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ARTICULOS ORIGINALES

Efecto antihipertensivo del extracto de Piper aduncum
‘matico’ sobre la hipertension inducida por L-NAME en
ratones

Piper aduncum ‘matico’ extract antihypertensive effect on L-NAME-
induced hypertension in mice

Jorge Arroyo'?, Renan Hafari®®, Aldo Tinco™, Deyvis Baca®’, Lester Dominguez™®,
Jesus Buendia®

" Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

? Laboratorio de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

* Laboratorio de Quimica Organica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

* Laboratorio de Farmacologia, Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, Ayacucho, Peru.

* Unidad de Posgrado, Facultad de Farmacia y Bioguimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perd.

Resumen

Introduccion: El Piper aduncum es una planta conocida como matico. Se le atribuye efectos antihipertensivo, antiinflamatorio,
cicatrizante. Objetivos: Determinar el efecto antihipertensivo del extracto de Piper aduncum ‘matico’, sobre la hipertension inducida
por L-NAME, en ratones. Disefio: Experimental. Lugar: Facultades de Medicina y de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Material bioldgico: Extracto etandlico de las hojas de Piper aduncum y ratas. Intervenciones: Se
utilizé seis grupos de seis ratones Muss musculus cada uno, uno sin hipertension (control negativo) y cuatro con hipertension inducida
por L-NAME: un control positivo y tres grupos para las dosis de 50, 150 y 300 mg/kg, respectivamente. El tratamiento se realiz6 por via
oral, una vez por dia, durante 25 dias. Las mediciones de la presion arterial sistolica (PAS), presion arterial diastélica (PAD) y presion
arterial media (PAM) fueron realizadas dos veces por semana (martes y viernes) y se considerd las mediciones entre los dias 19y 23
de iniciado el tratamiento. Principales medidas de resultados: Actividad antihipertensiva. Resultados: En los dias 19 y 23 se observo
los mejores niveles de presion arterial en el grupo control y los experimentales, correspondiendo a las mediciones 6 y 7. La eficacia
antihipertensiva para enalapril fue 24,1 a 20,6%, respectivamente, seguida por matico, entre 24,9y 13,7% (p<0,05). Conclusiones: En
las condiciones experimentales, se demostro la actividad antihipertensiva del extracto etandlico de hojas de Piper aduncum ‘matico’.

Palabras clave: Agentes antihipertensivos, matico, hipertension.

Abstract

Introduction: Piper aduncum also known as matico is credited with antihypertensive, anti-inflammatory, healing effects. Objectives:
To determine the antihypertensive activity of Piper aduncum ‘matico’ extract on L-NAME-induced hypertension in mice. Design:
Experimental. Setting: Faculty of Medicine, and Faculty of Pharmacy and Biochemistry, National University of San Marcos, Lima, Peru.
Biological material: Piper aduncum ethanolic extract leaves and mice. Interventions: Six groups of six Muss musculus mice each
were used, one without hypertension (negative control) and four with L-NAME-induced hypertension: one positive control and three
groups for 50, 150 and 300 mg/kg doses, respectively. Treatment was given orally once daily for 25 days. Measurements of systolic
blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and mean arterial pressure (MAP) were performed twice weekly (Tuesday and
Friday) and measurements between 19 and 23 days of treatment were considered. Main outcome measures: Antihypertensive activity.
Results: Higher blood pressure levels were observed at days 19 and 23 in the control and experimental groups that corresponded to
measurements 6 and 7. The antihypertensive efficacy to enalapril was 24.1 to 20.6%, followed by matico between 24.9 and 13.7% (p
<0.05). Conclusions: Antihypertensive activity of Piper aduncum ‘matico’ extract was demonstrated under experimental conditions.

