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RESUMEN

La hipertension arterial es el principal factor de riesgo para el desarrollo de otras
enfermedades cardiovasculares, que constituyen las principales causas de muerte
a nivel mundial. De los antihipertensivos alopatas, muchos tienen baja eficacia,
efectos adversos y son de baja accesibilidad para la mayoria de los pacientes. En
cambio, por su amplia disponibilidad, bajo costo, reducidos efectos secundarios, las
plantas medicinales representan una alternativa para tratar dichas patologias, ya
sea proporcionando nuevos farmacos, o como remedios herbolarios. Entre estos
altimos, se encuentran los extractos estandarizados Li 132 y WS 1442, derivados
de hojas y flores de plantas del género Crataegus y actualmente comercializados
en Europa para tratar la hipertension y la insuficiencia cardiaca. Quince de esas
especies, entre ellas C. rosei, son endémicas de México. Demostramos que el
extracto metanolico de las hojas de esta especie (EMCr) produce un potente efecto
vasodilatador en aorta aislada de rata. La presente investigacion se enfoco en llevar
a cabo el estudio quimico de dicho extracto para seleccionar marcadores quimicos
y farmacoldgicos idéneos y obtener un extracto estandarizado. Se seleccionaron los
acidos ursdélico y euscafico, los cuales fueron cuantificados mediante HPLC-UV. Se
determind la miscibilidad acuosa del extracto con aditivos lipidicos a 25 y 37 °C,
permitiendo desarrollar un sistema automicroemulsionante (SAME-Cr) a partir del
extracto cuantificado, para facilitar su administracién oral y biodisponiblidad en
ratas. EI SAME-Cr se elabor6é utilizando diagramas de fase ternarios y se
caracteriz6, determinandose su capacidad de carga (solubilidad) del extracto, asi
como sus propiedades fisicoquimicas, su estabilidad fisica y quimica y su toxicidad
aguda y subaguda. Finalmente, se determind la actividad antihipertensiva del
SAME-Cry del EM-Cr en ratas con hipertension inducida con L-NAME, dando como
resultado la regresion de la presion arterial a valores normales en ambos casos,
siendo mas potente el SAME-Cr. El estudio histopatolégico de los érganos y los
pardmetros sanguineos de los animales tratados con el SAME-Cr no mostré
ninguna alteracion. Por lo tanto, el SAME-Cr es un candidato para continuar con los
ensayos preclinicos y clinicos y desarrollar un fitomedicamento de extracto de C.
rosei para tratar la hipertension.

Palabras clave: Hipertension, Crataegus rosei, marcador quimico y farmacoldgico,
microemulsion, actividad antihipertensiva



ABSTRACT

Hypertension is the main risk factor for the development of cardiovascular diseases,
which are the main cause of death worldwide, and in Mexico. Most antihypertensive
drugs have low efficacy, adverse effects, and are of low accessibility for most
patients. By contrast, due to their wide availability, low cost, reduced side effects,
and high content of secondary metabolites, medicinal plants represent an alternative
for treating such pathologies, either by providing new drugs, or as herbal medicines.
Li 132 and WS 1442, obtained from the leaves and flowers of Crataegus plant
species, are among the most phytopharmaceutical commercial drugs currently in
use for the treatment of hypertension and heart failure. Fifteen out of these species,
C. rosei among them, are endemic to Mexico. Our group has demonstrated the
potent vasorelaxant activity of the methanol extract (MECr) obtained from its leaves
on isolated rat aortic rings. The current research focued first on performing the
chemical study of this extract, in order to select its most suitable chemical and
pharmacological markers, and to obtain a standardized extract. Therefore, ursolic
and euscaphic acids were selected and quantified in the MECr. Then, the aqueous
miscibility of the MECr with lipidic additives at 25 and 37 °C was determined, which
allowed the development of a self-microemulsifying drug delivery system (SMEDDS)
containing the quantified extract, to facilitate its oral administration and bioavailabilty
to rats. This system was elaborated using ternary phase diagrams. Besides, its
capacity to solubilize the MECr, as well as its physicochemical properties, its
physical and chemical stability, and its acute and subacute toxicities were evaluated.
Finally, the antihypertensive activities of the SMEDDS and the MECr were assessed
on L-NAME-induced hypentensive rats. Blood pressure in both cases returned to
normal values, SMEDDS exhibiting the most potent activity. Histopathological study
of the SMEDDS-treated animal organs and blood parameters examination did not
reveal any alteration. Therefore, this SMEDDS is a new candidate to pursuing the
preclinical and clinical assays for the development of a phytopharmaceutical drug to
treat arterial hypertension.

Keywords: Hypertension, Crataegus roei, chemical and pharmacological marker,
microemulsion, antihypertensive activity
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1. INTRODUCCION

Entre las enfermedades no transmisibles que aquejan actualmente a la humanidad,
se encuentran en primer lugar las cardiovasculares (ECV), las cuales pueden
desarrollarse como consecuencia de factores modificables y no modificables. Los
no modificables incluyen la edad y el sexo. Por su parte, los factores modificables
engloban el sedentarismo, la ingesta elevada de grasas saturadas y trans, el
consumo excesivo de sodio y alcohol, asi como el tabaquismo, todos los cuales
propician el desarrollo de patologias, como la hipertensién arterial, la

hipercolesterolemia y la diabetes mellitus (Hernandez-Escolar y col., 2010).

En particular, la persistencia de la hipertension conduce al desarrollo de otras ECV,
como las cerebrovasculares, las isquémicas, la angina de pecho, el infarto, etc.
(Kjeldsen, 2018; Fuchs y Whelton, 2020). Existen diversos farmacos para tratar la
hipertension. Sin embargo, estos tienen eficacia limitada y acarrean efectos
adversos, ademas de ser de acceso limitado para la mayoria de los pacientes
(Peraza-Zaldivar y col., 2019).

El uso tradicional de las plantas medicinales, a las cuales recurre la mayoria de la
poblacién mundial, no solo para las enfermedades antes sefialadas, sino para la
mayoria de los padecimientos, constituye una alternativa a los medicamentos
alopaticos actuales (Scossa y col., 2018). Las plantas del género Crataegus han
constituido desde varios siglos el recurso principal para tratar las ECV en los paises

donde crecen.

De acuerdo con lo descrito por los botanicos, los miembros del género Crataegus
son de una gran complejidad taxonémica, lo cual ha dificultado, o retardado, la
identificacion correcta de varios de sus miembros, limitando de esta forma sus
estudios farmacolégicos y quimicos. Los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de
dichas plantas se consumen de manera tradicional con fines curativos (Nufiez-Colin
y Herndndez-Martinez, 2011; Nabavi y col., 2015).



Al respecto, en las ultimas décadas, se han obtenido extractos estandarizados y
remedios herbolarios del género Crataegus que han sido registrados vy
comercializados en Europa como medicamentos o preparados de medicina
tradicional a base de plantas y, de conformidad de los ultimos datos sobre su
monografia de la EMA (2025), se han utilizado con relativa eficacia y gran seguridad,

asiendo énfasis en la necesidad de su uso con la supervision medica.

