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Resumen

Introduccidn: La infusién del extracto crudo Ligaria cuneifolia (Lc) hospedante Chanar) se utili-
za en medicina popular por una supuesta accién antihipertensiva (1,2,3).

Objetivo: Investigar el potencial efecto vasoactivo PLc sobre anillos de aorta aislada de ratas (4).

Materiales y métodos: Los anillos fueron colocados en una camara de 20 mL con solucién de
Krebs-Henseleit modificada con la siguiente composicién (mM): NaCl 122,0, KC1 4,7, CaCl, 2,0,
MgCl; 1,2, KH,PO3 1,2, NaHCO3 15,0, glucosa 11,5 y EDTA 0,026 (KHM), a 37 grados de temperatu-
ra, equilibrandose durante 60 min. La tensién isométrica de los vasos se medié usando un trans-
ductor de desplazamiento de fuerza conectado a un poligrafo. Posteriormente, los anillos fueron
contraidos con 20mL de KCl 70 mM el cual fue preparado reeplazando equimolarmente NaCl
en la solucién de Krebs-Henseleit modificada, repitiendo el procedimiento hasta conseguir una
contraccion maxima estable; post-estabilizacién de 10 min., los vasos fueron contraidos con fe-
nilefrina 0,3 ml (Phe; 0,1uM ) y, al alcanzar una contraccién méxima estable, se agregd PLc en
concentraciones crecientes (7,14 x 10-6; 7,14 x 10-5; 7,14 x 10-4; 7,14 x 10-3; 7,14 x 10-2; 7,14 x 10-1; y 71,4
ug/mL) siendo el volumen final de la solucién los 20 ml de la cdmara ,construyendo una curva
concentracidén-respuesta. Luego, los vasos fueron contraidos nuevamente con K+ y finalmente se
hace el ensayo de acetilcolina que consiste en agregar 0,3 ml de 0,1 uM de fenilefrina y una vez
que se alcanza una respuesta estable se agrega 0,3 mL de acetilcolina desde una concentracién de 1
uM. Resultados: La concentracidén de PLc que indujo la relajacién maxima fue 71,4 ug/mL. La que
produce un 50% de relajacién (EC50) de 6,86 ug/mL (n=4) fue estimada a través de una ecuacién
logistica de 4 parametros (R2 = 0.92). Discusion: PLc posee efecto vasodilatador dependiente de en-
dotelio, suremocién mecanica anula esta actividad. El efecto alcanzd una magnitud equivalente a
la respuesta maxima inducida por ACh, de un 80% respecto a la tensién basal

Conclusion: Esto apoyaria el uso popular de PLc como hipotensor.
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Summary

Introduction: The infusion of the crude extract Ligaria cuneifolia (Lc host Chafiar), is used in
folk medicine for its supposed antihypertensive action (1,2,3).

Objective: To investigate the potential vasoactive effect of proanthocyanidin-enriched extract
extracted from Lc (PLc) on isolated rats aortic rings (4).

Materials and Methods: aorta rings were placed in a 20 mL chamber with modified Krebs-Henseleit
solution with the following composition (mM): NaCl 122.0, KC1 4.7, CaCl, 2.0, MgCl, 1.2, KH,PO3 1.2,
NaHCOs3 15.0, glucose 11.5 and EDTA 0.026 (KHM),at 37 degrees Celsius, balancing out for 60 min. Iso-
metric vessel tension was measured with a force displacement transducer connected to a polygraph.

Subsequently, the rings were then contracted with 20 mL of 70 mM KClI prepared by equimolar
replacement of NaCl in the modified Krebs-Henseleit solution, repeating the procedure until a
stable maximal contraction was achieved; post-stabilization was 10 min. Then the vessels were
contracted with 0.3 ml phenylephrine (Phe; 0.1 uM) and, upon reaching a stable maximum con-
traction, PLc was added in increasing concentrations (7.14 x 10-6; 7.14 x 10-5; 7.14 x 10-4; 7.14 x 10-3;
7.14 x 10-2; 7.14 x 10-1; and 71.4 pg/mL) with the final volume of the solution being 20 ml of the
chamber, constructing a concentration-response curve.