Key words: Antihipetensive agents, matico, hypertension.
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INTRODUCCION

La hipertensién arterial (HTA) es uno
de los principales problemas de salud
publica debido a su alta prevalencia y
asociacién con un incrementado ries-
go de morbimortalidad por causas car-
diovasculares. Se estima que en el afio
2000 habfa 972 millones de hipertensos
en el mundo V. La hipertensién arte-
rial sistémica (HAS) es de las enferme-
dades crénicas de mayor prevalencia
en México, ya que afecta al 30,8% de
la poblacién de entre 20 a 69 afios de
edad @. En el Pert, las ciudades de la
costa presentan mayores prevalencias
(27,3%) que las de la sierra (18,8%) y
selva (22,1%), en poblacién adulta ®.

El Piper angustifolium R. & P o Pi-
per aduncum, o Piper elongatum, es una
planta conocida como matico ¥, cor-
doncillo, moho-moho, hierba do sol-
dado ©. Sus hojas y ramas contienen
aceites esenciales, acido artanico, re-
sinas, sustancias amargas (maticina),
taninos, alcaloides, saponinas, flavo-
noides triterpenoides © (tabla 1). Los
taninos poseen una accién inhibitoria
de tipo no competitivo de la ECA @,
los flavonoides tienen propiedades an-
tioxidantes y protectoras de la membra-
na celular ® y disminuyen la HTA por
la inhibicién de la fosfodiesterasa, que
destruye el AMPc mediante la aper-
tura de su anillo. El resultado de esta
inhibicién es un aumento en el flujo de
agua de la sangre en la célula tubular,
de la que puede escapar a la orina. La
eliminacién de agua reduce la presién
arterial. Los flavonoides son compues-
tos muy eficientes para este propdsito,
ya que inhiben también la enzima clave
en la sintesis de prostaglandina (PG)
por la ciclooxigenasa (COX) ©.

Se ha demostrado que las saponinas
contribuyen a disminuir las complica-
ciones de la HTA, al aumentar el gasto
cardfaco, recuperacién de la funcién
diastélicay proteccién de los cardiomio-
citos frente al dafio hipéxico; también,
por reduccién la sobrecarga de Ca2 +
intracelular 19; las saponinas pudieran
derivarse de la recoleccién de residuos
con el estrés oxidativo provocado por la

generacién y acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), el alivio
de la lesién por isquemia de miocardio
y muerte de las células cardfacas V.
Se ha encontrado que los productos
alimenticios ricos en compuestos fe-
nélicos poseen propiedades farmacolé-
gicas hipotensoras y antioxidantes (2.
Existen farmacos estdndares para trata-
mientos farmacolégicos, con limitacién
de costos y ciertos efectos adversos 1%,
siendo necesario investigaciones para
incorporar productos naturales alterna-
tivos para este fin. Esta investigacion se
realizé con el objetivo de determinar la
eficacia antihipertensiva de los extrac-
tos de Piper aduncum ‘matico’, en rato-
nes con induccién de hipertensién por
L-NAME.

METODOS

Las hojas de Piper aduncum ‘matico’
fueron colectadas de las ciudad de
La Merced, departamento de Junin,
y llevadas a sequedad a una tempera-
tura menor de 40 °C; se las pulverizé
en molino, luego se macer en alcohol
etilico de 969, durante 8 dias; con agi-
tacién constante todos los dias, se filtrd
y evaporé el solvente a temperatura de
<40°C, hasta obtener un residuo un-
tuoso con peso constante, al cual se le
denominé extracto etandlico. La de-
teccién de metabolitos secundarios se

realiz6 mediante pruebas quimicas de
caracterizacién (reaccién de Dragendorf,
reaccién de Shinoda, prueba de la espu-
ma, reaccién del tricloruro férrico, gela-
tina, Lieberman-Burchard, ninhidrina y
Molish), segiin Lock ¥ (tabla 1).

Se utiliz6 ratones albinos machos
cepa Muss musculus, con peso promedio
de 35 *= 5 g, procedentes del Instituto
Nacional de Salud (Lima, Perd), y que
fueron mantenidos en el Bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos,
con condicionamiento previo de 48
horas, con agua y alimento ad libitum,
ciclo luz-dia de 12 horas y temperatura
de 22a26°C.

