observación, análisis e interpretación de imágenes, se 

tomaron microfotografías de los cortes histológicos utilizando una cámara digital AxioCam HRc 

incorporada a un microscopio Zeiss Imager A2. Las imágenes fueron captadas usando un 

software Axio Vision  Release 4.8.2 con aumentos de 40 x. Se realizaron los estudios de 

histometría mediante técnicas estereológicas evaluando la relación íntima/media (razón entre la 

longitud del endotelio [E] y el MLV) de la arteria aorta por morfometría digital con el programa 

Media Cybernetics® Image-Pro PlusTM.  

 

3.2.2.4.2- Porcentaje de área sudanofílica: Se trabajó con los cayados aórticos completos para 

la coloración macroscópica de los depósitos lipídicos en el estrato subintimal. El tejido fijado en 

formol tamponado durante 48 h se sometió a un baño en alcohol 70º (15 min) y baño en solución 

de Herxheimer (15 min; Sudan IV 1%, alcohol 80º y acetona 1:1) con agitación constante. 

Finalmente se realizaron dos baños sucesivos en alcohol 80º (25 min) y se lavó con agua 

corriente (1 h). Luego, cada cayado se extendió sobre una lámina de telgopor con la superficie 

endotelial hacia arriba y se tomaron fotografías con una cámara digital Sony DSC-H300. Se 

empleó el software Image Pro Plus TM (Maryland, USA) para la cuantificación de la superficie 

intimal cubierta por la lesión sudanofílica expresándose los resultados en porcentaje. 
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4- ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

                   Las respuestas se muestran como media ± error estándar de la media (ES). Se usó el 

programa estadístico-graficador Prism GraphPad 3.0 (GraphPad Software, EE. UU.) para ajustar 

los valores obtenidos al realizar las CCR a la función sigmoidea y de esta manera calcular las 

constantes farmacológicas Rmáx y pEC50. Los análisis comparativos entre y dentro de los grupos 

se realizaron con Anova de una vía y postest de Duncan. Se utilizó la prueba “t” de Student para 

estudios  comparativos entre dos grupos (DC y DH).  p < 0,05 fue considerado estadísticamente 

significativo (prueba de dos colas).  
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1- Estandarización del extracto hidroalcohólico de Zuccagnia punctata: Análisis de 

marcadores químicos 

 

                    Los resultados de la estandarización 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; Nuño y col., 2016) así 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 analíticos del extracto hidroalcohólico de Z. punctata. 

 

 

Tabla 1. Estandarización del extracto hidroalcohólico de Z. punctata 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Datos expresados como media ± ES. CFT: compuestos 

fenólicos totales; CFNF: compuestos fenólicos no flavonoides; 

CFF: compuestos fenólicos flavonoides; DHMC: 2´,4´-

dihidroxi-3´-metoxichalcona; DHC: 2´,4´-d ihidroxichalcona;  

HF: 7-h idroxiflavanona; DHF: 3,7-dih idroxiflavona; EAG: 

equivalentes de ácido gálico; ZpE: extracto hidroalcohólico  

estandarizado de Zuccagnia punctata 

 

 

 

 

  

Peso seco (mg/g mat.veg) 55±3 

CFT (mg EAG/ml) 40±2 

CFT (mg EAG/g ZpE seco) 1215±45 

CFNF (mg EAG/g ZpE seco) 541±15 

CFF (mg EAG/g ZpE seco) 644±12 

DHMC (mg/g ZpE seco) 152,6±5,6 

DHC (mg/g ZpE seco) 105,7±4,8 

HF (mg/g ZpE seco) 13,1±0,7 

DHF (mg/g ZpE seco) 8,2±0,3 
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2- Parámetros bioquímicos y clínicos  

 

                 Finalizado el tratamiento, no se encontraron diferencias en el peso corporal entre 

ambos grupos. Los niveles plasmáticos 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 lipídico y peso 

 

 

 

 

 

 

 

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 

lipoproteínas de alta densidad; LDL-C: colesterol 

unido a  lipoproteínas de baja densidad; TG: 

triglicéridos. 
a
 p  < 0,05 indica d iferencia 

estadísticamente 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 4x10-2 a 40 μg EAG/ml) y de los flavonoides DHC, HF o DHF 

(rango 10-9 a 10-4 M) en los anillos aórticos de conejos DC y DH precontraídos con Phe 

mostró a una relajación dependiente de la concentración. La Rmax de HF fue más alta que la 

Rmax de DHC en el grupo con DC. La Rmax (%) de HF fue mayor que la de ZpE en arterias de 

animales de ambos grupos de dietas, sin ambargo el patrón de relajación presentó 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). 

 DC    DH 

CT (mg/dl) 66,0±6,8 928±99 
a
 

HDL-C (mg/dl)  57,8±3,6 130±28 
a
 

LDL-C (mg/dl) 36,6±2,9 740±120 
a
 

TG (mg/dl) 97,4±14,9 215±27 
a
 

Peso (g)  2088±99 2188±64 
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Tabla 3. Porcentaje de relajación máxima (Rmax) y pEC50  del extracto estandarizado (ZpE) 

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

 

 

Datos expresados como media ± ES; n=24. Efecto vasodilatador en arterias de conejos 

alimentados con dieta control (DC) o dieta hiperco lesterolémica (DH) estimulados con 

curvas concentración respuesta al vehículo o al ext racto hidroalcohólico estandarizado de Z. 

punctata (ZpE) o sus flavonoides 2´,4´-dihid roxichalcona (DHC), 7-hidroxiflavanona (HF) 

y 3,7-dih idroxiflavona (DHF), (n=24). 
a
  p < 0,05 indica diferencia estadísticamente 

significativa entre la Rmax (%) del ZpE y HF. 
b
 p < 0,05 indica diferencia estadísticamente 

significativa entre DC y DH. 
c
 p  < 0,05 indica diferencia estadísticamente significativa 

entre la Rmax (%) y pEC50 de DHC o  DHF respecto a HF (Anova de una vía y postest de 

Duncan). 

 

 

 

 

3.2- Efecto sobre la función endotelial 

 

La incubación de los anillos aórticos 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 ni en la respuesta a la Ach en arterias de conejos alimentados con DC. La Rmax 

y pEC50  a la Ach fueron menores en arterias de conejos alimentados con DH (Rmax 27±4 %, 

pEC50 6,67±0,11) respecto a conejos alimentados con DC (Rmax 55±9 %, pEC50 7,04±0,09). 

La incubación de las arterias de conejos con DH arrojó los siguientes resultados:  

a-  DHC 10-5 M mejoró la Rmax sin llegar a igualar la respuesta del grupo DC (DH-DHC: 

41 ± 2 %; p < 0,05; Anova de una vía). 

b-  Todas las concentraciones del ZpE y HF y las concentraciones más bajas de DHF y 

DHC  mejoraron la sensibilidad a Ach respecto a las arterias tratadas con el vehículo 

(Tabla 4).  

c- ZpE 4x10-1 µg EAG/ml, DHC 10-7 y 10-9 M y DHF 10-9 M mejoran la sensibilidad a 

Ach respecto a arterias de conejos alimentados con DC. 

 
 

 

                   DC                           DH  

      Rmax                pEC50              Rmax                  pEC50  

ZpE (µg EAG/ml)      8,9±2,3 
a
      1,8±0,2             9,6±1,5 

a
         4,4±2,2 

b
  

DHC (M) 6,2±1,2         4,4±0,6           17,6±2,1 
b  

       4,9±0,2  

HF (M) 20,6±6,7 
c
      5,8±0,7 

c
           27,1±8,1           5,3±0,6  

DHF (M) 16,0±3,1        4,0±0,6           17,4±2,7           4,8±0,2  
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Tabla 4. pEC50  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  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Datos  expresados como media ± ES, n=24. . Efecto vasodilatador a la acetilcolina en 

arterias de conejos alimentados con dieta control (DC) o dieta hipercolesterolémica 

(DH) preincubados con el vehículo o con distintas concentraciones del ext racto 

hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (ZpE) o sus flavonoides 2´,4´-

dihidroxichalcona (DHC), 7-h idroxiflavanona (HF) y 3,7-dih idroxiflavona (DHF) 

(n=24).  
a
 p < 0,05 indica diferencia estadísticamente significativa entre DC y DH 

(Anova de una vía y postest de Duncan). 
b
 p < 0,05 indica diferencia estadísticamente 

significativa entre  arterias incubadas con el ZpE o sus flavonoides  respecto a arterias 

tratadas con el vehículo. 
C
 p < 0,05 indica d iferencia estadísticamente significat iva con 

respecto a DC tratada con el vehículo (Anova de una vía y postest de Duncan) 