Subsequently, the vessels were contracted again with K+ and finally the acetylcholine test was
performed, which consists of adding 0.3 ml of 0.1 uM phenylephrine and once a stable response is
reached, 0.3 mL of acetylcholine is added from a concentration of 1 uM.

Results: The concentration of PLc that induced maximal relaxation was 71.4 yg/mL. The PLc con-
centration producing 50% relaxation of 6.86 ug/mL (n=4) was estimated using a 4-parameter lo-
gistic equation (R2 = 0.92).

Discussion: PLc has an endothelium-dependent vasodilator effect, the mechanical removal of
the endothelium abolishes the relaxant activity of PLc. It reached a magnitude equivalent to the
maximal ACh-induced response of about 80% of basal tension.

Conclusion: Results support the popular use of PLc. as a hypotensive.

Key words: Ligaria Cuneifolia; Proanthocyanidins; Hypotensive; Vasodilatation; Hypotensor
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Introduccién

Ligaria cuneifolia (L. cuneifolia), popularmente conocida como “liga”, “liguilla” o “muérdago criollo”,
es una planta hemipardsita de amplia distribucién en las zonas centro y norte de la Reptblica Ar-
gentina (1). La infusién de esta planta se utiliza en medicina tradicional para disminuir la presién
arterial y dar mayor fluidez a la sangre, al disminuir el exceso de colesterol (2).
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El extracto crudo de L. cuneifolia estd constituido por distintos flavonoides, tales como quercetina,
catequina, leucoantocianidinas y proantocianidinas en diferentes grados de polimerizacién (3,4).

En estudios previos realizados en ratas normocolesterolémicas (5,6), observamos que el trata-
miento con el extracto crudo de L. cuneifolia (hospedante el Chafiar) provoca una disminuciéon
en el nivel plasmatico de colesterol asociado a un incremento en la viscosidad sanguinea y a una
disminucién de la deformabilidad eritrocitaria.

En estudios realizados en ratas Wistar machos normocolesterolémicas utilizando extractos enri-
quecidos con diferentes flavonoides (7,8) observamos que el extracto enriquecido en proantociani-
dinas en dosis crecientes (1,2; 4 y 6 mg/100g Peso Corporal), condujo a un descenso en los niveles de
colesterol plasmatico, sin alterar la viscosidad sanguinea ni la deformabilidad eritrocitaria (9,10).
Ademis, el extracto condujo a una disminucién del colesterol en plasma y LDL-Co, en parte debi-
do a un aumento de la excrecidn biliar de acidos biliares y colesterol (11,12).

Sibien la infusién de L. cuneifolia se utiliza en medicina popular por una supuesta accién antihi-
pertensiva, las evidencias experimentales también muestran un efecto presor, que puede estar
acompanado de vasodilataciéon y efectos cardiacos variables. Esta diversidad de efectos puede es-
tar relacionada con los hospedantes sobre los cuales fueron recolectados los diferentes ejemplares
(12). Es asi como las infusiones obtenidas a partir de ejemplares de L. cuneifolia recolectados sobre
“molle” o Schinus polygamus (Cav.) Cabr. (Anacardiaceae), produjeron un incremento de la pre-
sién sanguinea arterial indicando la presencia de un agente vasoactivo presor. También se ha ob-
servado una fase hipotensora secundaria y una caida de la frecuencia cardiaca. Experimentos rea-
lizados en perros también muestran, tanto incremento como descenso de la presién arterial (13).

El efecto presor de extractos de esta planta ha sido atribuido a la tiramina, amina de accién indi-
recta, cuya presencia fue detectada en muestras provenientes de las provincias de Cérdoba, Men-
doza, San Juan, Catamarca, Salta y Entre Rios (13).