Se usé el modelo de hipertension
por L-NAME, teniendo en cuenta
lo realizado por Sanchez-Mendoza y
col 1, con modificacién del animal ex-
perimental y el sensor para ratén, que
es usado ampliamente para estudiar la

fisiopatologfa de la hipertensién arte-
rial 19,

Se utiliz6 36 ratones machos distri-
buidos segin el siguiente disefio expe-
rimental: 1) normal solvente 10 mL/kg;
2) L-NAME 50 mg/kg (LN) via oral du-
rante 5 dfas; 3) LN + enalapril 20 mg/
kg; 4) LN + matico 50 mg/kg; 5) LN +
matico 150 mg/kg; 6) LN + matico 300
mg/kg. Los animales previamente fue-
ron adaptados a pernoctar en el cepo,

Tabla 1. Ensayo fitoquimico del extracto etanolico de las hojas de Piper

aduncum ‘matico’.

Reacciones Metabolito secundario Matico
Dragendorff Alcaloides ++
Mayer Alcaloides ++
Shinoda Flavonoides +++
indice de espuma Saponinas ++
Cloruro férrico Compuestos fendlicos ++
Olor Aceites ++
Gelatina Taninos ++
Liebermann Esteroides +
Ninhidrina Aminoacidos -
Bortranger Quinonas +

(-) = Ausencia, (+) = Poca cantidad.

(++) = Regular cantidad, (+++) = Bastante cantidad.
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Tabla 2. Valores medios * error estandar de valores de presion arterial y porcentaje de eficacia antihipertensiva en ratones.

LN + enalapril 20 mg/kg
LN -+ matico 50 mg/kg
LN + matico 150 mg/kg

M Tratamiento

1 Normal

1 L-NAME (LN)

1 LN + enalapril 20 mg/kg
1 LN + matico 50 mg/kg
1 LN + matico 150 mg/kg
1 LN + matico 300 mg/kg
2 Normal

2 L-NAME (LN)

2 LN + enalapril 20 mg/kg
2 LN + matico 50 mg/kg
2 LN + matico 150 mg/kg
2 LN + matico 300 mg/kg
3 Normal

3 L-NAME (LN)

3

3

3

3

LN + matico 300 mg/kg

PS %EAPS PD
1084 = 1,1 0,0 87,0 = 1,1
158,4 = 1,1 0,0 1170 £1.1
120,2 = 1,6 241 1151 =15
122,3 £ 5,1 22,8 1229 = 3.4
120,1 = 0,6 24,2 96,0 = 0,6
118,9 = 4,0 24,9 109.2 = 2.8
106,2 =09 0.0 86,6 = 0,9
146,2 = 0,9 0.0 1196 = 0.9
116,0 = 1,7 20,6 109.8 = 1,7
121,0 = 4,7 17,2 17,8 = 4,7
126,2 = 1,7 13.7 116,7 = 1,7
120,8 = 4,1 17,4 1031 = 4,7
1031 =24 0.0 89,3 =83
123,6 = 5,1 0.0 100,0 = 3,4
1138 = 5,1 7.9 95,7 = 2,1
1173 =57 5.0 95,9 = 3,6
112,2 = 8,0 9.2 1032 = 7,6
114,7 = 2,0 1.2 94,0 =16

%EAPD PM %EAPM
0.0 941 =13 0.0
0,0 1308 = 1,3 0.0
1,6 116,8 = 1,8 10,7
5,1 122,71 =43 6.2
17.9 104,0 = 0,3 20,4
6.7 1124 =68 14,0
0.0 931 +33 0.0
0,0 128,4 = 3.3 0,0
8,1 11.9=21 12,9
1,4 1189 =72 7.4
2,4 119.8 = 8,8 6.7
13.8 109.0 = 2.4 15,2
0.0 939 =90 0.0
0.0 107.8 = 4,1 0.0
4,3 101,7 =29 5.6
41 103.0 = 4,2 4,5
-3.3 106,2 + 8,1 1,5
59 1009 = 1,7 6.4

