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RESUMEN

Los muérdagos son plantas empleadas en medicina tradicional para tratar
enfermedades como céncer e hipertension, entre otras. Entre los compuestos
bioactivos presentes en estas plantas se han identificado viscotoxinas, flavonoides,
lectinas y polisacaridos. Actualmente, diversas preparaciones del muérdago
europeo, Viscum album, se utilizan como auxiliares en el tratamiento de distintos
tipos de cancer, ya que presentan actividad citotdéxica e inmunoestimuladora. Por
otra parte, algunos estudios muestran que algunos extractos de muérdagos
presentan potencial antihipertensivo. Sin embargo, los estudios controlados sobre
las propiedades terapéuticas de este grupo de plantas se han limitado al
muérdago europeo. En este trabajo exploramos los efectos bioldgicos de extractos
acuosos y organicos obtenidos de los muérdagos americanos Phoradendron
tomentosum y Psittacanthus calyculatus. Extractos acuosos de las hojas de P.
tomentosum y oOrganicos de las hojas y flores de P. calyculatus resultaron
citotoxicos para las células HelLa de cancer cervicouterino humano. Por otro lado,
el extracto acuoso de P. calyculatus presentd un efecto vaso-relajante sobre
anillos aorticos de cobayo precontraidos con noradrenalina. Dicho efecto fue
dependiente de la concentracion del extracto, de la presencia del endotelio en el
organo, y parece actuar a través de la sintasa del 6xido nitrico (NOS). Nuestros
resultados sugieren que P. calyculatus posee propiedades anti-hipertensivas que

pueden emplearse en el tratamiento contra enfermedades vasculares.

Palabras clave: Muérdago; Psittacanthus calyculatus; Phoradendron tomentosum;

oxido nitrico; cancer



Mayte Gpe. Cervantes Badillo
Escrutinio de Compuestos Bioactivos en Especies Americanas de Muérdago

ABSTRACT

Mistletoe is employed in folk medicine for treatment of various diseases such as
cancer, hypertension and others. Some constituents that have been identified in
these plants are viscotoxins, flavonoids, lectins and polysaccharides. At the
present, several extracts of european mistletoe, Viscum album, are widely used for
different types of cancer treatment, since they exert immunomodulatory and
cytotoxic properties. Moreover, some trials show that mistletoe extracts exert
antihypertensive effects. However, the controlled trials on the therapeutic
properties of this group of plants have been limited to the european mistletoe.

In this work, we explored the biological effects of aqueous and organic extracts
from the american mistletoes Phoradendron tomentosum and Psittacanthus
calyculatus. Aqueous extracts of the P. tomentosum leaves and the organic
extracts of the P. calyculatus leaves and flowers were cytotoxic to HelLa cells of
human cervical cancer. On the other hand, the P. calyculatus aqueous extract
displayed a vaso-relaxant effect on noradrenaline-precontracted guinea pig aortic
rings. This vaso-relaxant effect was concentration- and endothelium-dependent
and it seems to act through the nitric oxide synthase (NOS) pathway. Our results
suggest that P. calyculatus posses anti-hypertensive properties that could be used

in the treatment of vascular illness.

Key words: Mistletoe; Psittacanthus calyculatus; Phoradendron tomentosum; nitric

oxide; cancer.
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INTRODUCCION

Los muérdagos son plantas hemiparasitas distribuidas mundialmente, que
crecen sobre diversas especies arboéreas. El muérdago europeo, Viscum album,
se ha empleado desde la antigiedad (ca. s IX AC) para el tratamiento de diversas
enfermedades como hipertension, cancer, epilepsia, afecciones cardiacas y artritis
(Mengs y cols., 2002). Esta especie de muérdago es hasta hoy la mas estudiada.

Actualmente, diversas preparaciones de Viscum album son comercializadas
en Europa como auxiliares en el tratamiento de distintos tipos de céancer (Ernst,
2002; Kienle y cols., 2003). Los estudios realizados in vitro o con animales de
laboratorio sugieren que los extractos de muérdago podrian tener una doble
actividad: un efecto citotoxico sobre las células tumorales, por una parte, y el
fortalecimiento del sistema inmune por la otra (Mengs y cols., 2002). Aunque los
estudios clinicos de sus efectos sobre pacientes con cancer son limitados, algunos
trabajos muestran que el empleo de los extractos o las lectinas de muérdago no
interfieren con la quimioterapia, no son toxicos para los pacientes y mejoraron la
calidad de vida de los pacientes (Dohmen y cols., 2004; Schoffski y cols., 2004).

El empleo de las preparaciones comerciales de muérdago europeo en
pacientes con diversos tipos de cancer indujo un incremento significativo en las
poblaciones de linfocitos B, T CD4", T CD8", y células asesinas (Dohmen y cols.,
2004; Kienle y cols., 2003). Las preparaciones de muérdago aumentaron también
la actividad de granulocitos, monocitos/macréfagos y células asesinas (Dohmen y
cols., 2004; Hajté y cols., 2005; Heinzerling y cols., 2006; Stein y cols., 1999), asi
como la expresion de los mMRNAs de la interleucina-1, -6, IFN-y y TNF-a, y la
secrecion de sus proteinas respectivas (Boneberg y Hartung, 2001; Hajto y cols.,
2005; Schoffski y cols., 2004). No obstante, en un trabajo se analizé el efecto de
estas citocinas sobre varias lineas de células de cancer, sin observarse un efecto
en la viabilidad celular (Thies y cols., 2005). Estos resultados pueden ser de
importancia ya que los pacientes bajo tratamiento anticancerigeno suelen verse

afectados en su sistema inmune.
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Isorel®, una preparacién comercial de muérdago europeo, resulté citotéxico
para células tumorales asciticas de Ehrlich, células CEM de leucemia humana
(Zarkovic y cols., 2001), HT29 de carcinoma humano (Cazacu y cols., 2003),
B16F10 de melanoma murino (Zarkovic y cols., 1998; Zarkovic y cols., 2001) y
células HelLa de cancer cervicouterino (Jurin y cols., 1993). Tales efectos
citotoxicos fueron, en todos los casos, dependientes de la concentracién. Por otro
lado, cultivos celulares de fibroblastos normales L929 y V79 resultaron menos
sensibles a Isorel® que las células malignas (Jurin y cols., 1993; Zarkovic y cols.,
2001).