La administracién de infusiones de Ligaria cuneifolia var. cuneifolia via endovenosa a ratas cons-
cientes indican que esta planta contendria un agente vasoactivo con efecto presor e hipotensor,
en donde el efecto presor seria mediado por una accién directa sobre adrenoceptores alfa, mientras
que el efecto hipotensor se visualizaria luego del bloqueo adrenérgico alfa (14). Los estudios realizados
con extractos acuosos de “muérdago criollo” en modelos animales han permitido establecer efectos
bioldgicos sobre el sistema cardiovascular. De esta manera, los efectos cardiovasculares observados
indican que las infusiones de L. cuneifolia producen, segin el hospedante, un efecto presor acompaia-
do, o no, de vasodilatacién, y un efecto cardiaco variable (12).

Hasta el momento no se han realizado estudios sobre contractibilidad vascular utilizando la frac-
cién enriquecida en proantocianidinas extraida de L. cuneifolia, siendo el hospedante el Chanar.
Sobre esta base, el presente trabajo tiene por objetivo evaluar el potencial efecto vasoactivo de esta
fraccién enriquecida de proantocianidinas sobre la contractibilidad de anillos de aorta de ratas
Sprague-Dawley.

Objetivo

Investigar el potencial efecto vasoactivo del extracto enriquecido de proantocianidina extraida
de Ligaria cuneifolia sobre anillos de aorta aislada de rata.

Materiales y metodos

Preparacion del material vegetal. El material vegetal fue recolectado en Sierra Chica, localidad
de Carlos Paz, Cérdoba, Reptblica Argentina, siendo el hospedante el Chafar (Geoffroea decorti-
cans (Gill. ex H. et A.) Burk.), perteneciente a la familia Fabaceae. Los ejemplares fueron desecados
a temperatura ambiente. El material seco se molid y se 200 mg de material molido se realizaron tres
extracciones con 1000 ml de una solucién de metanol al 80 % (a temperatura ambiente durante 24
h). El extracto fue concentrado en evaporador rotatorio a presiéon reducida hasta sequedad, la masa
del extracto seco obtenido es de 1,95 mg. Se disolvié en 50 ml de metanol 80 %. y se agregaron 10 ml
de HCL 2 N y se calentd a bafio Maria durante 30 min a 100 °C, la solucién resultante se llevé a ebulli-
cién durante 60 min a100 °C. Luego de enfriar la solucién se procedi6 a la extraccién de las aglicanas
mediante una particiéon liquido-liquido con pequeiias porciones (1,0 a 2,0 ml) de acetato de etilo. Por
altimo, se concentro el extracto en evaporador rotatorio hasta sequedad.

Preparacion del extracto enriquecido de PLc. Se prepard una solucién madre con una con-
centracién de 71,4 mg/mL (1:9 ETOH-H20). A partir de esta solucién se realizaron 5 diluciones
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seriadas de base 10 (0,000714-7,14 mg/mL). La solucién madre se preservé a una temperatura de
-20 °C hasta su uso. Las diluciones fueron preparadas el mismo dia del ensayo (30 min antes de ser
utilizadas).

Preparacion de anillos de aorta de rata. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho (con un
peso de 240 a 280 g) alojadas en condiciones ambientales estandar con libre acceso a alimento y
agua. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Val-
paraiso (CIBICA 065-2015) y cumplieron con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Labora-
torio (15). Todos los productos quimicos fueron de Merck (Darmstadt, Alemania).