Donde %EA = ((L-NAME - Tratamiento)/ L -NAME)*100). M = medicion (1, 2 y 3 corresponden a la sexta (dia 19), séptima (dia 23) y octava (dia 26) mediciones
realizadas en el periodo de estudio); PS = presion sistdlica; PD = presion diastolica; PM = presion media; %EA = porcentaje de eficacia antihipertensiva. p<0,05.

por lo menos 15 minutos dos veces al
dia, durante una semana, a temperatu-
ra ambiental; y a pernoctar en el cepo
por lo menos 15 minutos diariamente
durante otra semana, a temperatura de
30-35 °C, porque el calor induce la va-
sodilatacién de las venas de la cola del
animal, permitiendo un mejor registro
de presién arterial.

Se utiliz6 un equipo de medicién
de presién arterial incruenta marca LE
5002 Panlab, que contiene un micro-
procesador o sensor para captar indi-
rectamente valores de presién arterial
en la cola de ratén (sensor especifico
para ratones, porque también existe
para ratas), y se registra valores de pre-
sién arterial sistSlica (PAS), presién ar-
terial diastélica (PAD), presién arterial
media (PAM) expresados en mmHg y
frecuencia cardfaca (FC) ‘7. Se man-
tuvo un ambiente libre de ruidos para
reducir el estrés en los animales, los
que fueron tratados y colocados en el

cepo para ratén sin traumatismos. Las
mediciones de la presién arterial fue-
ron realizadas dos veces por semana
(martes y viernes) por las mafianas, en
el mismo horario; el valor considerado
fue el promedio de cinco lecturas con-
secutivas. Para la evaluacién del efecto
antihipertensivo, se utiliz los valores
de los dfas 19, 23 y 26 de iniciado el
tratamiento (coincidiendo con las me-
diciones 6, 7y 8). Los datos de presién
arterial (mmHg) fueron sometidos a
un analisis de varianza y la prueba de
multiples comparaciones de Duncan;
para establecer la diferencia de medias
por efecto del tratamiento, se hizo con
ayuda del programa estadistico SPSS
13.0, afio 2006; los hallazgos fueron
considerados significativos a un valor

p< 0,05.

La manipulacién de los animales se
hizo con los cuidados respectivos, a fin
de evitar estrés, dolor, entre otros; y al
final del experimento se les aplico eu-

tanasia, habiéndose utilizado la admi-
nistracién de pentobarbital 100 mg/kg
via intraperitoneal, por considerarse un
método aceptable para roedores por el
Report of the AVMA Panel on Euthanasia
(1993) y el Euthanasia of Experimental
Animals, de la Unién Europea 9.

RESULTADOS

Los hallazgos del estudio fitoquimico
preliminar mostraron una gran canti-
dad de compuestos fendlicos, alcaloides
y flavonoides caracterizados mediante
las pruebas de Dragendorff, Mayer, tri-
cloruro férrico y de Shinoda, respecti-
vamente, en el extracto atomizado del
matico (tabla 1).

Las concentraciones del extracto
de Piper aduncum ‘matico’ presentaron
una reduccién de la PAS, PAD y PAM
en comparacién con la del grupo con-

trol (figuras 1,2y 3).
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DISCUSION

La presion arterial sistémica alta es
una enfermedad multifactorial, en
la que la alteracién del sistema renina
angiotensina aldosterona (RAAS) tie-
ne un papel central en el control de
este trastorno. Por lo tanto, los farma-
cos que actian como antagonistas o in-
hibidores de los diferentes mecanismos
relacionados con el sistema RAAS son
eficaces para el tratamiento de la hiper-
tensién 19,

En el presente estudio, el extrac-
to de Piper aduncum revelé contener
flavonoides, seguido por alcaloides,
saponinas, taninos, aceites esenciales y
esteroides (tabla 1); ha demostrado un
efecto antihipertensivo relativamente
efectivo con el extracto etandlico de
matico, habiéndose realizado medicio-
nes hasta la sexta semana de induccién
de hipertensién con L-NAME, pero so-
lamente son expresadas las medidas 6,
7y 8 (correspondiente a los dfas 19, 23
y 26), observandose mayor reduccién
al usar las dosis de 50 y 150 mg/kg de
extracto de matico.