 

 

 

3.3- Efecto sobre la respuesta contráctil a la fenilefrina 

 

                   Las arterias de conejos alimentados con DC preincubadas con ZpE (4x10−2 y 

4x10−1 μg EAG/ml), DHC, HF y DHF (10−9 y 10−7 M)  disminuyen significativamente la 

respuesta contráctil a la Phe 5x10−6 M. En contraste, únicamente la concentración más baja de 

ZpE (4x10−2 μg EAG/ml) y DHC (10−9 M) disminuyeron significativamente la respuesta 

           DC      DH 

Vehículo     7,04±0,09 6,67±0,11 
a
 

ZpE 4x10
-2 

µg EAG/ml     7,21±0,09 7,02±0,09 
 b

 

ZpE 4x10
-1

 µg EAG/ml 7,22±0,06 7,48±0,13 
 a, b, c

 

ZpE 4 µg EAG/ml 7,13±0,18 7,09±0,04 
b
 

DHC 10
-9 

M 7,07±0,09 7,31±0,13 
a , b, c

 

DHC 10
-7 

M 7,37±0,10 7,81±0,07 
a , b, c  

 

DHC 10
-5

 M      6,91±0,13 6,87±0,05 

HF 10
-9

 M 7,13±0,08 7,28±0,08 
b
 

HF 10
-7 

M 7,27±0,07 7,14±0,12 
b
 

HF 10
-5 

M 6,94±0,16 7,06±0,08 
b
 

DHF 10
-9 

M  7,04±0,05 7,42±0,21 
a , b, c

 

DHF 10
-7 

M 7,31±0,08 7,23±0,19 
b, c

 

DHF 10
-5 

M 7,05±0,23 7,01±0,10 
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contráctil en arterias de conejos alimentados con DH (Fig. 19). Cuando se comparó la 

respuesta de arterias de conejos con DC y DH que recibieron el mismo tratamiento se observó 

que la concentración más alta de ZpE (4 µg EAG/ml) y de DHC (10-5 M) disminuyeron la 

respuesta a fenilefrina en arterias del grupo DH. 

 

 

                    

 

  

 

            

Fig. 19: Efecto sobre la respuesta a la fenilefrina (5x10
-6 

M) en  arterias de conejos alimentados con dieta control 

(DC) o d ieta hipercolesterolémica (DH) preincubados con el vehículo  o con distintas concentraciones del 

extracto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (ZpE) o sus flavonoides 2´,4´-dihid roxichalcona (DHC), 

7-hidroxiflavanona (HF) y 3,7-dihid roxiflavona (DHF), (n=24): a) ZpE (4x10
−2

 – 4x10
−1

 – 4 μg EAG/ml), b) 

DHC (10
−9 

– 10
−7

 – 10
−5

 M), c) HF (10
−9

 – 10
−7

 – 10
−5

 M), d) DHF (10
−9

 – 10
−7

 – 10
−5

 M). * p  < 0,05 indica 

diferencia estadísticamente significativa entre arterias tratadas con el vehículo y las arterias incubadas con ZpE, 

DHC, HF o DHF en d iferentes concentraciones (Anova de una vía y postest de Duncan).
 ƒ

 p < 0,05 indica 

diferencia estadísticamente significativa entre arterias de conejos DC y DH (test de “t” para muestras no 

pareadas) 

 

 

3.4- Efecto sobre la respuesta contráctil a angiotensina II 

 

             La estimulación de los anillos aórticos con Ang II (10−10 a 10−6 M) produjo una 

respuesta contráctil dependiente de la concentración (Fig. 20). Las arterias conejos 

a) b) 

c) d) 
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alimentados con DC incubadas con ZpE, DHC y DHF en todas las concentraciones 

estudiadas, presentaron la misma Rmáx a Ang II que las arterias tratadas con el vehículo (Fig. 

20 a-d). Sin embargo, HF y DHF a la concentración máxima (10−5 M) desensibilizaron la 

respuesta contráctil (desplazaron la CCR hacia la derecha, Fig. 20 c-d).  
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Fig. 20: Curvas concentración respuesta a angiotensina II en arterias de conejos alimentados con dieta control 

(DC) preincubados con el vehículo o con d istintas concentraciones del extracto h idroalcohólico estandarizado de 

Z. punctata (ZpE) o  sus flavonoides 2´,4´-dihid roxichalcona (DHC), 7-hidroxiflavanona (HF) y  3,7-

dihidroxiflavona (DHF), (n=24): a) ZpE (4x10
−2

 – 4x10
−1

 – 4 μg EAG/ml), b) DHC (10
−9 

– 10
−7

 – 10
−5

 M), c) 

HF (10
−9

 – 10
−7

 – 10
−5

 M), d) DHF (10
−9

 – 10
−7

 – 10
−5

 M).
 ƒ

 p < 0,05 indica diferencia estadísticamente 

significativa en el pEC50 de arterias incubadas con HF 10
-5

 M y  DHF 10
-5

 M respecto al grupo tratado con el 

vehículo (Anova de una vía y postest de Duncan).  

 
 

 

 

a) b) 

c) d) 
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                 El tratamiento de los anillos aórticos de conejos alimentados con DH produjó 

diferentes efectos de acuerdo al compuesto y  las concentraciones estudiadas (Fig. 21 a-d):  

- la concentración más altas del ZpE (4 μg EAG/ml), DHC y  DHF (10−5 M) 

disminuyeron la Rmáx a Ang II (Fig. 21 a-b-d)  

-  las concentraciones más bajas del ZpE (4x10−2 y 4x10−1 μg EAG/ml) y todas las 

concentraciones de DHC y  DHF desensibilizaron la respuesta contráctil a Ang II 

(desplazaron la CCR de la Ang II hacia la derecha) (Fig. 21 a-b-d). 
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Fig. 21: Curvas concentración respuesta a angiotensina II en arterias de conejos alimentados con dieta 

hipercolesterolemica  (DH) preincubados con el vehículo o con distintas concentraciones del extracto 

hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (ZpE) o sus flavonoides 2´,4´-d ihidroxichalcona (DHC), 7-

hidroxiflavanona (HF) y 3,7-d ihidroxiflavona (DHF), (n=24): a) ZpE (4x10
−2

 – 4x10
−1

 – 4 μg  EAG/ml), b) DHC 

(10
−9 

– 10
−7

 – 10
−5

 M), c) HF (10
−9

 – 10
−7

 – 10
−5

 M), d) DHF (10
−9

 – 10
−7

 – 10
−5

 M).
 
 *  p < 0,05 indica diferencia 

estadísticamente significativa en la Rmáx entre  el grupo incubado con el vehículo  y los grupos incubados con 

ZpE 4 μg EAG/ml,  DHC y DHF 10
-5

 M (Anova de una vía y postest de Duncan);  
ƒ
 p < 0,05 indica diferencia 

estadísticamente significativa entre pEC50 de los tratamientos con ZpE (4x10
-2

 y 4x10
-1

 μg EAG/ml) y  DHC y  

DHF en todas las concentraciones incubadas (10
-5

, 10
-7

 y 10
-9

 M) respecto al vehículo (Anova de una vía y 

postest de Duncan). 

a) 

b) 

c) d) 

a) 
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4- Resultados de ensayos in vivo 

 

4.1- PARTE I: Efecto de la administración 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: Administración oral de 2,5 mg EAG/ml del extracto de 

Zuccagnia punctata 

                  Luego de la administración oral de 250 mg EAG/ml (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 sedación, picazón, salivación, diarrea, cianosis o mortalidad en 

ninguno de los animales tratados. Se evaluó  la actividad de enzimas hepáticas GOT y GPT, 

bilirrubina y creatinina en sangre. No se encontraron cambios significativos respecto al grupo 

control tratado con el vehículo, de modo que es posible afirmar la ausencia de nefrotoxicidad y 

hepatotoxicidad (Tabla 5). Tambien se evaluó el peso y aspecto del hígado,  riñón y corazón sin 

encontrar diferencias respecto al grupo tratado con el vehículo.  