México alberga alrededor de 15 especies de Crataegus identificadas, las cuales
cuentan con muy pocos estudios quimicos y farmacolégicos (Nufiez-Colin y col.,
2008). Es en ese marco que se planted en este proyecto el estudio quimico y
etnofarmacolégico de un extracto metandlico de Crataegus rosei, una de las
especies mexicanas, con la finalidad de explorar su potencial antihipertensivo. Dado
que la actividad farmacoldgica depende del perfil quimico del extracto, se llevo a
cabo un estudio exhaustivo de sus metabolitos secundarios para poder escoger
entre ellos, uno 0 mas marcadores quimicos y farmacolégicos idoneos entre ellos.
Posteriormente, se desarrollé un sistema automicroemulsionable (SAME-Cr) a partir
de su extracto metandlico, el cual se caracterizé fisica y fisicoquimicamente de
modo que normativamente constituyera un extracto estandarizado susceptible de
dosificarse en una forma farmacéutica para su administracion oral. Finalmente, se
determind la actividad antihipertensiva, asi como la toxicidad tanto del extracto
metandlico como del estandarizado. Los resultados de estos experimentos
proporcionaron suficientes datos para considerar al SAME-Cr con potencial uso

como medicamento herbolario util para el tratamiento de la hipertension arterial.



2. ANTECEDENTES

2.1 Sistema circulatorio

El sistema circulatorio cuenta con tres funciones principales: transporte, regulacion
y proteccion. Este sistema participa en el transporte de todas las sustancias
esenciales para el metabolismo celular, como por ejemplo los productos de la
digestibn que son absorbidos a través de la pared intestinal hacia los vasos
sanguineos Yy linfaticos, los desechos metabdlicos como la urea, agua y otras
moléculas que el cuerpo no necesita (para ser excretados) y las células como los
eritrocitos que transportan el oxigeno hacia los tejidos. Adicionalmente, dicho
sistema contribuye a la regulacion de la temperatura y de los procesos hormonales,
mediante la desviacion de la sangre de vasos cutaneos mas profundos hacia vasos
superficiales y a través del transporte de hormonas en la sangre, respectivamente.
Ademas, el sistema circulatorio participa en la proteccién contra la pérdida de
sangre por lesion, mediante mecanismos de coagulacion y también protege contra
agentes patdégenos por medio de la funcidn inmunitaria producida por los leucocitos.
Este sistema se divide en sistema linfatico y cardiovascular (Stuart, 2013; Taylor y
Bordoni, 2021).

El sistema cardiovascular se compone del corazén y de los vasos sanguineos. La
funcién del corazon es bombear la sangre con la presion necesaria para impulsarla
a través de los vasos sanguineos y asi transportarla hacia los tejidos. Los vasos
sanguineos se clasifican en venas, arterias y capilares, los cuales forman la red
cardiovascular que comienza en las salidas del corazon, recorre todo el cuerpo y
regresa a las principales entradas del corazén (Moore, 2013). Esta red transporta
glébulos, nutrientes, oxigeno y agentes farmacolbgicos a los tejidos. También
eliminan subproductos celulares, diéxido de carbono y sustancias quimicas toxicas
(Taylor y Bordoni, 2021).



2.1.1 Estructura de los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos se forman por tres capas: la tunica adventicia, la tinica media
y la tdnica intima (Figura 1).

Estas estructuras estan delimitadas por membranas. Entre la tunica intima y la
media, se encuentra la membrana limitante interna y la membrana limitante externa

separa la tunica media de la adventicia (Eble y Niland, 2009).

Fibras de colageno Membrana
y elastina Celula elastica interna
muscular lisa \ Tejido

cone'ctivo

Células
endoteliales

Tlnica externa Tunica Imedia Tdnicainterna
(capa exterior) (capa intermedia) (capa interna)

Figura 1. Estructura histologica de los vasos sanguineos (Eble y Niland, 2009).

2.1.1.1 La tdnica adventicia

La tanica adventicia es una capa que recubre los vasos sanguineos y se encuentra
en la parte mas externa de los vasos sanguineos. Esta capa se compone de fibras
elasticas y de colageno, fibroblastos, terminaciones nerviosas, una red de pequefios
vasos sanguineos y algunas veces macréfagos. El grosor de la adventicia varia de
acuerdo con el grosor del vaso. En venas de mediano y gran tamafio, constituye del
60 al 70 % de la pared. La funcién de esta tanica es facilitar la comunicacion entre
las diferentes capas, mediar la formacion de microvasos que nutren las capas
internas, controlar el remodelado arterial, albergar células del sistema inmune y
contribuir en la reparacién de las paredes arteriales (Eble y Niland, 2009; Cabrera-
Fischer y col., 2015).



2.1.1.2 Tunica media

La tunica media se localiza entre la tanica adventicia y la intima del vaso sanguineo;
se compone de células musculares lisas y de tejido conectivo. En esta capa, las
células musculares lisas intervienen en la regulacién de la vasoconstriccion y
vasodilataciéon. La vasoconstriccion puede activarse mediante presion o
estiramiento del tejido muscular y a través de la union de un ligando a su receptor
en la superficie celular. Esto conduce a un aumento en la concentracion de calcio
intracelular, ya sea por la liberacion de reservas internas o por la apertura de los

canales de calcio (Cabrera, 2008; Zhao y col., 2015).

2.1.1.3 Tunica intima

La tanica intima es la capa mas interna de los vasos sanguineos. Estd compuesta
por células endoteliales ancladas a una lamina basal de 80 nm de espesor. La capa
de células endoteliales recubre toda la red vascular, desde el corazon, hasta los
capilares mas pequefios. La lamina basal sirve de andamio para los vasos
sanguineos, contiene proteinas y enzimas necesarias para la angiogénesis y la
plasticidad de los vasos sanguineos (Félétou, 2011). En esta tunica intima, se

sintetizan y liberan los factores relajantes de los vasos sanguineos.

2.2 Factores relajantes derivados de endotelio

2.2.1 Vias de sefalizacion

El endotelio juega un papel esencial en la modulacion del tono vascular mediante la
sintesis y liberacion de factores relajantes y constrictores derivados de endotelio.
Estos factores y las respectivas vias de sefializacion se muestran en la Figura 2.
Los vasodilatadores incluyen las prostaglandinas (PG), el 6xido nitrico (NO) y
factores hiperpolarizantes derivados de endotelio (EDH). La vasodilatacion
dependiente de endotelio se basa principalmente en la regulacion del diametro del
vaso sanguineo mediante el equilibrio de estos factores relajantes de endotelio. El
NO modula de manera importante el tono de los vasos sanguineos grandes. Su

concentracion disminuye a medida que disminuye el diametro del vaso y la



concentracion de los EDH aumenta a medida que disminuye el tamafio del vaso
(Shimokawa y Godo, 2016).

e Stimulate

Figura 2. Vias de sefializacion de los factores derivados del endotelio (Loh y col.,
2018). Ach: acetilcolina, M3: receptores muscarinicos 3, PLC: Fosfolipasa C, Cal:
calmodulina, eNOS: o6xido nitrico sintasa endotelial, NO: Oxido nitrico, sGC:
guanilato ciclasa soluble, GTP: guanosin trifosfato, cGMP: guanosin monofosfato

ciclico, PKG: proteina quinasa C, Kv: canales de potasio dependientes de voltaje.