Las ratas fueron sometidas a eutanasia mediante una sobredosis de inhalacién de CO2 y poste-
rior dislocacidn cervical. Se extrajo la aorta toracica y se monté en un baro de tejido de acuerdo
con lo descrito previamente (16). Brevemente, la aorta se disecd, se eliminé el tejido conectivo y
se dividié en anillos (4-5 mm de longitud). Los anillos se montaron entre dos lengiietas de acero
inoxidable en forma de “L” y se colocaron en una cimara de 20 mL que contenia una solucién de
Krebs-Henseleit modificada (KHM) con la siguiente composicién (mM): NaCl122,0, KC14,7, CaCl,
2,0, MgCl; 1,2, KH,PO5 1,2, NaHCOs 15,0, glucosa 11,5 y EDTA 0,026(KHM), a 37 grados de tempe-
ratura, equilibrandose durante 60 min. La tension isométrica de los vasos se medi6 usando un
transductor de desplazamiento de fuerza conectado a un poligrafo. Los anillos montados se tensa-
ron a una tensién basal de 2 g y se dejaron equilibrar durante 60 min. Posteriormente, los anillos
fueron contraidos con 20mL de KC170 mM, el cual fue preparado reemplazando equimolarmente
por el NaCl en la solucién de KHM, repitiendo el procedimiento hasta conseguir una contraccién
maxima estable.

Ensayo del extracto enriquecido de PLc.; Luego de un periodo adicional de estabilizacién de 10
min., los vasos fueron contraidos con fenilefrina 0,3 ml (Phe; 0,1uM) y, al alcanzar una contrac-
cién maxima estable, se agregd PLc en concentraciones crecientes (7,14 x 10-6; 7,14 x 10-5; 7,14 x 10-4;
7,14x10-3; 7,14 x 10-2; 7,14 x 10-1; y 71,4 ug/mL) siendo el volumen final de la solucién los 20ml de la
camara, construyendo una curva concentracidén-respuesta. A continuacion, los vasos fueron con-
traidos nuevamente con K+ y finalmente se hace el ensayo de acetilcolina que consiste en agregar
0,3 ml de 0,1 uM de fenilefrina y una vez que se alcanza una respuesta estable se agrega 0,3 mL de
acetilcolina desde una concentracién de 1 uM.

Analisis Estadistico

Los datos se analizaron y graficaron con el programa Prism 7 (GraphPad,USA) instalado con un
equipo para Macintostosh con sistema operativo MacOSBig Sur. Para calcular la concentracién
del extracto de PLc que ocasiond 50% de la tensién maxima (EC50) se utilizé una ecuacion logistica
de 4 parametros R2. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias (relajacién vs concen-
tracién) aceptandose a priori una p<0.05 como indicador de diferencias estadisticamente signifi-
cativas. Los resultados se muestran como la media del grupo + error estindar de la media (SEM).

Resultados

La Fig. 1 muestra un registro representativo de la evaluacioén del potencial vasodilatador de PLc
en anillos de aorta aislada de rata. Los ejes del registro indican: la ordenada: la tensién (g) y la
abscisa: el tiempo (mseg). Luego del periodo de estabilizacién y como se observa en la figura, un
anillo de aorta sometido a una tensién basal de 2 g es contraido tres veces consecutivas mediante
una solucién despolarizante de KHM con KC170 mM (K+ 70 mM). Posteriormente el vaso fue con-
traido con Phe (0,1 uM) y, una vez que alcanzd una contraccién maxima estable, se agregd PLc en
concentraciones crecientes (como fue descripto en materiales y métodos) con el propésito de cons-
truir una curva concentracién-respuesta (Figura 2). A continuacion, el vaso fue contraido como
fue descripto en materiales y métodos

Los resultados muestran que PLc posee un efecto vasodilatador que alcanza una magnitud equi-
valente a la respuesta maxima inducida por ACh (uM) del orden de un 80% respecto a la tensién
basal. La concentracién de PLc que indujo la relajacién méxima fue 71,4 uM. La que produce un
50% de relajacion (EC50) de 6,86 ug/mL (n=4) fue estimada a través de una ecuacion logistica de 4
parametros (R2 = 0.92).