 

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

Zuccagnia punctata 

 

 

 

 

 

 

 

Datos expresados como media ± ES, n=6 conejos por grupo. DC: conejos 

alimentados con dieta control (DC) y tratados con el vehículo o con 250 

mg EAG/ml del extracto de Zuccagnia punctata 
 

 

 DC    DC-ZpE250 

GOT (U/l) 21,3±3,9 18,2±2,3 

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/dl) 0,09±0,02    0,07±0,02 

Bilirrubina Indirecta (mg/dl) 0,2±0,03    0,25±0,01 

Hígado (% peso corporal) 

Riñón (% peso corporal) 

Corazón (% peso corporal) 

3,19±0,14 

0,34±0,05 

0,27±0,02 

    2,89±0,21 

   0,33±0,02 

   0,25±0,03 
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4.1.2- Ensayo de toxicidad crónica y estudio de rango de dosis: Administración oral de 2,5 - 

5 – 10 mg EAG/ml del extracto de Zuccagnia punctata 

4.1.2.1- Efecto sobre los parámetros bioquímicos, clínicos y hetamológicos    

      

             La administración oral del ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/día) durante 6 semanas no produjo 

modificaciones en la PAM, glucosa basal, creatinina o parámetros hematológicos (Tabla 6). El 

CT disminuyó significativamente con la administración de 2,5 mg EAG/día. Los tratamientos 

con 5 y 10 mg EAG/día redujeron la GOT y bilirrubina directa con respecto al grupo tratado con 

el vehículo. El aumento de peso corporal durante el período 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 tamaño de hígado y corazón (relación 

hígado/peso corporal, o corazón/peso corporal) entre los grupos tratados con distintas dosis de 

ZpE y el grupo tratado con el vehículo. Sin embargo, la relación riñón/peso corporal está 

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

 

Tabla 6. Parámetros bioquímicos, clínicos  y hematológicos de conejos alimentados con DC administrados con 2,5 - 

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

 

Datos expresados como media ± ES, n=6 conejos por grupo. DC: conejos alimentados con dieta control tratados con 

el vehículo o tratados con ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/día). 
a  

p < 0,05 indica diferencia estadísticamente significativa 

entre los grupos tratados con ZpE a d iferentes dosis y el vehículo (Anova de una vía y postest de Duncan). 

 

 

 

 

   DC DC-ZpE2,5 DC-ZpE5 DC-ZpE10 

Peso (g) 2088±99     1920±144 2200±100 1957±99 
PAM (mmHg) 60,5±3,5 58,3±2,5    79±3,4 64,5±0,5 
Glucosa basal (mg/dl)  113,2±2,7 119,2±4,1 116,8±6,7 125,8±5,5 
Colesterol total (mg/dl) 66±6,8 35,1±6,1 

a
 40,2±11,3 58,4±14,7 

Triglicéridos (mg/dl) 97,4±14,9 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 (U/l) 21,3±3,9 15,6±0,6 4,2±1,9 

a
 3,0±1,9 

a
 

GPT (U/l)  20,5±4 18,6±0,5 20,4±1,5 19±1,9 
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,32±0,03 0,24±0,01 0,32±0,04 0,39±0,11 
Bilirrubina Directa (mg/dl) 0,09±0,02 0,07±0,01 0,03±0,01 

a
 0,05±0,01 

a
 

Bilirrubina Indirecta (mg/dl) 0,2±0,03 0,17±0,02 0,28±0,04 0,30±0,08 
Hígado (% peso corporal) 3,19±0,14 2,87±0,26 3,12±0,16 3,5±0,09 
Riñón (% peso corporal) 0,34±0,05 0,30±0,01 0,32±0,02 0,55±0,16 

a
 

Corazón (% 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 41,9±1,7 45±1,2 
Leucocitos  (x 10

3
 mm

3
) 13,2±2,1 10,6±1,3 11,6±2,5 13,0±1,5 
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4.1.2.2-  Efecto sobre la función endotelial  

 

                 El extracto no modificó la Rmax  a la Ach en ninguna de las dosis administradas 

oralmente (DC: 51±4 %; DC-ZpE2,5: 60±3 %; DC-ZpE5 : 44±4 %; DC-ZpE10: 52±3 %). La dosis 

más baja produjo una sensibilización de la respuesta vasodilatadora (desplazamiento hacia la 

izquierda de la CCR; pEC50 DC: 7,04±0,09; DC-ZpE2,5: 7,26±0,03; DC-ZpE5: 7,09±0,06; DC-

ZpE10: 6,88±0,08) lo que indica que cuando se administra oralmente ZpE en dosis de 2,5 mg 

EAG/día se requiere una menor concentración de Ach para obtener el mismo efecto que cuando 

se administra el vehículo (Fig. 22). 
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Fig. 22: Curvas concentración respuesta a acetilcolina en  

arterias de conejos alimentados con dieta control (DC)  tratados 

con el vehícu lo o con el ext racto hidroalcohólico estandarizado  

(ZpE) de Z. punctata (2,5 - 5 -  10 mg EAG/día.  
ƒ
 p < 0,05  

indica d iferencia estadísticamente significativa en el pEC50 

entre el grupo tratado con 2,5 mg EAG/día del ZpE respecto al 

grupo tratado con el vehícu lo (Anova de una v ía y  postest de 

Duncan, n=12). 

 

 

 

 

4.1.2.3- Efecto sobre la reactividad del músculo liso  

 

                  La administración oral del extracto no modificó la Rmax a Ang II en aortas de conejos 

controles (DC: 4121±560 mg; DC-ZpE2,5: 4305±358 mg; DC-ZpE5 : 4099±278 mg; DC-ZpE10: 

3846±294 mg) (Fig. 23a). Sin embargo, la dosis de 2,5 mg EAG/día desensibilizó 

significativamente las arterias a la respuesta contráctil a Ang II (provocó un desplazamie nto de la 

CCR hacia la derecha (pEC50 DC: 7,89±0,17; DC-ZpE2,5: 7,55±0,14; DC-ZpE5 : 7,69±0,12; DC-

ZpE10: 7,78±0,13).  
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                 Con respecto al efecto de la administración oral del extracto sobre la respuesta 

contráctil a la NA, se observó que  la dosis de 2,5 mg EAG/día desensibilizó la respuesta 

(provocó un desplazamiento de la curva hacia la derecha (pEC50 DC: 6,26±0,01; DC-ZpE2,5: 

5,89±0,09; DC-ZpE5 : 6,13±0,09; DC-ZpE10: 6,68±0.14) ( Fig. 23b) y disminuyó la Rmáx. 
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Fig. 23: a) Curvas concentración respuesta a angiotensina II en arterias de conejos alimentados con dieta control 

(DC) tratados con el vehículo o  con el ext racto hidroalcohólico estandarizado (ZpE) de Z. punctata (2,5 - 5 - 10 mg 

EAG/día). b) Curvas concentración respuesta a noradrenalina en arterias de conejos alimentados con DC tratados 

tratados con el vehículo o con ZpE (2,5 - 5 - 10 mg EAG/día). *
 
p < 0,05 indica diferencia estadísticamente 

significativa en la Rmáx entre el g rupo tratado con ZpE 2,5 mg EAG/día respecto al grupo tratado con el vehículo  

(Anova de una vía y postest de Duncan, n=12). 
ƒ 

p < 0,05 indica diferencia estadísticamente significativa en el pEC50 

entre el grupo tratado con ZpE 2,5 mg EAG/día respecto al grupo tratado con el vehículo (Anova de una vía y 

postest de Duncan, n=12). 

 

 

4.2- PARTE II: Efecto de la administración oral de 2,5 mg EAG/día del extracto de 

Zuccagnia punctata en conejos alimentados con dieta enriquecida en colesterol al 1% 

4.2.1- Efecto sobre los parámetros bioquímicos, clínicos y hematológicos 

 

                 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 relación hígado/peso corporal 

y riñón/peso corporal y en el número de leucocitos; el Hto está reducido (Tabla 7). La 

administración oral del extracto de Z. punctata a dosis de 2,5 mg EAG/día disminuyó los niveles 

de CT, normalizó la concentración plasmática de TG, bilirrubina (total, directa e indirecta), como 

así también los niveles de GOT, Hto y leucocitos. También se observa una reducción en la PAM. 

No provoca cambios en la relación hígado/peso corporal respecto conejos con DH tratados con el 

vehículo. Los conejos con DH tratados con rosuvastatina no modificaron los valores de CT, pero 

a) b) 
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normalizaron los niveles de TG, bilirrubina directa y GOT; también mejoró los valores de Hto, 

leucocitos y PAM. 