La presién arterial presenta una
regulacién multifactorial, participan-
do factores autocrinos, como el 6xi-
do nitrico (ON), que regula procesos
hipertensivos en modelos animales;
el L-NAME hace evidente el efecto
hipertensor (tabla 1), al inhibir la pre-
sencia de ON; el tiempo de medicién
aproximado expuesto para este estudio
es cercano al comunicado por Ramirez
y col, quienes aluden reduccién de los
niveles de presion arterial y del ON en
ratas a partir del dia 15 9. Por los re-
sultados, se observa que los ratones con
induccién de hipertensién posiblemen-
te mostraron una sensibilidad aumen-
tada del control barorreceptor arterial
de la frecuencia cardiaca por incremen-
tos agudos de la presién arterial y una
atenuacién significativa del reflejo de
Bezold-]Jarisch y el quimiorreflejo en los
ratones, como lo explican Peotta y col,
2001, al evaluar los reflejos neurales a
nivel cardiovascular 7. La inhibicién
crénica de NO por L-NAME estimula
la produccién de tromboxano, al acti-

ml m2 m3

Figura 1. Nivel de presion arterial sistolica por efecto de tratamiento en ratones,
donde 1, 2y 3 corresponden a la sexta (dia 19), séptima (dia 23) y octava (dia
26) mediciones de presion arterial realizadas en el periodo de estudio.

m1 m2 m3

Figura 2. Nivel de presion arterial diastolica por efecto de tratamiento en ratones,
donde 1, 2'y 3 corresponden a la sexta (dia 19), séptima (dia 23) y octava (dia
26) mediciones de presion arterial realizadas en el periodo de estudio.

ml m2 m3

Figura 3. Nivel de presion arterial media por efecto de tratamiento en ratones,
donde 1, 2y 3 corresponden a la sexta (dia 19), séptima (dia 23) y octava (dia
26) mediciones de presion arterial realizadas en el periodo de estudio.
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varse los receptores de tromboxanos-
prostanoides (TP), lo que contribuye a
la severidad de la hipertensién e hiper-
trofia cardfaca ®. Se ha descrito que la
administracion de L-NAME produce
un aumento de 20 a 40% de la tensién
arterial sistdlica y diastélica en ratas.
Ademas, el L-NAME ocasiona fibrosis
cardiaca y nefropatfa, caracteristicas
de dafo de 6rgano blanco similares a la
hipertensién humana. La hipertensién
por L-NAME se debe sobre todo a la
vasoconstriccién, pues disminuye la
sintesis de 6xido nitrico y al aumento
en la sintesis de renina (19,

Por otro lado, los receptores TP
atendan el desarrollo de la hipertrofia
renal y lesiones patolégicas asociadas
con la administracion de L-NAME. En
otros modelos de hipertensidn, estudios
previos
clave de la inhibicién de los receptores
TP sobre la gravedad de la elevacién de
la presién arterial, asi como la hiper-
trofia cardfaca vy fibrosis. En conjunto,
estos datos sugieren que la inhibicién
del receptor TP es parte de una via fi-
nal comdn que conduce a un aumento
de la presién arterial y de las lesiones
de 6rganos diana de las enfermedades
hipertensivas, con independencia de su
causa principal 19.