Estudios realizados con Iscador®Qu, otra de las preparaciones comerciales
compuesta de un extracto acuoso fermentado de Viscum album, muestran que
éste induce apoptosis y, en algunos casos, necrosis en ceélulas de cancer de
pulmén (MR65, NCI-H125 y NCI-H82), de colon (Caco-2), de mama (MCF7) y
sobre una linea de células epidérmicas inmortalizadas (HaCaT). La respuesta
apoptética entre cultivos fue variable, ya que hubo lineas insensibles (0.8-4.5%
apoptosis), moderadamente sensibles (24-43% apoptosis en 24 h) vy
extremadamente sensibles (80% apoptosis en 7 h) al tratamiento con Iscador®Qu.
(Harmsma y cols., 2004).

En estudios in vivo sobre ratones con tumores inducidos, por
metilcolantreno o por transplante de células cancerigenas, la aplicacién de Isorel®
redujo el tamafio del tumor, causando apoptosis y necrosis acompafiada de una
respuesta inflamatoria, y destruyé el tejido maligno (Zarkovic y cols., 1997;
Zarkovic y cols., 2001). Ademas, Isorel® incrementé la efectividad de la
radioterapia y la quimioterapia (ciclofosfamida) al ser empleado como adyuvante
(Busing, 1997; Jurin y cols., 1993).

Las evidencias sugieren que el efecto citotoxico sobre lineas tumorales
pueden deberse a mas de un componente de los extractos (Mengs y cols., 2002;
Thies y cols., 2005; Harmsma y cols., 2004; Lyu y cols., 2001). Entre los
componentes del muérdago con efecto citotoxico se han identificado flavonoides,
alcaloides, lectinas, viscotoxinas y polisacaridos (Haas y cols., 2003; Kim y cols.,
2004; Lee y cols.,, 1999; Mengs y cols., 2002), siendo las lectinas y las
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viscotoxinas los principios activos a los que se les atribuyen los efectos mas
importantes de los extractos de muérdago.

La medicina tradicional usa también preparaciones de muérdago para el
tratamiento de la hipertension, empleando infusiones o preparaciones fermentadas
de extractos alcohdlicos-acuosos. Aunque los estudios farmacologicos en este
campo son escasos, se han reportado extractos etandlicos o butandlicos de hojas
de Viscum album con un efecto vaso-relajante sobre el sistema vascular
(Deliorman y cols., 2000; Tenorio y cols., 2005).

El efecto vaso-relajante de un extracto butandlico de V. album se ensayo6
sobre anillos adrticos de rata. Dicho extracto produjo una respuesta vaso-
constrictora sobre éstos; sin embargo, algunas fracciones derivadas del extracto
indujeron una débil relajacion del o6rgano. Por tal motivo, Deliorman vy
colaboradores sugirieron que el mecanismo de accion de las fracciones era
inhibiendo la actividad de la fosfodiesterasa (PDE) del adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) en musculo liso vascular. Sin embargo, los resultados no fueron
claros, ya que no se encontré una correlacion entre el efecto de las fracciones del
extracto y un efecto inhibitorio sobre la PDE (Deliorman y cols., 2000).

Por su parte, el efecto vasodilatador del extracto etandlico de hojas de V.
album se estudi6 sobre el modelo de corazoén aislado y prefundido de Langendorff.
El extracto caus6 una disminucion del ~37% en la presion de perfusion, la cual se
abatié en presencia de inhibidores de la sintasa de 6xido nitrico (NOS), como N°-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) o tricloruro de gadolinio. Conjuntamente, la
produccion de oOxido nitrico aumentd en presencia del extracto y disminuyé en
presencia del extracto e inhibidores de la NOS. Estos datos sugieren que el
extracto contiene moléculas con actividad vasodilatadora que pueden actuar como
inductores de la via del 6xido nitrico (Tenorio y cols., 2005).

Aungue las especies americanas de muérdago han sido poco estudiadas
hasta ahora, su empleo en la medicina tradicional es igualmente extenso y
estudios recientes sugieren que los muérdagos americanos pueden ser también
una importante fuente de compuestos bioactivos (Johansson y cols., 2003;
Rodriguez-Cruz y cols., 2003).
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Extractos hexanicos, acetonicos y metandlicos de tallos, hojas o
inflorescencias de las especies de muérdago americano Cladocolea grahami,
Phoradendron reichenbachianum y Phoradendron galeotti mostraron diverso
grado de citotoxicidad. La actividad citotoxica de dichos extractos se probd sobre
cultivos de células de cancer humano de ovario (OVCAR-5), nasofaringeo (KB), de
cérvix (UISO-SQC-1) y de colon (HCT-15) y sobre células de leucemia murina
(P388). Las tres especies de muérdago presentaron actividad citotoxica sobre los
cultivos OVCAR, P388 Y UISO; ninguna presentd actividad importante contra el
cancer de colon y solo P. reichenbachianum fue activa contra las células KB
(Waizel y cols.,, 1994). Posteriormente, el extracto con acetona de P.
reichenbachianum se estudié fitoquimicamente. Durante el proceso de purificacién
de compuestos activos, se monitore6 por la actividad citotoxica de las fracciones
derivadas del extracto sobre células HCT-15. De aqui, las moléculas citotoxicas
que se aislaron e identificaron fueron el acido mordénico y un nuevo triterpeno
(acido 3,4-seco-olean-18-ene-3,28-dioico) (Rios y cols., 2001).

Por otra parte, un extracto etandlico crudo de Psittacanthus calyculatus
también presentd un efecto vaso-relajante en anillos aorticos de rata, el cual fue
dependiente de la concentracion. En este caso, los resultados indican que el
mecanismo de accién es a través del endotelio. La incubacién del tejido adrtico
con el extracto etandlico y L-NAME abolié la relajacion de los anillos precontraidos.
Estos resultados indican que la relajacion del tejido adrtico, inducida por el
extracto, involucra la sintesis y liberacion de O6xido nitrico de las células
endoteliales. Entre las posibles moléculas bioactivas se encuentran los flavonoides
(Rodriguez-Cruz y cols., 2003). De acuerdo con las evidencias, el efecto vaso-
relajante del muérdago sobre los vasos sanguineos es mediado por el endotelio, a
través de la via de sefializacion que involucra la NOS.