 

Tabla 7. Parámetros bioquímicos, clinicos, y hematológicos de conejos controles e hipercolesterolémicos 

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

     CD CD-ZpE2,5 DH DH-ZpE2,5 DH-Ro2,5 

Peso (g) 2088±99 2037±121 2188±64 2086±41 1860±42 

PAM (mmHg) 60,5±3,5 55,3±3,7 73,2±2,4 50±2 
b
 50,2±4,6 

b
 

Frecuencia cardiaca 277,6±29 252±10 226±11 225±5 230±8 

Glucemia basal (mg/dl)  113,2±2,7 120,7±2,9 115,3±3,5 129±2 130±11 

Colesterol total (mg/dl) 78,4±6,4 34,6±3,7
 b

 928±99 
a
 369±84 

b
 816±225 

HDL-C (mg/dl) 54,7±2,8 12,2±2 
b
 115,5±36 

a
 16,5±0,8 

b
 16,5±1,5 

b
 

LDL-C (mg/dl) 35,1±2,3 8,4±1,1 
b
 692±112 

a
 308±76 

a, b
 784±195 

Triglicéridos (mg/dl) 97,4±14,9 85,3±14,8 215±27 
a
 93,7±15 

b
 79±13 

b
 

Creatinina (mg/dl) 0,81±0,04 0,74±0,14 0,97±0,13 0,70±0,2 0,94±0,09 
GOT (U/l) 21,1±1,5 23,3±1,4 32,3±3,3 

a
 20,9±3,2 

b
 16,7±3,8 

b
 

GPT (U/l)  19,6±3,9 24,6±1,8 9,3±1,9 
a
 8,44±1,2 7,4±1,4 

Bilirrubina Total (mg/dl) 0.32±0,03 0,24±0,01 0,65±0,17 
a
 0,24±0,03 

b
 0,43±0,1 

Bilirrubina Directa (mg/dl) 0,086±0,02 0,07±0,01 0,1±0,05 
a
 0,06±0,02 

b
 0,03±0,01 

b
 

Bilirrubina Indirecta (mg/dl) 0,2±0,03 0,17±0,02 0,55±0,15 
a
 0,18±0,01 

b
 0,41±0,10 

Hígado (% peso corporal) 3,19±0,14 2,96±0,15 4,1±0,2 
a
 4,27±0,2 4,9±0,1 

Riñón (% peso corporal) 0,34±0,05 0,29±0,14 0,44±0,1
a
 0,30±0,01 

b
 0,43±0,03 

Corazón (% peso corporal) 0,27±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

 a
 41,0±2,9 

b
 41,8±1 

b
 

Leucocitos (x 10
3
 mm

3
) 12,2±2,1 10,6±1,3 16,7±1,5 

a
 12,3±0,8 

b
 12,6±2,4 

b
 

     

Datos expresados como media ± ES, n= 6 conejos por grupo. Conejos alimentados con dieta control (DC) y dieta  

hipercolesterolémica (DH) tratados con el vehículo o t ratados con el ZpE (2,5 mg EAG/día) y rosuvastatina (Ro; 2,5 

mg/día). PAM: presión arterial media; Hto: hematocrito. 
a
 p < 0,05 indica diferencia estadísticamente significativa 

entre DC y DH. 
b
 p < 0,05 indica diferencia estadísticamente significativa entre los grupos tratados con ZpE o Ro y  

los grupos tratados con el vehículo (Anova de una vía y postest de Duncan). 

 

4.2.2- Efecto sobre la función endotelial  

 

                   La Ach provocó una vasodilatación dependiente de la concentración en todos los 

grupos estudiados. Las arterias de conejos alimentados con DH mostraron respuestas a la Ach 

significativamente disminuidas. La administración de ZpE no modificó la vasodilatación a la 

Ach en el grupo DC, pero en conejos con tratamiento de DH normalizó la Rmax de la Ach cuando 

es administrado junto con la dieta (Rmax; DC: 66,2±5,2 %; DH: 27,3±3,8 %; DC-ZpE2,5: 60,5±6,2 

%; DH-ZpE2,5: 65,9±8 %; DH-Ro2,5: 42,5±4,2%; p < 0,05; Anova de una vía y postest Duncan). 

Además, el tratamiento con ZpE mejoró la sensibilidad a la Ach en conejos con DC como así 

también en conejos con DH (pEC50; DC: 7,01±0,07; DH: 6,67±0,11; DC-ZpE2,5: 7,18±0,05; DH-

ZpE2,5: 7,23±0,08; DH-Ro2,5: 7,06±0,11; p < 0,05; Anova de una vía y postest de Duncan). El 

tratamiento con rosuvastatina no modificó la Rmax ni pEC50 a la Ach en conejos con dieta DH. 
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Fig. 24: Curvas concentración respuesta a acetilcolina en arterias de conejos 

alimentados con dieta control (DC) tratados con el vehículo, conejos alimentados con 

dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehículo, conejos alimentados con DC 

tratados con 2,5 mg EAG/día del ext racto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata 

(DC-ZpE2,5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg  EAG/día del ext racto 

hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE2,5), conejos alimentados con DH 

tratados con 2,5 mg/día de rosuvastatina (DH-Ro2,5). Los efectos vasodilatadores se 

expresaron como porcentaje de disminución de la contracción máxima a la Phe. . * p < 

0,05 indica diferencia estadísticamente significativa en la relajación máxima entre DH y  

DH-ZpE2,5 (Anova de una vía y postest de Duncan, n=12), 
ƒ
 p < 0,05  indica d iferencia 

estadísticamente significativa en  pEC50 de DH-ZpE2,5 y DC-ZpE2,5 respecto a los grupos 

tratados con el vehículo (Anova de una vía y postest de Duncan, n=12). 

 

 

4.2.3- Efecto sobre la reactividad del músculo liso  

 

Los conejos con DH tuvieron un aumentó de la Rmax y la sensibilidad a Ang II con respecto a 

conejos con DC (Fig. 25). El efecto de la administración de ZpE sobre la respuesta contráctil a 

Ang II fue dependiente de la dieta: disminuyó la Rmax en conejos alimentados con DH (DC: 

4052±30;  DC-ZpE2,5: 4223±42; DH: 5485±91; DH-ZpE2,5: 3909±59 ; DH-Ro2,5: 4200±64) y la 

afinidad en conejos alimentados con DC (pEC50 DC: 7,87±0,01; DC-ZpE2,5: 7,54±0,02; DH: 

8,70±0,05; DH-ZpE2,5: 8,24±0,03; DH-Ro2,5: 8,30±0,21). El tratamiento con rosuvastatina 

también redujo significativamente la respuesta contráctil a la Ang II en conejos DH. 
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Fig. 25: Curvas concentración respuesta a angiotensina II en  arterias de conejos alimentados con dieta control (DC) 

tratados con el vehículo, conejos alimentados con dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehículo, conejos 

alimentados con DC tratados con 2,5 mg EAG/día del extracto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (DC-

ZpE2,5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg EAG/día del extracto h idroalcohólico  estandarizado de Z. 

punctata (DH-ZpE2,5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg/día de rosuvastatina (DH-Ro2,5). * p < 0,05 

indica diferencia estadísticamente significativa en la respuesta máxima entre DH y los grupos  DH-ZpE2,5 y DH-Ro2,5 

(Anova de una vía y postest de Duncan, n=12). 
ƒ  

p < 0,05 indica diferencia estadísticamente significat iva en pEC50 

entre DC y DC-ZpE2,5 (Anova de una vía y postest de Duncan, n=12). 