2.2.2 Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico es sintetizado por la enzima oOxido nitrico sintasa (eNOS) en el
endotelio vascular. Esta enzima puede ser activada de manera dependiente e
independiente de calcio. La dependiente es inducida por neurotransmisores como
la acetilcolina, la bradicinina y la histamina que, al unirse a sus receptores
especificos, son activados, promoviendo el aumento de la concentracion de calcio.
Este calcio se une a la calmodulina y el complejo calcio-calmodulina activa a la
eNOS. Mientras que la independiente es estimulada en respuesta al estrés y a
algunas hormonas que desencadenan la via de sefalizacion de la proteina quinasa
A (PKA) y la proteina quinasa B (AKT), las cuales activan a la eNOS mediante su
fosforilacion en los sitios de activacion: Serll77, Ser635 y Serll79. ElI NO
sintetizado en el endotelio se difunde al musculo liso vascular activando la guanilato
ciclasa (GC); esta convierte el trifosfato de guanosina (GTP) en monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc). El aumento de GMPc activa a la proteina cinasa
dependiente de GMPc (PKG) y esta proteina fosforila los canales de calcio, dando
como resultado una disminucion de este ion. Por otro lado, la PKG fosforila y activa
a la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) que, a su vez, desfosforila la
cadena ligera de miosina y por consecuencia, impide la formacion de los puentes
cruzados entre las cabezas de miosina y los filamentos de actina y, por lo tanto,

inhibe la contraccién (Zhao y col., 2015).

2.2.3 Prostaciclina (PGI2)

La prostaciclina es sintetizada en el endotelio a partir de su precursor, el acido
araquiddnico, el cual se encuentra en la bicapa de la membrana plasmatica. Este
acido es liberado hacia el citosol, donde es convertido en prostaglandina Hz (PGH2)
por la enzima ciclooxigenasa (COX). La prostaciclina sintasa es la encargada de
catalizar la converson de PGH2 a PGI2, la cual se difunde al musculo liso vascular
y Se une a su receptor (receptor acoplado a proteinas Gs), que a su vez induce la

activacion de la adenilato ciclasa y, por consecuencia, aumenta la concentracion de



AMPc. El incremento de AMPc intracelular activa a la PKA que desencadena la

vasodilatacion (Loh y col., 2018).

2.2.4 Sulfuro de hidrégeno (H2S)

El H2S es un gasotrasmisor que se clasifica como factor hiperpolarizante derivado
del endotelio. La sintesis de este gasotransmisor es catalizada por la enzima
cistationina B-sintasa (CBS) y/o la cistationina y-liasa (CSE) a partir de L-cisteina.
En el endotelio, el H2S activa los canales IKca Yy SKca, produciendo una
hiperpolarizacion. En el masculo liso, el H2S inhibe la fosfodiesteresa tipo 5 (PDES)
gue impide la degradacion del GMPc. También, inhibe la unién de ATP a los canales
de Katp, permitiendo la salida de K*, que da como resultado la hiperpolarizacién de
la membrana. Estos mecanismos conducen a la vasodilatacion (Wang, 2009; Loh y
col., 2018).

2.3 Importancia de las enfermedades cardiovasculares

Las ECV engloban al conjunto de alteraciones del corazén y de los vasos
sanguineos (OMS, 2021). Se pueden clasificar en: hipertension arterial (presion
arterial alta), cardiopatia coronaria (infarto de miocardio), enfermedad
cerebrovascular (apoplejia), enfermedad vascular periférica, insuficiencia cardiaca,
cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita y miocardiopatias. En conjunto, esas
enfermedades constituyen actualmente la principal causa de muerte en México y en
el mundo (Arques, 2018; INEGI, 2025).

Las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) registraron que, de
los 68 millones de defunciones reportadas en 2021, la principales causas de
muertes en el mundo se debieron a la cardiopatia isquémica, el COVID y los
accidentes cerebrovasculares. De estas tres, las dos relacionadas con el sistema
circulatorio sumaron 15.9 millones de defunciones (Figura 3). Estas dos
enfermedades también se han registrado como las principales causas de muerte
durante los ultimos 15 afios (OMS, 2024).
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Figura 3. Las diez principales causas de muerte en el mundo en 2021 (adaptado de
la OMS, 2024).

Los datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, México)
reportaron que las enfermedades cardiovasculares han sido la principal causa de
muerte en México por varios afios. De enero a septiembre del 2024, el INEGI
registré 610,404 defunciones, de las cuales, 144,925 fueron a causa de las ECV,
posicionandolas como la principal causa de muerte (INEGI, 2025). En el afio 2023,
de las defunciones ocasionadas por enfermedades del corazén, se registraron en
primer lugar las enfermedades isquémicas, que representaron el 75.5 %, seguidas
por las hipertensivas (14.6 %), las relacionadas con la circulacién pulmonar y otras
enfermedades del corazon y la fiebre reumatica aguda, y las enfermedades

cardiacas reumaticas cronicas (Figura 4) (INEGI, 2023).



DEFUNCIONES POR ENFERMEDADES DEL CORAZON
2023P
(distribucién porcentual)
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14.6

Figura 4. Defunciones por enfermedades cardiovasculares (INEGI, 2023).

2.4 Hipertension

2.4.1 Descripcion

La presion o tension arterial (TA) es la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes
de las arterias como resultado del bombeo del corazon (OMS, 2023); esta
determinada por dos factores: el débito cardiaco y la resistencia periférica total. El
débito cardiaco depende de la contractibilidad miocardica y del volumen circulante
y la resistencia periférica depende del tono del arbol arterial y de las caracteristicas
estructurales de la pared arterial. La Figura 5 muestra la compleja red de factores
involucrados en el equilibrio de la TA (Tagle, 2018).

En el adulto, la tensién arterial normal es cuando la tension sistdlica (contraccion
del corazdn) es de 120 mm de Hg y la tension diastdlica (relajacion del corazén) es
de 80 mm de Hg (OMS, 2023).