Las patologias cardiovasculares son de gran impacto a nivel mundial, por lo
que muchos grupos trabajan en la busqueda de nuevos farmacos sintéticos o
naturales para el tratamiento de dichas enfermedades. Se ha reportado que
polifenoles de vino tinto (Andriambeloson y cols., 1997), extractos de Maytenus
ilicifolia (Rattmann y cols., 2006), Flos chrysanthemi (Jiang y cols., 2005), Persea
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americana (Owolabi y cols., 2005) y Eleutherococcus senticosus (Kwan y cols.,
2004), entre otros, tienen un efecto vasodilatador que depende del endotelio y
actla a través de la via del 6xido nitrico. Dado que son pocos los estudios sobre
las especies de muérdago americano, en este trabajo abordamos el potencial
citotoxico y vaso-relajante de los extractos obtenidos de los muérdagos

americanos Psittacanthus calyculatus y Phoradendron tomentosum.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal.

Ejemplares de muérdago de la especie Phoradendron tomentosum (DC) A.
Gray se colectaron de arboles de mezquite de la especie Prosopis glandulosus
Torr. var. Torreyana M.C. Johnst., que crecian en el ejido El Pajonal, Sta. Catarina,
Nuevo Leon. Ejemplares de Psittacanthus calyculatus se colectaron de mezquites
de la especie Prosopis laevigata (Wild) M.C. Johnst., ubicados en jardines publicos
en la ciudad de Querétaro, Qro. La identidad del material botanico colectado, tanto
de muérdagos como de sus hospederos, fue determinada por especialistas en
taxonomia vegetal (M. Gomez—-Sanchez, Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Auténoma de Querétaro y A.E. Estrada-Castafion, Facultad de
Silvicultura y Manejo de Recursos Naturales de la Universidad Autbnoma de
Nuevo Leodn). Ejemplares de cada colecta de material botanico se depositaron en

los herbarios de las instituciones sefaladas (CFNL y QMEX, respectivamente).

Obtencidn de extractos.

Las partes aéreas de los ejemplares de muérdago se separaron en hojas y
flores y se secaron sobre charolas de papel sin luz directa. Para la obtencion de
los extractos organicos, un kg de hojas o flores de Psittacanthus calyculatus
pulverizadas se extrajeron de manera secuencial con hexano, diclorometano y
etanol absoluto. En cada caso, las muestras se sometieron a una maceracion
inicial con 350 ml del solvente, seguida de percolaciones de aprox. 20 | con el
mismo solvente. Las extracciones se realizaron a temperatura ambiente. Los
extractos se concentraron por separado en rotavapor (28°C, 80 rpm). Una porcién
de las fracciones crudas se disolvieron en dimetil sulféxido (DMSQO) para obtener
soluciones con 500 mg/ml del extracto etandlico, 100 mg/ml del extracto
diclorometanico y 20 mg/ml del extracto hexanico.

Los extractos acuosos se obtuvieron de 100 g de hojas secas y

pulverizadas extraidas con 500 ml con solucion salina amortiguada con fosfatos
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(PBS; KCI 2.7 mM, NaCl 0.14 mM, KH,PO,4 1.5 mM, Na;HPO,4 4.3 mM) y agitacion
constante durante 12 horas a 4°C. Los extractos acuosos se centrifugaron a
12,000 rpm, por 30 min., a 4°C, en una centrifuga Sorvall RC5C Plus (Kendro
Laboratory Products; Asheville, NC, USA) y los sobrenadantes recuperados se
filtraron a través de papel Whatman (Whatman Internacional Ltd., Maidstone,
England) y filtros de 0.45 um (Millipore, Ireland) para eliminar los restos de
material particulado. Posteriormente, los extractos se dializaron a través de una
membrana Spectra/Por (SPECTRUM; Gardena, CA, USA) con tamafo de poro de
1 kDa contra agua bidestilada (650 volimenes aprox.). Los extractos se
esterilizaron por filtracion a través de membranas con poros de 0.22 um (Millipore,

Ireland) previamente a su uso en cultivo celular.

Ensayos de citotoxicidad.

Células HelLa de cancer cervicouterino humano se inocularon en placas de
24 pozos (Costar; Corning, NY, USA) a una densidad de 5 x 10° células/cm? en
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA) adicionado con 7% de suero de ternera (HyClone; Logan, UT, USA) (medio
basal; MB); y se incubaron a 37°C y en una atmosfera himeda con 5% de CO..
Luego de 48 h, los cultivos se trataron con diferentes concentraciones de los
distintos extractos en MB y la supervivencia celular se evalué mediante recuentos

celulares en hematimetro, realizados por triplicado cada 24 o 48 h.

Extraccion de DNA.

El DNA de las células tratadas con los extractos se extrajo con un ensayo
para purificacion de DNA gendmico Wizard (Promega; Madison, WI, USA).
Después de una precipitacion con etanol, 2.5 ug de DNA se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% a 50 V durante 2 h. El DNA se visualiz6
por tincién con bromuro de etidio bajo luz UV.
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Ensayos de vasodilatacién.

Los experimentos se llevaron a cabo sobre anillos aorticos de cobayo
macho de la cepa Hartley, con peso de 600 a 700 g. Los animales se mantuvieron
con acceso a comida y agua, expuestos a ciclos de 12 h de luz/12 h de oscuridad.
Los animales se sacrificaron con una dosis letal de 0.063g/kg de peso de
pentobarbital sédico (Pfizer). Luego de que los animales perdieron el reflejo ocular,
se diseco la arteria aorta, la cual se limpié de tejido adiposo y conectivo. La aorta
se corto transversalmente en anillos de 2 mm de longitud, evitando dafar el
endotelio.