 

                  Por otra parte, la Rmax y el pEC50 a NA fueron similares en conejos alimentados con 

DC y conejos alimentados con DH (Fig. 26). La administración oral de ZpE redujo la afinidad a 

la NA en ambos grupos de dieta (pEC50 DC: 6,23±0,03;  DC-ZpE2,5: 5,98±0,08; DH: 6,50±0,04; 

DH-ZpE2,5: 5,94±0,06 ; DH-Ro2,5: 7,35±0,10) y la Rmax solo en conejos alimentados con DC tal 

como fue descripto en la sección 4.1.2.3 (DC: 12320±114;  DC-ZpE2,5: 9163±253; DH: 

10960±134; DH-ZpE2,5: 9873±234; DH-Ro2,5: 10160±252). La rosuvastatina aumentó la afinidad 

por la NA. 
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Fig. 26: Curvas concentración respuesta a noradrenalina en arterias de conejos alimentados con dieta control 

(DC) tratados con el vehículo, conejos alimentados con dieta rica en  colesterol (DH) tratados con el vehículo, 

conejos alimentados con DC tratados con 2,5 mg  EAG/día del ext racto hidroalcohólico estandarizado de Z. 

punctata (DC-ZpE2,5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg  EAG/día del extracto h idroalcohólico  

estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE2,5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg/día de rosuvastatina 

(DH-Ro2,5).  *p<0,05 indica diferencia estadísticamente significat iva en la respuesta entre DC y DC-ZpE2,5 

(Anova de una vía y postest de Duncan, n=12); 
ƒ 

p < 0,05 indica diferencia estadísticamente significat iva en 

pEC50 de DC o DH t ratados con el vehículo respecto a los grupos que recibieron el tratamiento con ZpE o Ro  

(rosuvastatina) (Anova de una vía y postest de Duncan, n=12). 
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                   La respuesta al nitroprusiato de sodio (NP) 10-6 M  (vasodilatador independiente de 

endotelio) fue similar en todos los grupos (Fig. 27). 
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Fig. 27: Estimulación única con niroprusiato de sodio (NP) 10

-6
 M en arterias de conejos alimentados con 

dieta control (DC) tratados con el vehículo, conejos alimentados con dieta rica en colesterol (DH) t ratados 

con el vehículo, conejos alimentados con DC tratados con 2,5 mg EAG/día del ext racto hidroalcohólico  

estandarizado de Z. punctata (DC-ZpE2,5), conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg  EAG/día del 

extracto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE2,5), conejos alimentados con DH t ratados 

con 2,5 mg/día de rosuvastatina (DH-Ro2,5). No se observaron diferencias significativas entre los grupos, 

n=12. 

 

 

4.2.4- Efecto sobre parámetros de estrés oxidativo  

 

                    La administración oral de ZpE (2,5 mg EAG/día) redujo significativamente la 

peroxidación lipídica sérica  en conejos alimentados con DH  respecto al grupo tratado con el 

vehículo (Fig. 28 a). 

                 La relación GSH/GSSG fue mayor en conejos alimentados con DH y tratados con 

ZpE con respecto al grupo tratado solo con el vehículo (Fig. 28 b). 
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Fig. 28: Efecto del tratamiento oral con el extracto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (ZpE) 2,5 mg 

EAG/día sobre parámetros oxidativos en suero de conejos hipercolesterolémicos. Conejos alimentados con dieta 

rica en colesterol (DH) tratados con el vehículo; conejos alimentados con DH tratados con 2,5 mg/día del 

extracto hidroalcohólico estandarizado de Z. punctata (DH-ZpE2,5). a) Peroxidación lipíd ica (TBARS), b) 

Relación glutatión reducido/glutatión oxidado (GSH / GSS G). * p < 0,05 indica diferencia estadísticamente 

significativa entre DH y DH-ZpE2,5 (test de „t‟ para muestras no pareadas , n=12). 
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4.2.5- Efecto sobre la morfohistología vascular 

4.2.5.1- Histometría: El examen histológico mostró un engrosamiento moderado de la túnica 

íntima en arterias de conejos alimentados con DH respecto a DC. La administración de ZpE (2,5 

mg EAG/día) o rosuvastatina (2,5 mg/día) normalizó la relación intima/media (Tabla 8). Se 

muestran fotografías representativas de los cambios morfológicos en la arteria aorta de los cinco 

grupos en tratamiento, teñidas con el método de hematoxilina-eosina (H&E) (Fig. 29 a-e).                 

 

Tabla 8. Histometría de la pared vascular de conejos controles e hipercolesterolémicos 

tratados con ZpE (2,5 mg EAG/día) y Rosuvastatina (2,5 mg/día). 

 

Datos expresados como media ± ES, n= 6. Conejos alimentados con dieta control (DC) 

y dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehículo o tratados con el extracto 

hidroalcohólico estandarizado de Zuccagnia punctata (ZpE; 2,5 mg EAG/día) o con 

rosuvastatina (Ro; 2,5 mg/día); endotelio (E); músculo liso vascular (MLV). 
a   

p < 0,05 

indica diferencia estadísticamente significat iva entre los conejos alimentados con DC y 

DH (Anova de una vía y postest de Duncan). 
b
 p < 0,05 indica d iferencia 

estadísticamente significativa entre conejos alimentados con DH  tratados con el 

vehículo o tratados con ZpE o con rosuvastatatina (DH-ZpE2,5 y DH-Ro2,5, 

respectivamente), Anova de una vía y postest de Duncan.     

    

 E (%)    MLV (%) ÍNTIMA/MEDIA 

DC 4,9 ± 0,3 129,3 ± 2,8 0,038 ± 0,002 

DC-ZpE2,5  7,7 ± 0,3 165,7 ± 2,7 0,046 ± 0,002 

DH    123,4 ± 8,2 a  173,3 ± 8,1 a 0,716 ± 0,036 a 

DH-ZpE2,5 6,1 ± 0,8  b 151,3 ± 10,3 0,039 ± 0,003 b 

DH-Ro2,5  4,4 ± 0,2  b 109,4 ± 3,6  b 0,040 ± 0,002 b 
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Fig. 29: Imágenes fotográficas (40x) de la pared arterial de conejos alimentados con dieta control 

(DC) y dieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehículo o tratados con el extracto 

hidroalcohólico de Zuccagnia punctata (ZpE; 2,5 mg EAG/día) o rosuvastatina (Ro; 2,5 mg/día);  

endotelio (E); músculo liso vascular (MLV). Técn ica H&E.  
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4.2.5.2- Porcentaje de área sudanofílica : La administración oral de  2,5 mg EAG/día de ZpE o 

rosuvastatina a conejos alimentados con DH redujo de forma significativa el porcentaje de área 

sudanofílica (% 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 vía y postest de Duncan, n=6), lo que indica que el 

depósito lipídico es menor en conejos tratados con el ZpE  y Ro.  

 

                                      

Fig. 30: Imágenes de cayados aórticos de conejos alimentados con dieta 

control (DC) y d ieta rica en colesterol (DH) tratados con el vehículo o 

tratados con el extracto hidroalcohólico de Zuccagnia punctata (ZpE; 

2,5 mg EAG/día) o rosuvastatina (Ro; 2,5 mg/d ía). 
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                 Z. punctata Cav. (Fabaceae), es una especie endémica argentina ampliamente 

distribuida en las zonas áridas y semiáridas 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 últimos años. 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 inhibición de la COX-

2 y la LOX (Moreno y col., 2015b; Nuño y col., 2016). Los responsables de esta actividad serían 

los flavonoides relacionados biosintética y estructuralmente : DHC, DHMC, HF y DHF (Morán 

Vieyra y col., 2009; Moreno y col., 2015b; Isla y col., 2016).  

                 En trabajos previos se desarrolló un modelo de conejo hipercolesterolémico por 

alimentación con una dieta rica en colesterol al 1% (DH) caracterizado por disfunción vascular, 

estrés oxidativo, inflamación y alteraciones hematológicas (Jerez y col., 2008; Karbiner y col., 

2013; Medina y col., 2015). En este trabajo de tesis doctoral se estudió el efecto de un extracto 

hidroalcohólico 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, clínicos y bioquímicos. 

                 En los estudios in vitro se caracterizó 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; Sun y col., 2013; Silva y col., 2013; Torres-Piedra y col., 2011), 

se evaluó el efecto vasodilatador del ZpE, DHC, HF y DHF en arterias con un tono equivalente 

al 50 % del máximo de respuesta contráctil al agonista adrenérgico α1 fenilefrina (Phe). Los 

resultados mostraron que el ZpE indujo una vasodilatación débil pero significativa, y tuvo una 

eficacia (% Rmáx) similar en ambos grupos de dieta, pero fue más sensible (pEC50) en arterias de 

conejos con DH. El flavonoide HF fue el compuesto más eficiente para inducir vasodilatación 

tanto en conejos DC como en DH. DHF indujo una vasodilatación similar en ambos grupos de 

dieta y DHC fue más eficiente en arterias de conejos con DH. La relajación del MLV ocurre 

como resultado de la eliminación del estímulo contráctil o por la acción directa de una sustancia 

que inhibe el mecanismo contráctil (Wani y col., 2017), a través de la  disminución de la 

concentración intracelular de Ca2+. La modulación por las ERO de la concentración de Ca2+ libre 

intracelular ha sido ampliamente estudiada (Kiselov y Muallen, 2016). Se ha demostrado que las 

ERO activan los receptores de IP3 presentes en el retículo sarcoplásmico induciendo la salida de 

Ca2+ hacia el sarcoplasma e incrementando así 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 inhibición de las ERO y por lo tanto de la salida de Ca2+ desde el retículo 

sarcoplásmico.  Por otra parte, Roghani y Baluchnejadmojarad (2006) encontraron que el 

flavonoide antioxidante quercetina induce relajación en arterias de rata precontraídas con NA a 

través de un mecanismo que involucra el cierre de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, de 

modo tal que este sería otro mecanismo posible que explicaría la capacidad vasodilatadora del 

ZpE y sus flavonoides. 