La hipertension arterial (tension arterial alta o elevada) (HTA) es una enfermedad
que se caracteriza por la existencia de una alteracibn en la que los vasos
sanguineos tienen una tensién constantemente alta (OMS, 2023). Se diagnostica
hipertension, cuando un paciente presenta una tension sistolica igual o mayor a 140
mm de Hg y/o tension diastélica igual o mayor a 90 mm de Hg (Peraza-Zaldivar y
col., 2019). En la Tabla 1, se muestran la definicién y la clasificacion de los valores

de hipertension arterial.
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Figura 5. Regulacion de la presion arterial (Tagle, 2018).

A la hipertension, también se le conoce como asesino silencioso, ya que no produce

sintomas alertadores de que algo anormal estd pasando en el cuerpo. La HTA es

un factor muy importante para el desarrollo de las demas ECV (Kjeldsen, 2018;

Fuchs y Whelton, 2020). En México, la HTA constituye uno de los principales

problemas de salud publica, con un tercio de los adultos la padece. Lo cual,

representa una prevalencia del 31.5% en la poblacion. Cabe destacar que esta

incidencia ha permanecido estable en el ultimo afio reportado. Cabe resaltar, el 43

% de los hipertensos desconocen que padecen esta enfermedad (Peraza-Zaldivar
y col., 2019; ENSANUT, 2024).
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Tabla 1. Clasificacion de los valores de presion arterial (Peraza-Zaldivar y col.,
2019).

GRUPO Presion arterial sistdlica Presion arterial diastdlica
(mm Hg) (mm Hg)
Optima <120 <80
Normal 120 - 129 80 -84
Normal-alta 130 - 139 85 -89
HTA grado 1 140 - 159 90 -99
HTA grado 2 160 -179 100 - 109
HTA grado 3 > 180 >110
HTA sistolica > 140 <90
aislada

2.4.2 Tratamiento de la hipertensién

Los estudios previos han demostrado que el tratamiento farmacolégico de la
hipertension disminuye la morbilidad y la mortalidad cardiovascular. La OMS y la
sociedad internacional de hipertensién clasifican a los farmacos antihipertensivos

en seis grupos, de acuerdo con su mecanismo de accién (Bragulat y Antonio, 2001).

2.4.2.1 Alfabloqueantes

Los alfabloqueantes, también conocidos como antagonistas a-adrenérgicos, son
farmacos utilizados para el tratamiento de la hipertension (Laurent, 2017). Se
clasifican en bloqueantes no selectivos a1 + a2 y bloqueantes selectivos a1. Los
bloqueadores a1 disminuyen la presién arterial por bloqueo postsinaptico, anulando
el efecto vasoconstrictor de la noradrenalina y provocando dilatacién arterial y
venosa (Civantos-Calzada y Aleixandre De Artinano, 2001). Los siguientes
farmacos son ejemplos de alfabloqueantes: fentolamina, fenoxibenzamina,

prazosina, terazosina, doxazosina, alfuzosina y tamsulosina (Flérez, 2014).
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2.4.2.2 Betabloqueantes

Los farmacos B-bloqueantes, también llamados antagonistas p-adrenérgicos, son
utilizados para tratar diversas enfermedades cardiovasculares. Estos se clasifican
en no selectivos, que producen un bloqueo competitivo en los receptores B1y B2y
los selectivos, que presentan mayor afinidad por el receptor B1 (Lang y col., 2015).
Los receptores B-adrenérgicos son receptores acoplados a proteinas Gs, cuya
estimulacién activa a la enzima adenilato ciclasa (AC), la cual produce un aumento
del 3’,5’-adenosina monofosfato ciclico (AMPc) en el espacio intracelular. Este
aumento de la concentracion de AMPc activa la proteina cinasa dependiente de
AMPc (PKA), la cual fosforila multiples proteinas como las contractiles, los canales
de calcio, el fosfolamban y mdltiples factores de transcripcién nuclear que ejercen
diversas actividades fisiologicas en el corazon. En el corazén, la PKA fosforila y
activa los canales de Ca?* tipo L y los canales RyR2 (receptor de Rianodina 2) del
reticulo sarcoplasmatico. El resultado es un aumento de las concentraciones de
calcio, lo que a su vez ocasiona un aumento en la contractilidad (efecto inotrépico
positivo) y un aumento en la frecuencia cardiaca. Cuando la PKA fosforila al
fosfolamban disminuye su actividad inhibidora sobre la SERCA2a (ATPasa de calcio
del reticulo sarcoplasmico), facilitando la reincorporacién del Ca?* intracelular en el
reticulo sarcoplasmatico. PKA fosforila también a la troponina I, lo que favorece la
disociacion del complejo TnC-Ca?*. Estos dos Ultimos efectos incrementan el tiempo
de relajacién cardiaca (efecto lusitropico positivo). Los B-blogueantes se unen
selectivamente a los receptores [B-adrenérgicos, produciendo un antagonismo
competitivo y reversible de los efectos de las catecolaminas sobre estos receptores
localizados en el corazén. Este antagonismo produce una disminucion en la
frecuencia cardiaca, en la contractilidad cardiaca y una disminucion en la presion
arterial. Algunos ejemplos de este grupo de farmacos son: propranolol, nadolol,

metoprolol, nevibolol (Lépez-Sendé y col., 2004; Flérez, 2014).
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2.4.2.3 Antagonistas de los canales de Ca?*

El calcio regula varios procesos, entre ellos la contraccidon de los musculos estriado,
liso y cardiaco, mediante un incremento de la concentracion intracelular de este ion.
En el musculo liso, el calcio citosolico se une a la proteina calmodulina, formando
un complejo calcio-calmodulina, que activa a la quinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK). Esta a su vez fosforila a la cadena ligera de miosina que facilita la
interaccion de la actina con el calcio. La relajacion muscular se produce mediante
el antagonismo de los canales de calcio tipo L, lo cual genera una disminucion de
los niveles de calcio intracelular que reduce la actividad de la MLCK vy, por
consecuencia, predomina la cadena ligera de miosina defosforilada CLMP
(inactiva). En el masculo cardiaco, el proceso se inicia con la llegada de un impulso
nervioso que conduce a la activacion de los canales de calcio dependientes de
voltaje (VDCCs). El flujo de iones hacia el citoplasma incrementa la concentracion
de calcio. Al antagonizar estos canales, disminuye la presion arterial, debido a la
relajacién en el musculo liso arteriolar y a la resistencia vascular periférica. Estos
antagonistas también bloquean este tipo de canales en corazén, reduciendo su
contraccion y su frecuencia cardiaca. Algunos farmacos antagonistas de canales de
Ca?* son: dihidropiridinas (nifedipino, amlodipino, felodipino, nicardipino, isradipino
y nimodipino), bencilalquilaminas (verapamilo) y benzotiazepinas (diltiazem)
(Florez, 2014).