Los anillos aérticos de cobayo se montaron en un vaso de érgano aislado
con 5 ml de solucion de Krebs (NaCl 128 mM, KCI 4.7 mM, MgS0O,4-7H,0 1.17 mM,
NaHCO; 14.9 mM, KH,PO, 1.11 mM, CaCl,-2H,0 1.1 mM, 5 g/L dextrosa)
conectados a un transductor de fuerza acoplado a un poligrafo Grass 7D (Grass
Instruments Co.; Quincy, Mass, USA). A los érganos se les aplicé una tension
inicial de 625 mg y luego de 30 min. de estabilizacion se indujo la contraccion en
los anillos adrticos con 5 uM de noradrenalina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA).
Posteriormente, sobre este sistema se ensayaron las propiedades vaso-relajantes
de los extractos acuosos de hojas de Phoradendron tomentosum (EAHT) o de
Psittacanthus calyculatus (EAHC). En algunos experimentos se adicion6 al ensayo
NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA), un
inhibidor de la sintasa del 6xido nitrico, o nitroprusiato de sodio (Sigma-Aldrich; St.
Louis, MO, USA), un donador de 6xido nitrico. En otros experimentos el endotelio
se removio frotando el interior del anillo con un palillo de madera para analizar su
efecto en la contraccién. La sefial poligrafica se proceso a través de un sistema de
adquisicion de datos consistente del convertidor analégico/digital PolyVIEW
version 2.5 (Grass Product Group; West Warwick, RI, USA) y los datos se

almacenaron en una computadora para su analisis.

Cuantificacion de nitritos.
Para detectar la produccién de oOxido nitrico por los anillos aodrticos,

analizamos su producto final estable, NO;", por la reaccion de Griess (Miranda y
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cols., 2001; Sun y cols., 2003). Brevemente, porciones de aortas de cobayo
equivalentes a 4 anillos (8 mm) se incubaron en solucién de Krebs, pH 7.4, a 37°C
con oxigenacion, en presencia de 1.25% de EAHC, con o sin L-NAME (600 uM).
Luego de 10 min. el medio de incubacion se recuperd y se almacend a -20°C
hasta su uso. Alicuotas de 50 ul del medio de incubacion se distribuyeron en una
placa de 96 pozos, a cada uno de los cuales se adicionaron 50 ul de sulfanilamida
(Sigma-Aldrich) al 1% en &acido fosférico 2.5% (J.T.Baker, México). Las mezclas
se incubaron por 10 min. a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se
adicionaron 50 ul de N-1-Natftiletilendiamina dihidroclorada (Sigma-Aldrich) al 0.1%
a cada pozo y las preparaciones se incubaron por 10 min. a temperatura ambiente
en oscuridad. Al término de la reaccion, se midio la absorbencia a 570 nm en un
lector de microplacas (BioRad modelo 550; Hercules, CA, USA). La concentracién
de NO, en las muestras se calculd a partir de una curva estandar de nitrito de

sodio preparada para cada experimento.
Analisis Estadistico.

Los resultados obtenidos fueron evaluados por una ANOVA de un solo

factor y los valores de P<0.05 fueron considerados como diferencia significativa.
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RESULTADOS

Obtencidén de extractos de muérdago.

Colectamos muérdagos de las especies Phoradendron tomentosum vy
Psittacanthus calyculatus, los cuales crecian sobre arboles del género Prosopis.
Separamos las hojas y las flores, las secamos a temperatura ambiente protegidas
del sol y obtuvimos harinas de los materiales secos, con las cuales preparamos
los distintos extractos. De P. calyculatus obtuvimos siete extractos: un extracto
foliar acuoso, tres extractos foliares con solventes organicos de polaridad
creciente (hexano, diclorometano y etanol) y tres extractos florales con solventes
organicos de polaridad creciente (hexano, diclorometano y etanol). De P.

tomentosum obtuvimos un extracto acuoso de las hojas.

Efecto citotoxico de los extractos de muérdago.

Preparaciones acuosas del muérdago europeo Viscum album se emplean
actualmente como adyuvantes en el tratamiento de diversos tipos de cancer. Dado
gue se conoce poco acerca de las propiedades anticancerigenas de las especies
americanas, ensayamos el efecto citotoxico de los extractos obtenidos de P.
calyculatus y P. tomentosum sobre las células HelLa de cancer cervicouterino

humano.

Los efectos de los extractos obtenidos de P. calyculatus sobre las células HelLa se
muestran en la figura 1. El extracto acuoso foliar de P. calyculatus (EAHC) no
presentd efectos citotdxicos sobre las células HelLa a ninguna de las
concentraciones ensayadas (1, 3, 5 y 10%). Por el contrario, algunos de los
extractos organicos obtenidos de las hojas o de las flores de esta especie de
muérdago si presentaron una actividad citotoxica dependiente de la concentracion
(figura 1B y 1C). El extracto diclorometanico de hoja (EDHC) no presenté efectos
citotoxicos sobre las células HelLa a concentraciones bajas (40 y 100 ug/ml). No

obstante, con 250 pug/ml del EDHC se observé un efecto citostatico sobre las
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células HelLa, mientras que con 500 ug/ml del EDHC se obtuvo un efecto
citotoxico del 96% (figura 1B). Por su parte, el extracto diclorometanico floral
(EDFC) presentd una actividad citotoxica mas potente que el EDHC, ya que se
observo un efecto citotoxico del 100% con 250, 400 y 500 ug/ml (figura 1C). Por
otro lado, concentraciones de 50 y 100 ug/ml del extracto hexanico floral de P.
calyculatus (EHFC) mostraron solo efectos citostéticos sobre las células Hela, ya
que la densidad celular de los cultivos tratados con tales concentraciones no
cambio a lo largo del tratamiento (figura 1D).

Los resultados del tratamiento de las células HelLa con el extracto acuoso
de Phoradendron tomentosum (EAHT) se presentan en la figura 2. Con 0.5% (v/v)
del EAHT se obtuvo un efecto citostatico y con 1y 5% (v/v) del extracto se obtuvo
un efecto citotdéxico del 100% (figura 2A). Dado que se han reportado proteinas
termo-resistentes presentes en extractos acuosos de Viscum y Phoradendron con
efecto citotdxico sobre células cancerosas (Mengs y cols., 2002; Johansson y cols.,
2003), incubamos el EAHT a 100°C por 15 min. a fin de caracterizar los
componentes citotoxicos del extracto. El EAHT tratado perdid su efecto citostatico
a 0.5%(v/v) y citotoéxico al 1% (v/v) aunque mantuvo cierta citotoxicidad, ya que el
5% (v/v) mantuvo un efecto citotoxico del 100% (figura 2B).

Como se observa en las micrografias, las células de los cultivos control y
tratados con DMSO se mantuvieron en buen estado (Figura 3A y 3B). Sin
embargo, las células tratadas con los diferentes extractos mostraron dafios como
fragmentacion celular y discontinuidad de la membrana celular (Figura 3 C-G).