                 Al mejorar el proceso de relajación vascular, los flavonoides también pueden prevenir 

la disfunción endotelial (Ghosh y Scheepens, 2009; Tapas y col., 2008). Por esto, se estudió el 

efecto in vitro del ZpE y sus principales flavonoides sobre la respuesta a la Ach, vasodilatador 

dependiente de endotelio. La preincubación de arterias aisladas con diferentes concentraciones 

del ZpE, DHC, HF o DHF no causó ningún 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 más bajas de DHC y DHF 

(10-9 y 10-7 M) mejoró la sensibilidad (pEC50) a la Ach, es decir que con concentraciones más 

bajas de Ach se alcanza la misma respuesta que la observada en las arterias incubadas con el 

vehículo. Incluso mejoraron la sensibilidad a Ach con respecto a las arterias de conejos con DC 

tratadas con el vehículo. Estos resultados evidencian que los flavonoides  estudiados presentes en 

ZpE tienen efectos beneficiosos sobre la disfunción endotelial inducida por una DH. En este 

sentido, Abdullaev y col. (2018) encontraron que el flavonoide antioxidante quercetina, a 

diferencia del ácido cafeico o del resveratrol,  incrementó la relajación provocada por Ach  por 

un mecanismo que implicaría una disminución de ERO e incremento en la biodisponibilidad de 

NO. Sin embrago,  Ajay y col. (2007) demostraron que una flavona no antioxidante aumentó la 

relajación vascular dependiente del endotelio inducida por Ach en aorta aislada de ratas 

diabéticas y espontáneamente hipertensas. El mecanismo de dicho efecto involucraría un 

aumento en la expresión de la NOS endotelial y por lo tanto en la producción de NO. En ambos 

casos la mejora de la función endotelial involucró aumento en la biodisponibilidad de NO. 

                 Para evaluar el efecto in vitro del ZpE y sus flavonoides sobre la reactividad vascular 

se estudió la respuesta a los agonistas contráctiles Phe y Ang II. Encontramos que 

concentraciones bajas del ZpE y DHC atenuaron la contracción inducida por Phe en las arterias 

de conejos de ambos grupos de dieta, y a la concentración más 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) más 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 proteína kinasa C. A su vez Chan y col. (2000) estudiaron la relación estructura-

actividad de flavonoles y flavonas, encontrando que la sustitución por un hidroxilo en el carbono 

3 que caracteriza a los flavonoles es importante para estimular la relajación dependiente de 

endotelio, mientras que la ausencia de sustitución en el anillo fenólico 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 contráctil a la Phe.  

                 En cuanto al efecto del ZpE y sus principales flavonoides sobre la respuesta contráctil 

inducida por Ang II, un hallazgo importante y original del ensayo in vitro fue que desplazaron 

significativamente hacia la derecha la CCR a Ang II en las arterias de los conejos alimentados 

con DH, lo que indica una pérdida de sensibilidad o potencia (se requiere una concentración 

mayor del agonista contráctil para producir el mismo efecto que en las arterias tratadas con el 

vehículo). Estos resultados sugieren que los flavonoides de esta planta podrían de alguna manera 

interactuar con el receptor de Ang II. Este efecto fue concentración-dependiente: la mayor 

concentración estudiada del ZpE redujo la Rmax a Ang II actuando como un antagonista no 

competitivo. Concentraciones bajas (10-9 y 10-7 M) de DHC y DHF causaron un desplazamiento 

hacia la derecha de la CCR a Ang II sin afectar la Rmax, actuando como antagonistas 

competitivos, mientras que la mayor concentración de DHC y DHF redujo la Rmax y a su vez 

provocó un desplazamiento no paralelo a la derecha de la CCR a Ang II comportándose como un 

antagonista mixto. Jerez y col. (2008) demostraron la existencia de una interacción cruzada 

(croos talk)  entre los receptores AT1 de Ang II y los receptores adrenérgicos α1 en aorta aislada 

de conejo. Esta interacción se modifica en condiciones de  hipercolesterolemia (Jerez y col., 

2010). Un fenómeno similar podría explicar la observación de que  ZpE y DHC a altas 

concentraciones inhiban significativamente tanto la respuesta contráctil a la Ang II como la 

respuesta a Phe en conejos alimentados con DH.  

               Considerando la relación 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 

contráctil inducida por Ang II sugiere, además, que la presencia de doble sustitución de OH-  

podría ser un requerimiento necesario para ejercer un antagonismo sobre la Ang II.  

               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, ningún dato de la literatura refiere efectos 

específicos de flavonoides como antagonistas de la Ang II en el receptor AT1. Las membranas 
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plasmáticas 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 Ca2+ citosólico 

(Gleason y col., 1991), lo cual se asocia con un aumento en la contractilidad vascular, como se 

mencionó previamente. Asimismo, el aumento de colesterol en las membranas se asocia con 

disminución de la fluidez y estas alteraciones en la composición de las membranas lipídicas 

pueden estar implicadas en las modificaciones funcionales de la interacción agonista-receptor y 

en la capacidad de respuesta que se ha encontrado durante condiciones hipercolesterolémicas 

(Gleason y col., 1991). Por lo tanto, considerando que el ZpE y sus flavonoides tienen un efecto 

antagónico sobre la respuesta contráctil a la Ang II en conejos hipercolesterolémicos pero no en 

animales normocolesterolémicos, se puede hipotetizar que en el estado de hipercolesterolemia se 

altera la funcionalidad o conformación del receptor de Ang II y por lo tanto se sensibiliza al 

efecto del ZpE, DHC y DHF. Se necesitan más estudios para probar esta hipótesis, 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 función vascular en 

animales hipercolesterolémicos (presentan actividad vasodilatadora, sensibilizan a la Ach, 

disminuyen la respuesta contráctil a la Phe y antagonizan la respuesta a la Ang II), se caracterizó 

el efecto de la administración 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 Guía de 

Buenas Prácticas de Fabricación (BPF) de drogas o preparados vegetales de la ANMAT, el ZpE 

se estandarizó desde el punto de vista fitoquímico de acuerdo al contenido de marcadores activos 

(aquellos con actividad terapéutica conocida) que fueron cuantificados por técnica 

cromatográfica (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 analíticos del ZpE. Estos resultados son similares a los 

obtenidos por Svetaz y col. (2004), Isla y col. (2016) y por Nuño y col. (2016).  

        A continuación  se realizó un estudio sobre un rango de dosis (2,5 - 5 - 10 mg EAG/día) 

administrado oralmente a conejos con DC. Se eligieron estas dosis usando como referencia a 

Zampini y col. (2012) quienes en un modelo de ratón usaron dosis orales de 0,25 - 0,5 - 1 mg 

EAG/individuo. Asimismo, considerando las propiedades demostradas en el estudio in vitro del 

ZpE y sus flavonoides como antagonistas de la Ang II, se tuvo en cuenta las dosis terapéuticas de 

los antagonistas AT1 ampliamente usados en la clínica de la hipertensión 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 tamaño corporal y a la velocidad metabólica de 

nuestro modelo experimental.  

                   La dosis 2,5 mg EAG/día fue la elegida para ser administrada a los conejos del 

modelo hipercolesterolémico ya que se observó que en los animales alimentados con DC no 

modificaba las variables hepáticas, renales, hematológicas o clínicas y que producía disminución 

significativa del CT (siempre dentro de los niveles fisiológicos). Asimismo, en relación a su 

efecto sobre la función vascular se observó que la dosis 2,5 mg EAG/día aumentó la sensibilidad 

a Ach y desensibilizó la respuesta contráctil  a Ang II y NA.  

                  En cuanto a la toxicidad del ZpE, la administración durante seis semanas no  generó 

signos de toxicidad crónica ya que no se observaron casos de sedación, prurito, anomalías en el 

comportamiento ni mortalidad; tampoco hubo diferencias  respecto al grupo control administrado 

con el vehículo en el  peso corporal, el tamaño de los órganos (corazón, riñón, hígado), la 

función hepática y renal o los parámetros hematológicos. En este sentido,  Zampini y col. (2008) 

demostraton en estudios previos in vitro la ausencia de toxicidad del ZpE. 