2.4.2.4 Diuréticos

Este grupo de farmacos actla directamente en el rifién, produciendo una pérdida
de Na* y agua del organismo (Flérez, 2014), dando como resultado una disminucién
de la presion arterial, mediante una reduccion del volumen de liquido extracelular.
Al disminuir el volumen plasmatico que se produce en respuesta a un aumento de
la excreciéon de Na*, reduce el retorno venoso y disminuye el gasto cardiaco. Los
diuréticos se pueden dividir en: inhibidores de la anhidrasa carbonica
(acetazolamida), diuréticos de asa (furosemida), tiazidas (hidroclorotiazida) y

ahorradores de potasio (amilorida) (Saturno-Chiu, 2017; Laurent, 2017).
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2.4.2.5 Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECAS)

Los IECAs son farmacos de primera eleccion para tratar la hipertension (Kaur y col.,
2015). La enzima convertidora de angiotensina (ECA) hidroliza un dipéptido
carboxilo terminal de la angiotensina | para producir la angiotensina Il, un
octapéptido que incrementa la presion arterial. La inhibicidon de esta enzima evita la
produccion de angiotensina Il (Saturno-Chiu, 2017), lo cual ayuda a reducir la
presion sanguinea por medio de la reduccion de la resistencia vascular periférica,
sin incrementar el gasto cardiaco, la frecuencia cardiaca o la contractibilidad. Este
grupo incluye los siguientes farmacos: captopril, enalapril, lisinopril, fosinopril,

quinapril y ramipril (Kaur y col., 2015).

2.4.2.6 Antagonistas de los receptores de angiotensina |l

Los antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARA 1) son recetados para
tratar la hipertension arterial, como monoterapia o en conjunto, cuando los IECAs
no son tolerados (Garay y col., 2017).

El sistema renina-angiotensina es una compleja cascada enzimatica, que da como
resultado la formacion de angiotensina Il, que es un vasoconstrictor. Por su parte,
la angiotensina Il tiene dos tipos de receptores: los AT1y los AT2. Los ARA Il actian
bloqueando la unién de la angiotensina Il con su receptor AT1 (presente en vasos
sanguineos y corteza adrenal). La union es competitiva y la accién es irreversible.
Esto evita la vasoconstriccion y la produccion de aldosterona, llevando asi a una
reduccion de la resistencia periférica, asi como la disminucion de la volemia y dando
como consecuencia una disminucién de la presion arterial (Garay y col., 2017).
Algunos ejemplos de farmacos ARA Il son: losartdn candesartan, eprosartan,
irbesartan, valsartan, telmisartan y olmesartan (Florez, 2014).

Finalmente, cabe mencionar que la utilizacion terapéutica de los grupos de farmacos
antihipertensivos se debe basar en varios pardmetros, como la presencia de
enfermedades asociadas, efectividad, tolerancia o impacto sobre la calidad de vida
y efectos secundarios (Bragulat y Antonio, 2001). En la Tabla 2, se mencionan los
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efectos secundarios de los farmacos antihipertensivos (Peraza-Zaldivar y col.,
2019).

Tabla 2. Efectos secundarios de los grupos de farmacos antihipertensivos (Peraza-
Zaldivar y col., 2019).

Diuréticos tiazidicosy Hipocalemia, aumento en los niveles de acido Urico,

de asa
Diuréticos

ahorradores de K*

Betabloqueantes

Alfabloqueantes

Antagonistas de
canales de Ca?* tipo
dihidropiridinas
(nifedipina)
Antagonistas de
canales de Ca?* tipo
verapamilo o
diltiazepam

IECASs

Antagonistas de
receptores de
Angiotensina

hiperglucemia e hiperlipidemia.

Hipercalemia, ginecomastia y disfuncion sexual en el
varon (estas dos ultimas producidas por la
espironolactona).

Broncoespasmo, depresion, insuficiencia vascular
periférica, hipertrigliceridemia.

Hipotension ortostatica y taquicardia.

Taquicardia, cefalea, enrojecimiento facial, edemas

pretibiales.

Crono e inotropismos negativos y estrefliimiento.

Tos irritativa, erupciones y disgeusia.

Mareo.
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2.5 Plantas medicinales en el tratamiento de enfermedades

2.5.1 Importancia medicinal

Desde la antigliedad, las plantas se han utilizado con fines terapéuticos para tratar
diversos padecimientos. Existen escritos antiguos que describen el uso de las
plantas como remedios. Por ejemplo, el hombre primitivo, de quien datan las
primeras evidencias arqueoldgicas de las preparaciones a base de hierbas, asi
como las civilizaciones del Antiguo Egipto y Mesopotamia, las cuales describieron
las propiedades de las hierbas en cientos de manuscritos (Sucher y Carles, 2008;
Sharma y Sarkar, 2013; Scossa y col., 2018).

En el afio de 1534 a.C., la civilizacion egipcia redacté un documento médico llamado
“Papiro de Ebers”, en donde se describen diversas preparaciones farmacéuticas y
multiples drogas, tanto de origen animal como de origen vegetal, entre ellas el ajo,
la cebolla y el enebro. Mientras que en la cultura india, en el afio 1500 a.C., en el
poema épico de los “Vedas”, se menciona el uso de varias plantas medicinales vy,
en el afo 700 a.C., el médico Chakara Samhita describi6é alrededor de 350 plantas
de uso medicinal (Velasco-Lezamay col., 2004).

Otro referente importante es la obra Peri Hyles latrikés mas conocida como “De
Materia Médica”, que fue escrita por Dioscérides en el siglo | d.C. y que es
considerada la precursora de las actuales farmacopeas. Este trabajo se compone
de 5 libros en los que se discuten mas de 600 plantas, 35 productos animales y 90
minerales con aplicaciones médicas e incluye el origen de la planta, su habitat, sus
caracteristicas fisicas, el método de preparacion medicinal, una lista de los usos
terapéuticos y hace referencia a algunos efectos secundarios nocivos para la salud
(Tobyny col., 2011).

En el caso de los paises de América, existen registros sobre el uso medicinal
ancestral precolombino de los recursos naturales, particularmente de vegetales,
para paliar o curar enfermedades. Sin embargo, al igual que la obra De Materia
Medica, el texto impreso mas reconocido por su impacto como material de
referencia para la practica de lo que actualmente corresponde respectivamente, a

la Medicina y a la Farmacia en Mesoameérica es el Libellus de Medicinalibus Indorum
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Herbis, mejor conocido como Cadice de la Cruz-Badiano, que data del afio 1552 y
se denomind asi porque el material original con textos y dibujos fue escrito en
Nahuatl por Martin de la Cruz y traducido al latin por Juan Badiano (Turner, 2007).
Es asi que la Medicina Tradicional y Complementaria ha perdurado hasta la
actualidad, con mas del 88% de los paises miembros de la OMS que reconocen su
uso por su poblacion (WHO, 2023) y, particularmente en los paises en desarrollo,
se estima que alrededor del 80% de la poblacion recurre al uso de los remedios
tradicionales, principalmente los elaborados a partir de plantas, para tratar sus
necesidades de atencion médica y cerca del 25.3% de los medicamentos actuales
son de origen vegetal (Motalib y col., 2014). Ademas, 53.3% de los medicamentos
actuales provienen directamente de organismos (plantas, bacteria, hongos,
animales) o derivan de ellos, incluyendo los sintéticos (Newman y Cragg, 2020).
En los Ultimos afos, ha resurgido el interés por la investigacion de los medicamentos
derivados de plantas medicinales. Gracias al conocimiento de los sistemas de salud
antiguos, los productos naturales son la fuente principal del descubrimiento y
desarrollo de nuevos farmacos (Motalib y col., 2014; Salehi y col., 2019).