Una vez que identificamos los extractos con actividad citotoxica sobre las
células Hela, nos preguntamos si dicho efecto induce muerte celular programada
(apoptosis) o necrosis. Para ello, tratamos cultivos celulares confluentes con los
distintos extractos a las concentraciones citotoxicas maximas. Posteriormente,
extrajimos el DNA gendmico a las 48 o 72 h de tratamiento y lo analizamos
mediante electroforesis. En caso de tratarse de apoptosis veriamos un patron de
degradacion caracteristico, con bandas discretas de multiplos de 180-200 pb. La
necrosis es un evento no controlado que resulta de la pérdida de homeostasis,

donde el contenido celular se dispersa. No obtuvimos un patrén claro de apoptosis

13



Mayte Gpe. Cervantes Badillo
Escrutinio de Compuestos Bioactivos en Especies Americanas de Muérdago

con los extractos organicos de P. calyculatus (figura 4A) o los acuosos de P.
tomentosum (figura 4B). Sin embargo, el DNA de las células incubadas con los
extractos presenta cierto grado de degradacién, lo cual no se observa en las

células control.

Efecto vaso-relajante de extractos de muérdago

Otra de las propiedades que la medicina tradicional atribuye a algunas
especies de mueéerdago es la actividad anti-hipertensiva. Para determinar si las
especies de muérdago estudiadas tienen potencial anti-hipertensivo, analizamos
su capacidad vaso-relajante sobre anillos adrticos de cobayo macho adulto. El
EAHT no present6 un efecto relajante; por el contrario, los anillos aérticos tratados
con este extracto sufrieron una contraccion mayor e irreversible, ya que luego de
retirarles el EAHT y lavarlos permanecieron contraidos (Figura 5).

Por el contrario, el EAHC presentd un efecto vaso-relajante sobre los anillos
aorticos de cobayo contraidos con noradrenalina (5 uM); dicho efecto dependié de
la concentracién, tanto en ensayos con dosis Unicas (figura 6) o acumulativas
(figura 7). En ambos casos se obtuvo casi un 100% de relajacion con la maxima
concentracion, 10% (v/v) del EAHC. Luego de aplicar el extracto lavamos los
anillos con solucion de Krebs y aplicamos noradrenalina para comprobar el estado
del anillo; la respuesta contractii se mantuvo (datos no mostrados), lo cual
evidencia que no hubo dafio del tejido aortico.

En los ensayos hasta aqui realizados, la aplicacion de los extractos indujo
un incremento variable y transitorio (EAHC) o permanente (EAHT) de la
contracciéon en los anillos aorticos. Dado que tal contraccion puede deberse a la
presencia de iones potasio en los extractos, sometimos éstos a dialisis, con lo que
la concentracion de potasio paso de 122 mEqg/L a 0.5 mEqg/L. Tras la eliminacion
del potasio, el efecto vaso-relajante del EAHC mejoré notablemente, ya que una
concentracion de 1.25% (v/v) relajé un 90% los anillos adrticos contraidos con
noradrenalina (figura 8A), es decir, una concentracion casi 10 veces menor que la

empleada en las condiciones anteriores.
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En la curva de respuesta mostrada en la figura 8A, una concentracion tan
baja como 0.156% (v/v) del EAHC ocasiond una relajacion del 6rgano del 27%,
aunque con una caida lenta pero significativa. Con el 0.312% (v/v) obtuvimos una
relajacion del 67%, cuya caida fue mas rapida y definida. Con 0.625% (v/v) y
1.25% (v/v) el tejido se relajo un 86% y 90% respectivamente, aunque la diferencia
entre estas dos ultimas concentraciones no fue estadisticamente significativa. En
el recuadro de la figura 8A se muestra la respuesta relajante de diez anillos
aorticos (correspondientes a cinco cobayos) a las distintas concentraciones.

Dado que el efecto vaso-relajante del EAHC puede actuar a través del
endotelio, o bien directamente sobre el musculo liso vascular, realizamos algunos
ensayos sobre anillos aérticos sin endotelio. Luego de la remocién de éste, la
respuesta relajante del EAHC se abolid, lo cual indica que los compuestos activos
actian a través del endotelio (figura 8B).

Una de las principales vias vaso-relajantes que trabajan a través del
endotelio involucra la sintasa del 6xido nitrico (NOS). En esta via, el NO producido
por las células endoteliales difunde a las células de musculo liso y estimula la
sintesis de GMPc, dando como resultado la relajaciéon del vaso. A fin de
determinar si el EAHC actla a través de la via NOS, indujimos la contraccién de
los anillos adrticos de cobayo en ausencia y en presencia de 600 pM de N°-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME), un inhibidor competitivo de la NOS. La aplicacion
del.25% del EAHC a anillos aérticos precontraidos en ausencia de L-NAME indujo
una relajacion del érgano de aproximadamente el 90%, confirmando los resultados
anteriores (figura 9A). Por el contrario, la presencia del inhibidor de NOS cancel6
el efecto vaso-relajante del extracto de muérdago (figura 9B).

La participacion del NO en el efecto vaso-relajante del EAHC se evalud
adicionalmente ensayando el efecto de un compuesto donador de NO sobre el
sistema y cuantificando la deposicién de nitritos inducida por el EAHC. Anillos
aorticos carentes de endotelio, precontraidos con noradrenalina, mostraron una
relajacion total cuando se les aplicé 0.1 uM de nitroprusiato de sodio (figura 10A),
un compuesto que libera NO (Moncada y cols., 1988). Ensayos paralelos tratados

con 10% de EAHC no mostraron relajacion alguna sino cuando se adiciono al
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ensayo el nitroprusiato de sodio (figura 10B). Por otro lado, la concentracion de
nitritos (los productos finales estables del NO) aumenté marcadamente en el
medio de ensayo de los anillos aérticos, cuando estos se trataron con EAHC y
disminuyo significativamente cuando los tejidos se incubaron en presencia del
extracto y el inhibidor de la NOS, L-NAME (figura 11).
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DISCUSION