demostraron contribuciones

Es asi que el efecto reductor de los
niveles elevados de la presion arterial
posiblemente se explicarfa por el alto
contenido de flavonoides, como se evi-
dencia en la tabla 1; estos compuestos
inducen relajacién de los vasos sangui-
neos al favorecer la presencia de algu-
nas moléculas vasodilatadoras, como la
acetilcolina, adenosin trifosfato (ATP)
y adenosin difosfato (ADP), la sustan-
cia B bradiquinina, histamina, trombi-
na, serotonina y otras ?. Asimismo,
porque los flavonoides han demostra-
do inhibicién de la proteinoquinasa
C (PKC), inhibicién de otras quina-
sas -como la fosfodiesterasa (PDE)-, y
el bloqueo de la entrada de calcio ®°;
también, por la inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA),
inhibicién de la sintesis de prostanoides
e induccién de la relajacién mediada
por bradiquininas ®"??, inhibicién de

la secrecién de endotelina 1 (ET-1),
potentes vasoconstrictores mucho mas
que la angiotensina II . Ademis,
siendo el 6xido nitrico el mediador de
la relajacién dependiente del endote-
lio @Y, los flavonoides son capaces de
incrementar la actividad del promotor
de la sintasa del 6xido nitrico endo-
telial (eNOS), asi como el mensajero
ARN (RNAm) de esta enzima, incre-
mentando asi la produccién de 6xido
nitrico en cultivos celulares de células

endoteliales humanas 429,

En el estudio de Xu y col @7, ellos
expresan que la cianidina-3-glicésido
(un pigmento de las antocianinas o fla-
vonoides fenélicos) induce la expresién
de la sintasa de 6xido nitrico endote-
lial y un aumento de la liberacién de
6xido nitrico de manera tiempo y do-
sis dependiente. Estos efectos mejoran
la disfuncién endotelial, normalizan la
presién arterial y previenen la ateroes-
clerosis a largo plazo. A la procianida
(miembro del grupo de las antociani-
nas) se le atribuye efectos antiinflama-
torios y vasodilatadores ®. Alarcén J,
2011 @ al investigar el efecto hipo-
tensor del extracto etandlico de Hibis-
cus sabdariffa Linn (Malvaceae), planta
con contenidos altos de flavonoides
tipo antocianinas, encontrd gran efecto
antihipertensivo, probablemente debi-
do al antagonismo de calcio mediante
la modulacién de la activacién de Ia
via de sefalizacién derivado de 6xido
nitrico del endotelio / cGMP y enzima
convertidora de angiotensina (ECA),
a sus efectos diuréticos y natriuréticos,
inhibicién de la ECA, lo que evitaria
la remodelacién vascular cardfaca o
renal. Se ha evidenciado que algunos
flavonoides, aun cuando carecen de ra-
dicales hidroxilo, son capaces de inhibir
la ECA ® y es posible que los flavonoi-
des presentes en el extracto etandlico
de Piper aduncum podrian ejercer dicho
efecto inhibidor de la ECA, lo que hu-
biera contribuido en la disminucién de
las cifras de presién arterial.

La presencia de alcaloides en el
extracto etandlico de matico sugiere
su capacidad de activar los recepto-
res colinérgicos muscarinicos, lo cual

Jorge Arroyo y col.

conlleva a un incremento del calcio
intracelular de las células endoteliales,
favoreciendo la sintesis de NO 69, Otro
de los componentes activos importan-
tes del extracto etandlico de las hojas
de Piper aduncum ‘matico’ son los tani-
nos (polifenoles naturales), los cuales
poseen una accién inhibitoria sobre la

ECA 69,

El modelo experimental con ratones
se torna interesante al haber empleado
el sensor especial en la cola del ratén
a fin de obtener la variacién de los ni-
veles de presién arterial. Se ha logrado
determinar el efecto hipotensor, de-
bido probablemente a la presencia de
elementos fitoquimicos presentes en
el extracto etandlico de matico, como
alcaloides, compuestos fendlicos, fla-
vonoides y taninos; sin embargo, es
necesario realizar futuros estudios que
permitan conocer qué compuestos
exactamente son los responsables. El
consumo tradicional de estos productos
puede ser beneficioso para la salud de la
poblacién, pero a la vez podria resultar
en eventos negativos, por lo que se re-
comienda ampliar los estudios farmaco-
légicos y toxicoldgicos.

En conclusién, se ha demostrado
efecto antihipertensivo al administrar
por via oral el extracto etandlico de Pi-
per aduncum ‘matico’ en ratones con in-
duccién de hipertension por L-NAME.
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