2.5.2 Género Crataegus

2.5.2.1 Taxonomia del género Crataegus

El género Crataegus pertenece a la familia Rosaceae de la subfamilia Maloideae,
supertribu Pyroidae, subtribu Pyreae (Zuiter y col., 2012). Se ha reportado que
existen aproximadamente 1000 especies de este género, las cuales estan
distribuidas en Europa, Asia Central y Oriental, Mediterraneo, Africa del Norte y
América del Norte (Alirezalu y col., 2020). La taxonomia del género Crataegus es
una de las mas complejas entre las plantas superiores a nivel mundial (NUfiez-Colin
y Herndndez-Martinez, 2011).

En México, a las especies del género Crataegus se les conoce comunmente como
“tejocotes”, término que proviene del Nahuatl “te-xocotl” que significa fruta dura y
agria (Nufez-Colin y Hernandez-Martinez, 2011). Los prehispanicos cultivaban

estas especies para consumo personal y posteriormente las cultivaban para fines
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comerciales. Por otra parte, en México se utilizan los frutos de tejocote en las
celebraciones de todos los santos y en la elaboracién del ponche de fruta. Por esta
razén, las especies de Crataegus son de gran importancia en la cultura tradicional
mexicana (Nufiez-Colin y col., 2008; Lépez-Fitz 2023; Cui y col., 2024).

En 1997, Phipps report6é 13 especies del género, las cuales estan distribuidas en el
norte y centro de México y 2 especies en el sur; de estas, 9 o 10 son endémicas.
Las 15 especies se dividen en seis series taxondémicas, las cuales se describen a
continuacion (Nufez-Colin y col., 2008).

Serie 1. Parvifoliae (Loudon) Rehder: Crataegus uniflora distribuida en Tamaulipas.
Serie 2. Mexicanae (Loudon) Rehder: Crataegus mexicana distribuida en el estado
de México, Hidalgo, Puebla, Michoacan, Jalisco, Guanajuato y Veracruz; C.
stipulosa distribuida en Chiapas, Guerrero, Oaxacay Veracruz; C. nelsoni Eggleston
localizada en Chiapas.

Serie 3. Crus-galli (Loudon) Rehder: C. gracilior distribuido en Hidalgo, Puebla, San
Luis Potosi, Tamaulipas, Michoacan, Estado de México, Oaxaca y Veracruz; C.
rosei Eggleston, dividida en 2 subespecies: C. rosei subesp. parryana distribuida en
Tamaulipas, San Luis Potosi, Nuevo Leb6n e Hidalgo. C. rosei subesp. rosei,
presenta tres variedades botanicas: rosei subesp. rosei var. rosei distribuida en
Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Nayarit, Nuevo Leon,
Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa y Tamaulipas; C. rosei subesp. rosei var.
Mahindae distribuida en San Luis Potosi, Nuevo Ledn y Tamaulipas; C. rosei
subesp. rosei var. amoena localizada en Coahuila y Nuevo Leon (Figura 6).

Serie 4. Madrenses J. B. Phipps: C. tracyi, presenta tres variedades botanicas: C.
tracyi var. tracyi localizada en Texas, C. tracyi var. coahuilensis localizada en
Coahuila, C. tracyi var. Madrensis distribuida en Coahuila y Nuevo Ledn, C.
aurescens J. B. Phipps encontrada en Coahuila y Nuevo Ledn.

Serie 5. Greggianae J. B. Phipps: C. greggiana Eggleston, presenta dos variedades:
C. greggiana var. greggiana dispersas en Coahuila, Nuevo Leon, Tamaulipas y
Texas; C. greggiana var. pepo en Coahuila y Nuevo Leon; C. serratissima J. B.

Phipps en Hidalgo y probablemente Querétaro, San Luis Potosi y Nuevo Leon; C.
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sulfurea J. B. Phipps dispersa en Coahuila'y Nuevo Ledn; C. grandifolia J. B. Phipps,
presenta dos variedades botanicas: C. grandifolia var. grandifolia localizada en
Coahuila y C. grandifolia var. potosina localizada en Nuevo Leon.

Serie 6. Baroussanae J. B. Phipps: C. baroussana Eggleston, dividida en dos
variedades botanicas: C. baroussana var. baroussana distribuida en Coahuila y
Nuevo Ledn, C. baroussana var. jamensis localizada en Coahuila; C. cuprina J. B.
Phipps encontrada en Nuevo Ledn; C. johnstonii J. B. Phipps localizada en Coahuila
(Nufez-Colin y Herndndez-Martinez, 2011).

Areas geogréficas

B Sierra Madre Occidental
Altiplanicie Central
Sierra Madre Oriental

M Sierra Volcanica Transversal
B Los Altos de Chiapas

Figura 6. Distribucién geogréfica de la especie Crataegus rosei en México
(Modificada de Piedra y col., 2016).

2.5.2.2 Uso tradicional del Género Crataegus

Las especies del género Crataegus han sido cultivadas también por el consumo de
su fruta en algunos paises de Asia, de Europa y del Continente Americano (Zarreiy
col., 2015). Estas especies se han usado en la medicina tradicional para tratar
diferentes problemas de salud, principalmente enfermedades cardiovasculares

(Kallassy y col., 2017). Sin embargo, también se emplean para el tratamiento de
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disnea, asma, hiperlipidemia, problemas digestivos (diarrea), enfermedad de la
vesicula biliar, el insomnio y como agente antiespasmaodico (Wang y col., 2013).
Los remedios elaborados a partir de hojas y flores del género Crataegus fueron
mencionados por primera vez por Dioscorides en su libro titulado “De Materia
Medica”, en el siglo | d.C, principalmente para tratar enfermedades cardiacas y
fortalecer el corazén “envejecido” (Nabavi y col., 2015). A finales del siglo XIX, se
retoma nuevamente en la medicina tradicional el uso de Crataegus (Du y col., 2019);
en el afio de 1941, se incluyeron en la farmacopea alemana los extractos del género
Crataegus y en el 2016 la Agencia Europea del Medicamento (EMA), a través del
Comité de Medicamentos a Base de Hierbas (HMPC), reconoci6 el uso tradicional
de Crataegus para tratar algunos sintomas cardiacos (Holubarsch y col., 2018;
Cloud y col., 2020).