El muérdago ha sido empleado en medicina tradicional para tratar enfermedades
como cancer e hipertension. Diversas preparaciones de muérdago con diferencias
en su composicién debidas al método de preparacion, al arbol hospedero y la
época de colecta, son actualmente comercializadas como una terapia
complementaria en el tratamiento contra el cancer (Mengs y cols., 2002). Los
estudios realizados a la fecha para evaluar el potencial anticancerigeno de
extractos derivados del muérdago muestran que éstos tienen actividad citotoxica
sobre lineas celulares cancerigenas (Cazacu y cols., 2003; Harmsma y cols., 2004;
Jurin y cols., 1993; Rios y cols., 2001; Waizel y cols., 1994; Zarkovic y cols., 1998;
Zarkovic y cols., 2001). Asi mismo, su uso disminuye el tamafio de tumores en
animales de laboratorio (Zarkovic y cols., 1997; Zarkovic y cols., 2001), mejora los
resultados de la quimioterapia y la radioterapia (Busing, 1997; Jurin y cols., 1993)
y estimula el sistema inmune induciendo la secrecion de citocinas como TNF-q,
IFN-y, IL-1 e IL-6 (Boneberg y Hartung, 2001; Thies y cols., 2005; Stein y cols.,
1999). Por otro lado, algunos reportes muestran actividad anti-hipertensiva de
algunas preparaciones de muérdago (Deliorman y cols., 2000; Rodriguez-Cruz y
cols., 2003). En este trabajo estudiamos el potencial anticancerigeno y anti-
hipertensivo de diversos extractos obtenidos de las especies de muérdago
Psittacanthus calyculatus y Phoradendron tomentosum, dos especies de plantas
nativas que se emplean en la medicina tradicional y pueden ser una importante
fuente de compuestos bioactivos. Obtuvimos extractos acuosos de ambas
especies y extractos organicos de polaridad creciente de hojas y flores de P.
calyculatus. Esto nos permiti6 monitorear la presencia de moléculas con actividad
citotoxica o vaso-relajante de distinta naturaleza quimica.

El potencial anti-cancerigeno de los extractos se evalu6 sobre células HelLa
de cancer cervicouterino, tomando como parametros la proliferacion celular y la
integridad del DNA. Nuestros resultados muestran que las especies estudiadas de

muérdagos americanos poseen compuestos citotoxicos sobre células de cancer
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cervicouterino humano. Aunque el extracto acuoso de hojas de P. calyculatus no
tuvo efecto citotoxico sobre las células Hela, el extracto acuoso de P. tomentosum
y las fracciones orgénicas de hojas y flores de P. calyculatus presentaron efectos
citotoxicos sobre las células Hela, los cuales dependieron de la concentracion.
Las fracciones organicas mas potentes de P. calyculatus, fueron las de
diclorometano (DCM) de flor y hoja, lo que denota la presencia de compuestos de
mediana polaridad. Trabajos anteriores reportan fracciones medianamente polares
(extraccion con acetona) con actividad citotoxica de otras especies de muérdagos
americanos (Rios y cols., 2001; Waizel y cols., 1994).

La incubacién del extracto acuoso de P. tomentosum a 100°C nos permitid
concluir que la actividad citotoxica se debe a la presencia de moléculas
termolabiles y termoestables. Estas ultimas pudieran corresponder a tioninas, las
cuales se han descrito en Viscum album (Mengs y cols., 2002) y en el género
Phoradendron (Johansson y cols., 2003; Li y cols., 2002). Las tioninas son
polipéptidos termoestables que se componen de 46 a 50 aminoacidos. Su
citotoxicidad estd asociada con un incremento en la permeabilidad de la
membrana plasmatica, dando lugar a una despolarizacion e influjo de iones Ca*,
generando dafio mitocondrial, lo que da lugar a la muerte celular (Johansson,
2003). Se ha mostrado que estas proteinas también generan especies de oxigeno
reactivo, e inducen la expresion de la proteina de membrana mitocondrial Apo2.7,
un marcador para la deteccion de células apoptéticas (Johansson y cols., 2003).

Por otra parte, el efecto citotéxico termolabil pudiera corresponder a las
lectinas, las cuales se han identificado tanto en Viscum como en Phoradendron
como los principios activos del muérdago (Lee y cols., 1999; Luther y cols., 1980;
Olsnes y cols., 1982; Thies y cols., 2005; Valentiner y cols., 2002). Las lectinas de
muérdago inducen apoptosis por un mecanismo que aun no es claro y tienen
actividad de RNA N-glicosidasa: hidrolizan un enlace especifico del rRNA 28S de
los ribosomas, inactivando asi la sintesis de proteinas (Endo y cols., 1989).

Varias lineas celulares en presencia de extractos de muérdago sufren
apoptosis, ya que muestran alteraciones apoptéticas tipicas, tal como contracciéon
celular, condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA (Bonenberg y
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Hartung, 2001; Mengs y cols., 2002). Los cultivos celulares tratados con nuestros
extractos sufrieron deterioro y muerte celular, tal como se muestra en las
micrografias y las curvas de proliferacion. Nuestros resultados sugieren que el tipo
de muerte inducida por los extractos es necrosis, puesto que después de dos dias
de tratamiento se observa un barrido en el DNA gendmico de las células
incubadas con los extractos, mas no se distingue la degradacion tipica de la
apoptosis. Algunas estrategias que pueden seguirse para descifrar el mecanismo
de muerte celular inducida por los extractos de muérdago ensayados incluyen la
identificacién con anticuerpos de caspasas en estado activo, proteinas que sufren
degradacion durante la apoptosis como gelsolina, paxilina, vimentina, citoqueratina
18 o anexina V. Otra via de apoptosis es a través de la pérdida de la integridad de
la mitocondria, por lo que de reactivos como 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato o
clorometil-X-rosamina son de gran utilidad (Harmsma y cols., 2004; Lavastre y
cols., 2002).

Otro de los usos del muérdago en la medicina tradicional es su putativo
efecto anti-hipertensivo. En el presente trabajo probamos los extractos acuosos de
P. tomentosum (EAHT) y P. calyculatus (EAHC). El EAHT no mostro efectos vaso-
relajantes, ya que al aplicarlo en el ensayo obtuvimos una mayor contraccion del
organo. Por el contrario, al aplicar 10% (v/v) del EAHC sobre los anillos aérticos
contraidos, obtuvimos una vasodilatacion casi total, a pesar del alto contenido de
sales de potasio que contenia el extracto per se. Luego de dializarlo, su eficiencia
aumenté diez veces. El efecto vaso-relajante del EAHC dependi6 de la
concentracion. La relajacion debida al EAHC fue del ~90%, muy superior al
mostrado por extractos butandlicos obtenidos de V. album, los cuales tuvieron solo
un 25% de efecto relajante (Deliorman y cols., 2000). Ademas, la relajacién
inducida por el EAHC no fue transitoria como en el caso extractos etandlicos de
esta misma planta obtenidos por otros grupos (Rodriguez-Cruz y cols.; 2003), ya
gue en nuestro caso la relajacion se mantuvo al menos por 20 minutos.