Un aspecto relevante de la vasodilataciéon inducida por PLc es que ella depende absolutamente
de la presencia de endotelio ya que la remocién mecanica de este tejido anula completamente la
actividad relajadora de PLc.
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Figura 1. Registro representativo de ensayo de actividad vasodilatadora de PLc en anillos aislador de
aorta de rata. En el registro se observan cambios en la tensidn basal (2 g) de un anillo de aorta en respuesta a
tres adiciones sucesivas de KC170 mM, (los anillos fueron contraidos con 20mL de KC170 mM, el cual fue pre-
parado reemplazando equimolarmente por el NaCl en la soluciéon KHM) frente a curva concentracion-res-
puesta de PLc en vaso pre-contraido con 0,3 ml de Phe (0,1 uM), en respuesta a una nueva adicién de KC170
mM y finalmente frente a la adicién con 0,3 ml de ACh (1 uM) en vaso pre-contraido con Phe (0,1 uM).

Figura 2. Curva concentracion-respuesta de PLc en anillos aislado de aorta de rata. La Fig. 2 muestra
la curva concentracién-respuesta de PLc a partir de la cual se estimé una EC50 de 6,86 pg/mL (n=4) utilizan-
do para ello una ecuacién logistica de 4 parametros (R2 = 0,92). Los resultados se muestran como la media del
grupo + error estandar de la media (SEM).

Los ensayos también incluyeron la evaluacién del potencial vasoconstrictor de PLc. Sin embar-
go, como lo muestra la Fig. 3, PLc ensayado en el mismo rango de concentraciones utilizado para
evaluar su potencial vasodilatador, no produjo cambios en la tension basal con lo cual se descarta
un efecto vasoconstrictor significativo en anillos de aorta de rata.

Discusién

La implementacién de esta técnica permitira evaluar el efecto de plantas argentinas que actian
sobre el musculo liso vascular, como un método de filtro para la busqueda de principios activos
con accién cardiovascular.

Losresultados muestran que PLc posee un efecto vasodilatador que alcanza una magnitud equivalen-
te a la respuesta maxima inducida por ACh (1uM) del orden de un 80% respecto a la tensién basal. Un
aspecto importante de la misma es que el efecto vasodilatador observable es dependiente de endotelio
ya que la remocién mecanica del mismo anula completamente la actividad relajadora de PLc.
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Otros estudios realizados con el extracto crudo de Ligaria cuneifolia demostraron un efecto pre-
sor (14) Este tipo de efecto se debe a que por lo menos una de las moléculas que componen el extrac-
to acuoso de Ligaria cuneifélia tiene un efecto agonista de los receptores de alfa 1(17).

Por eso se debe aclarar que la accién farmacolégica de una planta puede resultar de la accién
aditiva y/o sinérgica de varios principios activos (18) .En nuestro extracto el efecto presor no se
deberia ala fraccién de proantocianidina ya que en nuestro estudio, pusimos en evidencia que PLc
no posee efecto vasoconstrictor.

Existen otras plantas que tienen un efecto vasodilatador similar como el extracto acuoso de Salvia
scutellarioides que a una concentracién de 20 mg/dl obtuvo una tensién maxima para fenilefrina
de 1.4g + 0.15, igual a una disminucién de la tensién maxima de 54% en comparacién con la curva
control para fenilefrina. Otras plantas de la familia Lamiaceae como la Satureja obovata y la Ortho-
siphon aristatus presentan un efecto vasodilatador parecido al de la S. scutellarioides (19,20).

La continuidad de los estudios con PLc se justifica debido a la relativa seguridad de la planta en
seres humanos, el amplio uso en la medicina tradicional (21) y los resultados positivos obtenidos
en los modelos animales e in vitro (22) y en infusiones administradas en pacientes con anteceden-
tes de hipercolesterolemia que recibieron infusién de Ligaria cuneifolia (23). Especificamente, se
deben aislar los principales principios activos de la planta y definir sus caracteristicas farmacodi-
namicas, con lo que se puede dar comienzo a los ensayos clinicos fase I en seres humanos.

Conclusiones

Estos resultados permiten proponer el uso de PLc como un agente vasodilatador. Este efecto su-
mado al efecto hipolipemiante demostrado por estudios previos, nos permiten sugerir a PLc como
un potencial agente farmacolégico cardioprotector.
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