En la actualidad, se utilizan preparaciones del género Crataegus para tratar
enfermedades cardiovasculares como la hipertension, las enfermedades
coronarias, la insuficiencia cardiaca y las arritmias cardiacas. Asimismo, posee
efecto ionotrépico positivo, efecto protector del endotelio y a la lesion por
isquemia/reperfusion (Alp y col., 2016).

Se ha reportado que el efecto farmacoldgico de las especies del género Crataegus
se debe principalmente a los polifenoles, bioflavonoides, glucésidos de flavonoides,
triterpenoides, taninos (procianidinas oligoméricas), antioxidantes, vitaminas, acidos

organicos y algunos acidos fendlicos (Alirezalu y col., 2020; Du y col., 2019).

2.5.2.3 Compuestos quimicos predominantes en el género Crataegus

El género Crataegus posee grandes cantidades de carbohidratos, vitaminas,
minerales (Zhang y col., 2020) y diferentes metabolitos secundarios, entre ellos
flavonoides, acidos fendlicos, procianidinas, antocianinas, acidos triterpénicos y
lignanos (Yang y Liu, 2012). Los compuestos y el contenido de cada uno de ellos
varian de acuerdo con la parte de la planta. Dentro de los compuestos encontrados
en Crataegus, los polifenoles se encuentran entre los principales metabolitos

secundarios bioactivos (Zhang y col.,, 2020). Por ejemplo, las procianidinas
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oligoméricas y sus glucosidos son abundantes en las frutas y, en las hojas, se
encuentran presentes los flavonoles, los glucésidos de flavonol y las C-glucosil

flavonas (Yang y Liu, 2012).

2.5.2.3.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de origen natural que se encuentran en frutas,
verduras y plantas naturales; se dividen en antocianinas, flavan-3-oles, flavanonas,
flavonas, flavonoles e isoflavonas (Kent y col., 2018). Se ha demostrado que estos
compuestos poseen un alto valor terapéutico, ya que ayudan a tratar algunas
enfermedades crénicas como algunos tipos de canceres, enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus y enfermedades neurodegenerativas (Shiy col.,
2019).

De las hojas, flores, bayas y frutas del género Crataegus se han aislado diferentes
flavonoides (Shi y col., 2019). Por ejemplo, en las flores y hojas, se han aislado
flavonoides de tipo flavonol y flavanona (Soares y col., 2019), principalmente en
forma de glucésidos (Abuashwashi y col., 2016), mientras que en las bayas se han
aislado flavonoides de tipo antocianinas (Soares y col., 2019). Gracias a estos
compuestos, el género presenta actividad terapéutica (Lund y col., 2020).

Los principales flavonoides identificados en las especies del género Crataegus son
vitexina, isovitexina, hiperésido, rutina, quercetina, (+)-catequina, (-)-epicatequina
(Abuashwashi y col., 2016).

En las especies asiaticas del género, también se han identificado (-)-epicatequina,
vitexina, 2"-O-ramnosilvitexina, hiperdsido, isoquercitrina (Wen y col., 2017), rutina,
4"-O-glucésilvitexina, 2"-O-rhamnosilvitexina, shanyendsido A, quercetina (Zhu y
col., 2015), isoorientina, orientina, 3-O-glucosil-8-metoxi-kaempferol, bioquercetina,
pinnatifidina, leucocianidina, luteolina, herbacetina, santina (Wu y col., 2014) y en
las especies europeas se identificaron tres glucésidos de apigenina, cratenacina
(2”-O-ramnosil-4”-acetilvitexina) (Edwards y col., 2012), naringenina, hiperdésido,

rutina, isovitexina, vitexina y 2"-O-ramnosilvitexina (Figura 7) (Lund y col., 2020).
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En las especies mexicanas, se han aislado e identificado rutina, quercetina,
kaempferol, (+)-catequina (Hernandez-Pérez y col., 2014), 3-O-glucaosilquercetina,
3-O-ramnosilquercetina, quercetina 3-O-ramnosil-(1—6)-glucésido y 3-O-ramnosil-
(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-glucoésilquercetina  (Garcia-Mateos 'y col.,, 2013),
epicatequina y 6-hidroxicumarina-(4"—8)-(-)-epicatequina (Rico-Chavez, 2016).

En las hojas de C. rosei se identificaron la vitexina, epicatequina y rutina (Rodriguez-
Martinez, 2021.)

Isovitexina

OH
OH

HO O

" oH
OH
Epicatequina Kaempferol

Apigenina

Figura 7. Estructuras de los flavonoides identificados en el género Crataegus.
2.5.2.3.2 Proantocianidinas (taninos condensados)

La palabra tanino fue utilizada para identificar a algunos compuestos organicos que

sirven para curtir pieles de animales, actividad que en inglés se conoce como
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tanning (del verbo tan: curtir). En la actualidad, este término es utilizado para
nombrar a un grupo de metabolitos secundarios heterogéneos de masa molecular
alta y complejidad elevada (Olivas-Aguirre y col., 2015).

Los taninos se clasifican normalmente en dos grupos: A) los taninos hidrolizables,
los cuales se hidrolizan por la accion de los acidos, bases o enzimas, en un azucar,
un polialcohol y un acido fenolcarboxilico. Dentro de esta categoria, existe la
subclasificacion siguiente: los galotaninos (con acido galico) y elagitaninos (con
acido elagico), B) el segundo grupo esta integrado por los taninos condensados
[también llamados taninos no hidrolizables o proantocianidinas (PA)], con ndcleo de
flavonoide, los cuales constituyen una clase de polifenoles oligoméricos y
poliméricos con flavan-3-oles [(+)-catequina y (-)-epicatequina] como bloques
monoméricos de construccion, unidos mediante enlaces C—C. Estos se pueden
clasificar en tipo Ay tipo B, dependiendo de la unién de las unidades de flavan-3-ol
(Hellenbrand y col., 2015).

En las proantocianidinas de tipo A, los flavan-3-oles se unen en 2—0—7 o
23—0—>5 (a través de enlaces interflavanos) y las proantocianidinas de tipo B estan
unidas entre el C-4 y el C-6 o C-8 del anillo A flavanico (Hellenbrand y col., 2015).
Por otra parte, se ha reportado que uno de los ingredientes activos de las especies
del género Crataegus son las procianidinas (Sendker y col., 2013). En hojas y flores
de Crataegus laevigata y Crataegus monogyna, se han aislado los dimeros B-2, B-
4y B-5, trimeros C-1 y tetrdmero D-1 (Svedstrom y col., 2002; Nabavi y col., 2015);
estas procianidinas pertenecen al grupo de proantocianidinas de tipo B; en
Crataegus laevigata se identific6 el pentdmero E. En la Figura 8 se muestran las
estructuras de algunas de las procianidinas ya identificadas en el género Crataegus
(Yang y Liu, 2012).

2.5.2.3.3 Triterpenos

Los triterpenos son un grupo de metabolitos secundarios biolégicamente activos,

gue se encuentran en los tejidos vegetales y pertenecen a uno de los grupos mas
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grandes de terpenos. Se estima que existen mas de 4,000 triterpenos en la
naturaleza (Bahadir-Acikara y col., 2018).