Nuestros resultados muestran que el EAHC actia a través del endotelio, ya
que la eliminacion de éste abolio el efecto relajante en su totalidad. Existen dos

vias de relajacion no transitoria dependientes del endotelio, i) por la accion de la
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prostaciclina o ii) por la accion de 6xido nitrico (NO). La relajacion inducida por el
EAHC no se afectd en presencia de indometacina, un inhibidor de la
ciclooxigenasa, una enzima clave en la sintesis de prostaciclina (datos no
mostrados). Por el contrario, el efecto vaso-relajante del EAHC se suprimid
completamente con L-NAME, un inhibidor de la sintasa de 6xido nitrico (NOS).
Ese compuesto inhibe también la produccién de NO inducida por el EAHC en los
anillos aodrticos. Estos resultados apuntan a que la sintesis y liberacién del NO
esta involucrada en la respuesta relajante.

Los efectos del NO derivado del endotelio son versatiles por lo que tienen
una gran influencia en la funcion e integridad vascular. Los ratones carentes de
eNOS (eNOS -/-) son viables y fértiles, sin embargo presentan hipertension, pobre
actividad vaso-relajante, tienen valvulas adrticas anormales, problemas de
crecimiento, agregacion de plaquetas y adhesion de leucocitos (Albrecht y cols,
2003; Li y Forstermann, 2000). En vista de los efectos protectores del NO, los
compuestos que incrementen la actividad de eNOS y/o su expresiéon son de gran
interés terapéutico.

Diversos flavonoides, lignanos y compuestos fendlicos han sido
identificados como principios activos presentes en muérdago. En nuestros
ensayos, sin embargo, este tipo de compuestos se perdieron durante la dialisis de
los extractos, ya que su peso es menor a 1 kDa. Por tanto, pudiera ser que las
substancias responsables de los efectos observados sean macromoléculas como
azucares, polifenoles, proteinas, etc. Experimentos de fraccionamiento del EAHC
actualmente en curso, permitirdn identificar la naturaleza de los compuestos
responsables del efecto vaso-relajante.

En conclusién, nuestros resultados muestran diversas actividades
biolégicas de P. calyculatus y P. tomentosum, puesto que el extracto acuoso de P.
calyculatus no presentd un efecto citotéxico como el de P. tomentosum. Por otro
lado, el extracto acuoso de P. calyculatus mostré un efecto vaso-relajante,
mientras que el extracto de P. tomentosum llevé al anillo aértico a un estado de
contraccibn mayor e irreversible. Respecto a los extractos organicos de P.
calyculatus, solo los extractos diclorometanicos de hoja y flor, y el hexanico de flor
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presentaron un efecto citotoxico. Tanto el efecto citotbxico como el relajante
dependieron de la concentracion.

Dentro de las perspectivas del presente trabajo esta la separacion de los
extractos, ya sea por métodos quimicos o bioquimicos, a fin de identificar los
compuestos puros responsables de la actividad citotdxica y de la actividad vaso-
relajante. Con ello no solo se podrian identificar nuevos farmacos y sus
mecanismos de accion, sino que ademas es posible llegar a un conocimiento mas

profundo de las funciones celulares.
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PIES DE FIGURA

Figura 1. Efecto de extractos de Psittacanthus calyculatus sobre células
HelLa. Células HelLa inoculadas en DMEM suplementado con 7% de suero de
ternera se trataron a partir de las 48 h de cultivo () con diferentes
concentraciones de extractos acuosos de hojas (EAHC; A), diclorometanico de
hojas (EDHC; B) o de flores (EDFC; C), o con extractos hexanicos de flores
(EHFC; D) de Psittacanthus calyculatus. En los dias sefialados se realizaron
recuentos celulares por triplicado para cada tratamiento. El asterisco representa
diferencias significativas respecto al control. P< 0.05.

Figura 2. Efecto del extracto acuoso de Phoradendron tomentosum sobre
células HelLa. Células HelLa inoculadas en DMEM suplementado con 7% de suero
de ternera se trataron a partir de las 48 o 72 h de cultivo ({) con diferentes
concentraciones de un extracto acuoso crudo de hojas de Phoradendron
tomentosum (EAHT; A) o con el extracto tratado a 100 °C durante 15 min (B). En
los dias sefialados se realizaron recuentos celulares por duplicado para cada
tratamiento. El asterisco representa diferencias significativas respecto al control.
P< 0.05.

Figura 3. Efecto de los extractos de muérdago sobre células HelLa. Células
HelLa inoculadas en DMEM suplementado con 7% de suero de ternera se trataron
con diferentes concentraciones de los extractos de P. calyculatus o P. tomentosum.
El estado fisico de las células se captd después de dos dias de tratamiento.
Aumento de 40x. A) Control; B) DMSO 0.5%; C) EDHC 500 ug/ml; D) EDFC 250
ug/ml; E) EHFC 100 pg/ml; F) EAHT 0.5%; G) EAHT 100°C 5%

Figura 4. Patron de DNA gendmico de células HelLa tratadas con los
extractos de muérdagos. Células HelLa inoculadas en DMEM suplementado con

7% de suero de ternera se trataron con diferentes concentraciones de los
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extractos de P. calyculatus o P. tomentosum. Después de 2 o 3 dias de
tratamiento se extrajo el DNA de las células con un ensayo de purificacion de DNA
gendmico Wizard (Promega). Después de una precipitacion con etanol, 2.5 ug de
DNA se sometieron a electroforesis en agarosa 1.5% a 50 V por 2 h. El DNA fue
visualizado por tincion con bromuro de etidio bajo luz UV. M1) marcador de 100 pb;
MZ2) Marcador de 1 kb; 1) control 48 h; 2) control 72 h; 3) DMSO 0.5% 48 h; 4)
DMSO 0.5% 72 h; 5) EDHC 250 pg/ml 48 h; 6) EDHC 250 pg/ml 72 h; 7) EDHC
500 pg/ml 48 h; 8) EDFC 250 ug/ml 48 h; 9) EHFC 100 pg/ml 48 h; 10) EAHT
0.5% 48 h; 11) EAHT 1% 48 h; 12) EAHT 1% 72 h 13) EAHT 100°C 5% 48 h; 14)
EAHT 100°C 5% 72 h 15) EAHT 100°C 7% 72 h.