                 Uno de los hallazgos más importantes del presente trabajo fue que la administración 

oral diaria de ZpE a animales que simultáneamente 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 parámetros clínicos y bioquímicos, excepto en los niveles de 

CT: se observó que rosuvastatina no redujo los valores de CT. Li y col. (2016) demostraron que 

la rosuvastatina (1,5 mg/kg/día) 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 lipídico de ambos modelos podría 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 

síntesis de colesterol endógeno (inhibe la enzima HMGR). Considerando que en el modelo 

hipercolesterolémico usado en el presente trabajo de tesis, la absorción de colesterol estaría 

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 síntesis de colesterol endógeno estaría inhibida, y este sería 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 prevención y el 

tratamiento de la aterosclerosis (Rajanandh y col., 2012; Koshy y col., 2001; Salvamani y col., 

2014). En el análisis fitoquímico del extracto hidroalcohólico estandarizado de Zuccagnia 
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punctata realizado en el presente trabajo encontramos, en concordancia con los datos de la 

bibliografía (Agüero y col., 2010; Moreno y col., 2015a; Nuño 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 químicas 

tienen propiedades hipolipemiantes. En este sentido, se ha identificado un gran número de dianas 

terapéuticas que están directamente relacionadas con la síntesis, la transferencia y el 

metabolismo de los lípidos (Mahapatra y Bharti, 2016).  

                 Un hallazgo interesante del presente trabajo es que el efecto hipocolesterolémico del 

ZpE se observó en ambos modelos dietarios: tanto en los conejos alimentados con DC,  como así 

también en los animales alimentados con DH. Uno de los mecanismos posibles que explicaría 

este efecto dual es la inhibición de la enzima ACAT. Esta enzima cumple un rol muy importante 

en células de la mucosa intestinal, hepatocitos y macrófagos humanos. En el intestino delgado, la 

ACAT2 desempeña un papel importante en la absorción de colesterol de la dieta (Sliskovic y 

White, 1991) ya que crea en las células intestinales un gradiente que favorece la difusión 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), formándose 

de nuevo colesterol libre. Este es reesterificado por la ACAT (en el hígado la isoforma 

mayoritaria es la ACAT1) y se forman esteres de colesterol, que se ensamblan con fosfolípidos 

(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 macrófago (SRA, CD36). Una vez en el interior del macrófago, los 

ésteres de colesterol que aportan las LDLox se hidrolizan y originan colesterol libre. Para evitar 

su acumulación -ya que es citotóxico- este es de nuevo esterificado y almacenado en el citosol en 

forma de ester de colesterol. En el interior de los macrófagos y los hepatocitos, el colesterol entra 

en un ciclo de esterificación/hidrólisis, 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 inhibición de la enzima ACAT constituye una interesante diana terapéutica, ya que 

la reducción de esterificación intestinal de colesterol, junto con la disminución en la síntesis 

hepática de VLDL-C y la aceleración de la excreción de colesterol en la bilis (como tal o tras su 

conversión en ácidos biliares), originan una reducción de los valores plasmáticos de colesterol, lo 

que corresponde a una acción hipocolesterolémica indirecta; y la inhibición de la acumulación de 

colesterol en las células de la pared arterial y en los macrófagos, supone un efecto  

hipocolesterolémico directo. En este sentido, Choi  y col. (2008) encontraron  una importante 

inhibición no competitiva de ACAT mediada por el extracto etanólico 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 inhibió el sistema de ensayo de ACAT 

usando microsomas de hígado de rata. Esta chalcona también disminuyó las formaciones de 

esteres de colesterol  en células HepG2. Por lo tanto, el ZpE podría ejercer un efecto similar, 

directo sobre animales con DH (absorción intestinal de colesterol) e indirecto sobre animales con 

DC (síntesis hepática de colesterol).  

 

         En conejos alimentados con una dieta rica en colesterol se observó un incremento en los 

niveles plasmáticos de TG (Karbiner y col., 2013; Alarcon y col., 2018). Los mecanismos 

involucrados en este fenómeno no están 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 sería la interferencia con la 

absorción de TG ya sea por inhibición de la DGAT o de la LP.  Existe bibliografía que respalda 

el efecto de chalconas sobre la disminución 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 energía. En el intestino delgado, se requiere DGAT para la absorción de TG de la dieta. 

En el hígado, la DGAT juega un rol importante y significativo en la síntesis de TG a partir de 

ácidos grasos sintetizados de novo o de ácidos grasos extraídos de la circulación. Los TG se 

sintetizan en el citosol de las células adiposas a partir de glicerol-3- fosfato y Acil-CoA en 

presencia de DGAT (Yen y col., 2008). Un alto contenido de TG en sangre a menudo se produce 

por un aumento de la lipólisis, aumentando el riesgo de aterosclerosis y de enfermedades 

coronarias. Este riesgo se amplifica aún más por la presencia de otros factores como el 

tabaquismo, el nivel elevado de colesterol en la sangre, la presión arterial alta, la obesidad y el 

estilo de vida (Hollister y col., 1967). Respecto a la disminución 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 síntesis y secreción de apo-lipoproteína B (apoB) y TG, 

usando células HepG2 como sistema modelo. Los autores informaron que el xanthohumol 

disminuyó la secreción de apoB de una manera dependiente de la dosis, tanto en condiciones 

basales como ricas en lípidos (hasta 43%). Esta disminución se asoció con un aumento de la 

degradación de la apoB celular, la inhibición de la síntesis de TG en la membrana microsómica y 

la transferencia de  este TG recién sintetizado a la luz microsomal (disminución de 26 y 64%, 

respectivamente, en condiciones ricas en lípidos), lo que indica que la disponibilidad de TG es 

un factor determinante en la regulación de la secreción de apoB en las condiciones 

experimentales. La inhibición de la síntesis de TG fue causada por una reducción en la actividad 

de DGAT, que se correlacionó con una disminución en la expresión de ARNm de DGAT-1. La 

proteína de transferencia microsomal de triglicéridos (MTP) también puede controlar la 
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velocidad de transferencia de TG desde la membrana microsómica al conjunto luminal activo. El 

xanthohumol disminuyó la actividad de MTP de una manera dependiente de la dosis (hasta 30 

%). Asimismo, la inhibición de DGAT conduce a una formación y absorción reducidas de TG. 

Las chalconas xantohumol y xantohumol B aisladas a partir de extracto de lúpulo (Humulus 

lupulus Linn) inhibieron la actividad de DGAT (Tabata y col., 1997). 

             Otro mecanismo que podría explicar la disminución de TG al realizar el tratamiento con 

el ZpE, es la inhibición de la LP. Esta es una enzima lipolítica secretada por el páncreas que al 

hidrolizar los enlaces éster de los TG en monoglicéridos y ácidos grasos libres, juega un papel 

clave en la absorción de grasa en la dieta. La inhibición de la LP conduce a una menor absorció n 

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 ácidos grasos libres absorbibles y se excretan sin 

digerir. En este sentido, Birari y col. (2011) estudiaron el e fecto in vitro de chalconas 

hidroxiladas y sus diglucósidos aislados de raíces de Glycyrrhiza glabra Linn. sobre la actividad 

de la LP. Tanto las chalconas como sus híbridos glucosídicos mostraron una fuerte inhibición 

contra la LP. El análisis de binding mostró un elevado potencial de unión de los compuestos 

hacia el sitio activo de la LP. La sustitución por 2´,4´-dihidroxi en el anillo A y la sustitución de 

3- o 4-hidroxi en el anillo B es esencial para la inhibición de LP (Nguyen y col., 2013). 

Considerando que los principales compuestos aislados de ZpE son DHC y DHMC, y que 

presentan grupos hidroxilos en posición 2 y 4 del anillo A y la flavona DHF (presente en el ZpE 

en menor cantidad) tiene dos grupos OH- en la posición 3 y 7 del anillo B, podemos hipotetizar 

que el ZpE reduce los niveles plasmáticos de TG por inhibición de la LP.  

También hay tener en cuenta que la reducción en los niveles de TG plasmáticos podría ser un 

efecto indirecto de la reducción de colesterol plasmático. En este sentido Goldstein y Brown 

(1987) han demostrado que el incremento en los valores de colesterol produce disminución 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 plasmáticos (Alpers, 2008) y que la misma se une a los 

LDLr para activar su propiedad catalítica (Medh y col., 1996), podemos inferir que la 

disminución en los LDLr implica reducción en la actividad de la LPL e incremento en los 

valores de TG plasmáticos. Considerando que el ZpE reduce los niveles de colesterol, este 

mecanismo de down regulation de los LDLr estaría también reducido. Con respecto a la 

rosuvastatina, que no disminuyó los valores de colesterol pero si de TG en nuestro traba jo 

experimental, estudios clínicos 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 producción de ERO y las defensas antioxidantes es el 

mecanismo básico que conduce al estrés oxidativo y que contribuye a la etiología y progresión 

de la aterosclerosis (Singh y col., 2015). En conejos hipercolesterolémicos se ha observado  

alteración de la función endotelial inducida por la producción aumentada de ERO (Ohara y col., 

1993; Voguel y col., 1998). Bajo condiciones de estrés oxidativo, el exceso de O2
- reacciona con 

NO para formar peroxinitritos (ONOO-), una molécula muy reactiva que altera la vasodilatación 

dependiente de NO. Estudios previos demostraron efectos beneficiosos de los flavonoides sobre 

la función 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 mejoría en la relajación mediada por la Ach en la aorta de los conejos con DH tratados 

con el ZpE tanto in vitro como in vivo podrían atribuirse a las acciones antioxidantes que 

contribuirían a restablecer la función endotelial. El 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 reafirmaría esta hipótesis. En este sentido y teniendo en cuenta que 

previamente se demostró incremento del estrés oxidativo sistémico en el modelo experimental 

empleado (Karbiner y col., 2013) se estudió el efecto de la administración oral de ZpE sobre 

parámetros de estrés oxidativo (Tbars y relación GSH/GSSG). Encontramos que la 

administración oral de 2,5 mg EAG/día del ZpE redujo los niveles séricos de TBARS e 

incrementó la relación GSH/GSSG, lo que sugiere una disminución 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 

aumentó la sensibilidad a la Ach en ambos grupos de dieta, el aumento en la actividad de la NOS 

endotelial explicaría que se requiera una menor concentración de Ach para lograr la misma 

respuesta relajante. En conejos con DH este mecanismo sería adicional a los efectos 

antioxidantes discutidos previamente y en conjunto pueden contribuir a la mayor eficiencia 

observada. 

 

           Uno de los cambios morfológicos característicos de la aterosclerosis es un aumento de la 

relación íntima/media. Previamente, encontramos un aumento de este índice en la aorta de 

conejos alimentados con DH (Sierra y col., 2015). Los datos epidemiológicos han demostrado 

una clara correlación entre este parámetro y la ECV. Por lo tanto, la relación íntima/media sería 

un marcador temprano de aterosclerosis (Campuzano y col., 2003). El tratamiento con el ZpE, 

así como con rosuvastatina, redujo la relación íntima/media en aortas de conejos con DH a 
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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 área sudanofílica 

(indicadora del depósito de lípidos en la pared arterial) en el cayado aórtico de conejos 

alimentados con DH, que fue prevenido por la administración oral de ZpE. Estos efectos sobre la 

morfología vascular respaldarían la hipótesis de que el tratamiento con ZpE mejora la función 

endotelial.  

          Teniendo en cuenta los efectos in vitro del ZpE y sus flavonoides sobre la reactividad 

vascular a los agonistas vasocontráctiles, 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 hipercolesterolémico. Nuestros 

resultados mostraron que la administración oral del ZpE desensibilizó significativamente la 

respuesta contráctil a la NA tanto en conejos con DC como en conejos con DH. El efecto de 

algunos flavonoides naturales como antagonistas del receptor adrenérgico α1 fue descripto 

previamente (Ajay y col., 2003, Duarte y col., 1993; Li y col., 2011).  

          Como ya fue mencionado, la hipercolesterolemia induce alteraciones en la respuesta 

contráctil a Ang II (Jerez y col., 2008). La administración oral de ZpE tuvo un efecto 

dependiente de la dieta sobre la respuesta a la Ang II: se observó desensibilización en conejos 

alimentados con DC y reducción de la actividad intrínseca (Rmax) en conejos alimentados con 

DH. La Ang II es un potente activador de la NADPH oxidasa, que libera aniones O2
- 

incrementado así el estrés oxidativo (Nguyen Dinh Cat y col., 2013). Considerando que los 

flavonoides desempeñan un papel fundamental en la inhibición del anión O2
- (Varga y col., 

2001), el efecto de la administración de ZpE sobre la Ang II podría estar relacionado con la 

propiedad antioxidante del extracto que está constituido predominantemente por flavonoides. 

Este hallazgo coincide con lo observado en los estudios in vitro con el ZpE, en los cuáles se 

observó una disminución de la respuesta contráctil a la Ang II 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 disfunción vascular cuyos mecanismos involucran 

aumento en la actividad de la COX inducida por liberación no compensada de  ERO,  fenómeno 

que produciría liberación de prostanoides vasoconstrictores e incremento de la respuesta 

contráctil a Ang II (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 (Nuño y col., 2016), y a su 

vez presenta propiedades antioxidantes (Moreno y col., 2015b), la inhibición de la actividad de la 

COX unida a la mejora de la función endotelial por su efecto antioxidante sería el mecanismo 

por el cual el ZpE reduce la respuesta contráctil a la Ang II en conejos tratados con DH.  
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Aunque la Ro no mejoró la relajación a la Ach y aumentó la sensibilidad por la NA, tuvo la 

capacidad de reducir la respuesta contráctil de la Ang II. Estos datos, sumados al efecto nulo de 

la Ro en los niveles de CT y a la mejora que produjo en la relación íntima/media y en el 

porcentaje del área sudanofílica, pueden implicar un papel diferencial de los lípidos en la 

disfunción vascular. Son necesarios más estudios para comprender los mecanismos subyacentes 

de estos efectos. 

 

         Uno de los parámetros clínicos que se analizó fue la PAM. En trabajos previos (Alarcón y 

col., 2016) observamos que el agregado de colesterol a la dieta incrementa la PAM en 

aproximadamente un 20 %. La administración oral de ZpE a conejos alimentados con DH 

normalizó los valores de PAM. Una relación positiva entre la ingesta de colesterol en la dieta y 

la presión arterial sistólica también fue comunicada por Sakurai y col. (2011). Debido a que las 

mediciones de PAM se registraron al final del tratamiento, la reducción de la presión no fue 

causada por acciones vasodilatadoras agudas del ZpE. Considerando que el tratamiento con ZpE 

inhibió la vasoconstricción inducida por la estimulación de receptores vasculares 

fisiológicamente importantes en la regulación de la presión arterial, como los receptores 

adrenérgicos α1 y de Ang II, la reducción de la respuesta vasoconstrictora junto con su propiedad 

hipolipémica explicaría la reducción 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 administración de un 

antioxidante en forma crónica está asociada con disminuciones en la PAM. En este sentido, 

inhibidores a base de chalconas podrían tener una actividad prometedora en el control de la 

presión arterial. Sherman y col. (1968) informaron que la chalcona 2-(2-dimetilaminoetoxi)-

3´,4´,5´-trimetoxichalcona es un agente antihipertensivo eficaz y de acción prolongada 

inhibiendo las contracciones inducidas por NA y Ang II en aorta aislada de perros y ratas, 

cuando se administró por vía intravenosa y oralmente.  

          En cuanto a las alteraciones hematológicas, Karbiner y col. (2013) encontraron que una 

DH genera alteraciones en los glóbulos 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 hemólisis y la peroxidación de los lípidos de la membrana de 

los GR, que da como resultado diminución significativa en el Hto y la hemoglobina 

(Abdelhalim, 2010). La administración oral del ZpE a conejos con DH, normalizó el Hto. Este 

efecto  podría explicarse por la reducción del CT y  el estrés oxidativo.  

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

leucocitos como respuesta a un estado inflamatorio. En este sentido, con la administración oral 
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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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V- Conclusión: 

 

                     De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, podemos 

afirmar que el extracto hidroalcohólico de Zuccagnia punctata, rico en flavonoides, tiene 

efectos benéficos sobre la función vascular a través de mecanismos vasodilatadores y 

antagonistas de la Ang II. Además, cuando es administrado oralmente presenta propiedad 

hipocolesterolémica mejorando las variables bioquímicas, clínicas, hematológicas, los 

parámetros de estrés oxidativo y evita las alteraciones morfohistológicas observadas en el 

modelo hipercolesterolémico.  

                    El estudio del efecto del extracto de Z. punctata y los flavonoides presentes en 

esta especie vegetal sobre la función vascular aporta información relevante sobre su efecto 

benéfico en la función vascular como producto fitoterápico para la prevención de FRCV 

relacionados con la hipercolesterolemia y la disfunción 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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