Figura 5. Efecto del extracto acuoso de Phoradendron tomentosum (EAHT)
sobre la actividad vaso-relajante en anillos adrticos de cobayo. Anillos
aorticos (2 mm) de cobayo macho (600 a 700 g) se montaron en un vaso de
organo aislado con 5 ml de solucién de Krebs y se conectaron a un transductor de
fuerza acoplado a un poligrafo (Grass 7D, Grass Instruments Co. Quincy, Mass,
U.S.A)) con una tension inicial de 625 mg. Luego de 30 min. de estabilizacion, los
anillos adrticos se contrajeron con 5 uM de noradrenalina y posteriormente se
aplicé 1% (v/v) del EAHT. EIl registro es representativo de la respuesta en dos

individuos.

Figura 6. Efecto del extracto acuoso de hoja de Psittacanthus calyculatus
(EAHC) sobre anillos adrticos de cobayo. Anillos adrticos de cobayo macho
(600 a 700 g) de 2 mm de longitud se montaron en un vaso de érgano aislado con
5 ml de solucién de Krebs y se conectaron a un transductor de fuerza acoplado a
un poligrafo (Grass 7D, Grass Instruments Co. Quincy, Mass, U.S.A.) con una
tension inicial de 625 mg. Luego de 30 min. de estabilizacién, los anillos se
contrajeron con noradrenalina (5 uM) y posteriormente se aplico el EAHC a las
concentraciones sefialadas. Los registros son representativos de la respuesta en

cuatro individuos.
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Figura 7. Efecto de concentraciones acumulativas del EAPh sobre anillos
aorticos. Anillos aérticos (2 mm) de cobayo macho (600 a 700 g) se montaron en
un vaso de 6rgano aislado con 5 ml de solucidon de Krebs y se conectaron a un
transductor de fuerza acoplado a un poligrafo (Grass 7D, Grass Instruments Co.
Quincy, Mass, U.S.A.)) con una tension inicial de 625 mg. Luego de 30 min. de
estabilizacion, los anillos aodrticos se contrajeron con 5 uM de noradrenalina.
Posteriormente se aplicé el EAHC en concentraciones acumulativas: 1.25-10%. El

registro es representativo de seis experimentos individuales.

Figura 8. Papel del endotelio sobre el efecto vaso-relajante del EAHC en
anillos adrticos de cobayo. Anillos aérticos (2 mm) de cobayo macho (600 a 700
g) con (A) o sin endotelio (B) se montaron en un vaso de érgano aislado con 5 ml
de solucion de Krebs y se conectaron a un transductor de fuerza acoplado a un
poligrafo (Grass 7D, Grass Instruments Co. Quincy, Mass, U.S.A.) con una tension
inicial de 625 mg. Luego de 30 min. de estabilizaciéon, los anillos adrticos se
contrajeron con 5 uM de noradrenalina y posteriormente se aplico el EAHC a las
concentraciones sefaladas. El inserto muestra las respuestas en diez

preparaciones diferentes montadas a partir de cinco individuos.

Figura 9. Efecto del L-NAME sobre la relajacién inducida por el EAHC en
anillos adrticos de cobayo. Anillos aérticos (2 mm) con endotelio intacto se
montaron en un vaso de érgano aislado con 5 ml de solucion de Krebs y se
conectaron a un transductor de fuerza acoplado a un poligrafo (Grass 7D, Grass
Instruments Co. Quincy, Mass, U.S.A.) con una tension inicial de 625 mg. Luego
de 30 min. de estabilizacién, se indujo su contraccion con noradrenalina (5 uM) en
ausencia (A) o presencia (B) de L-NAME (600 uM) y posteriormente se aplico el

EAHC. Los registros son representativos de la respuesta en cinco individuos.

Figura 10. Efecto de donadores de NO sobre la relajaciéon de anillos aorticos

carentes de endotelio. Anillos adrticos (2 mm) de cobayo macho (600 a 700 g) a
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los que previamente se removio el endotelio, se montaron en un vaso de érgano
aislado con 5 ml de solucién de Krebs y se conectaron a un transductor de fuerza
acoplado a un poligrafo (Grass 7D, Grass Instruments Co. Quincy, Mass, U.S.A.)
con una tension inicial de 625 mg. Luego de 30 min. de estabilizacion, los anillos
se contrajeron con 5 uM de noradrenalina y su relajacion se indujo con
nitroprusiato de sodio (A) o con EAHC y nitroprusiato de sodio (B). Los registros

son representativos de la respuesta en tres individuos.

Figura 11. Efecto del EAHC sobre la produccién de NO por aorta de cobayo.
Porciones de aortas de cobayo equivalentes a 4 anillos (8 mm) se incubaron en
solucion de Krebs pH 7.4, a 37°C con oxigenacion, en presencia de 1.25% de
EAHC, con o sin L-NAME (600 uM). Luego de 10 min. se recuperd el medio de
incubacion y se estimd la produccibn de NO mediante la cuantificacién
espectrofotométrica (570 nm) de nitritos por la reacciéon de Griess. Los resultados
se muestran como la concentracion de nitritos promedio inducida por el extracto £
S.D. en fragmentos aorticos obtenidos de cinco individuos diferentes. Un asterisco
denota diferencia significativa respecto al control. Dos asteriscos denotan
diferencia significativa respecto al EAHC. P< 0.05.
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Figura 2. Efecto del extracto acuoso de Phoradendron tomentosum sobre
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Figura 3. Efecto de los extractos de muérdago sobre células Hel a.
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Figura 5. Efecto del extracto acuoso de Phoradendron tomentosum sobre la

actividad vaso-relajante en anillos adrticos de cobayo.
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Figura 10. Efecto de donadores de NO sobre la relajacidén de anillos adrticos

carentes de endotelio.
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Figura 11. Efecto del EAHC sobre la produccion de NO por aorta de cobayo.
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