La estructura de los triterpenos, que por definiciébn consta de 30 carbonos, esta
formada por el dimetilalildifosfato como unidad iniciadora y unidades de
isopentenildifosfato como extendedoras, que se unen de cabeza a cola. Los
triterpenos se dividen en lineales, tetraciclicos y pentaciclicos, e incluyen anillos mas
frecuentemente de cuatro y cinco miembros, pero también de dos y tres miembros
(Chudzik y col., 2015).

HO

OH ‘:EJH“
Procianidina B-5 Procianidina D-1 Procianidina E

Figura 8. Estructuras de algunas procianidinas encontradas en las especies del

género Crataegus.
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En especies del género Crataegus pertenecientes a Europa y Asia, se han
identificado triterpenos y sus derivados como acido ursdlico, acido 2a,3p,19a-
trihidroxiursolico, acido corosdlico, cuneataol, cicloartenol, uvaol, &cido oleandlico,
acido crataegolico, butirospermol, 24-metilen-24-dihidrolanosterol y betulina (Wu y
col., 2014).

Los estudios quimicos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion de la
Facultad de Quimica de la UAQ sobre especies mexicanas de Crataegus han
permitido aislar e identificar algunos triterpenos. En las hojas de C. gracilior, se
aislaron los acidos ursolico y corosolico (Hernandez-Pérez y col., 2014) y en las
flores de esta misma especie, los acidos corosolico y euscafico. Ademas, en las
hojas de C. rosei, se aislaron e identificaron los &cidos ursadlico, euscafico, maslinico

y corosolico (Figura 9) (Lopez-Fitz, 2019).

Acido ursdlico Acido olendlico Uvaol

HO = 29. 30 z

HO,,

HO

Acido euscéfico Acido maslinico Acido corosdlico

Figura 9. Estructuras de los triterpenos identificados en especies del género

Crataegus.
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2.5.2.4 Efectos farmacologicos de los metabolitos secundarios identificados en C.
rosei

Se ha demostrado que el &cido ursolico posee varias actividades farmacolégicas,
entre las cuales destacan las actividades enfocadas en la prevencion y el
tratamiento del cancer, la diabetes, las enfermedades hepéticas, las enfermedades
cerebrales y cardiovasculares (Seo y col., 2018). Con respecto a las enfermedades
cardiovasculares, se ha comprobado que el &cido ursélico posee actividad
vasodilatadora en anillos aorticos de rata precontraidos con fenilefrina. Dicho efecto
depende de las vias del NO/cGMP y del H2S/Katp, mediante la activacion directa de
las enzimas 6xido nitrico sintasa (eNOS) y la cistationina gamma-liasa (CSE) en el
sitio de unién alostérico (Luna-Vazquez y col., 2013). Adicionalmente, existen
investigaciones que demuestran que este triterpeno posee actividad
antiaterogénica. Por otra parte, Li y col. (2018) evidenciaronn en estudios in vitro e
in vivo que el &cido ursodlico atenta la aterosclerosis mediante la inhibicién del
receptor 1 de la lipoproteina de baja densidad (LDL) oxidada (LOX-1) a traves de la
via de sefalizacion NF-kB. También, se ha comprobado en estudios in vitro e in vivo
qgue la administracion intragastrica de 40 mg/kg de este triterpeno disminuye la
frecuencia cardiaca. Ademas, la administracion intraperitoneal con 2 y 6 mg/kg
durante 10 dias inhibe la estenosis luminal, en un modelo de lesién vascular en ratas
(Seo y col., 2018). Todos estos datos hacen del &cido ursolico una molécula que
como metabolito vegetal cobra especial interés para su uso en enfermedades
cardiovasculares.

Por su parte, el acido maslinico presenta actividades antitrombética y
cardioprotectora. Dentro de esta Ultima, destaca su actividad vasodilatadora en
aorta aislada de rata (normotensas e hipertensas), mediante la participacion de la
via del 6xido nitrico (Rodriguez-Rodriguez y col., 2006; Claro-Cala y col., 2020).
En cuanto al acido euscafico, este presenta actividad antiaterosclerética (Zhang y
col., 2006) y vasodilatadora. Su mecanismo de accion es mediado a través de la
activacion de la via de las prostaciclinas (PGl2), del 6xido nitrico y, ademas, tiene la

27



capacidad de bloquear los canales de Ca?* dependientes de voltaje de tipo L (Al-
Habib y col., 2015).

En un estudio se demostré que la administracion dietética de la (-)-epicatequina en
ratas espontaneamente hipertensas disminuyo significativamente su presion arterial
y mejoré su funcion endotelial a través de un aumento en la produccion del NO
(Galleano y col., 2013). Asimismo, se evidencio que este flavonoide aumenta la
producciéon del NO, mediante la activacion de la eNOS a través de mecanismos
dependientes e independientes de Ca?* (Ramirez-Sanchez y col., 2018). La via
dependiente de Ca?* involucra la participacion de la via fosfoinositol 3-cinasa (P13K)
y la independiente mediante el complejo entre eNOS, AKT y HSP90 (proteina de
shock térmico de 90 kDa) (Ramirez-Sanchez y col., 2012).

Se ha reportado que la vitexina tiene multiples efectos farmacologicos que incluyen
la actividad antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, anticonceptiva,
anticancerigena, antinociceptiva, antidiabética y, ademas, cuenta con propiedades
cardioprotectoras con alta eficacia. El efecto hipotensor se debe a diversos
mecanismos que inducen la activacion de las vias del NO, la sintesis de PGl2 y el
bloqueo de los canales de Ca?* tipo L (Ameen y Al-Habib, 2021).

Adicionalmente, se ha demostrado que la rutina también posee efecto
vasodilatador. Dicho efecto esta mediado por la via del éxido nitrico, de las

prostaglandinas y la activacion de los canales de Kartp (Xia y col., 2005).

2.6 Medicamentos a base de plantas

Los medicamentos a base de plantas o fitomedicamentos estan regulados en
México por la Comision Federal para la Proteccibn de Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) bajo la denominacioén de medicamentos herbolarios [FHEUM, 3.0, Ley
General de Salud (LGS), 2013, NOM-SSA1-072]. Su definicion se encuentra en el
articulo 244 de la Ley General de Salud y en la Guia de Evaluacién de Insumos para
la Salud del Compendio Nacional de Insumos para la Salud (CSG, 2023), que a la
letra los sefalan como: “Los productos elaborados con material vegetal o algun

derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una
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planta o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas, aceites grasos y esenciales,
presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y seguridad ha sido

confirmada cientificamente en la literatura nacional o internacional”.

2.7 Control de calidad de los fitomedicamentos

El control de calidad de las moléculas activas de origen vegetal es complicado de
llevar a cabo en los fitomedicamentos, ya que, en la mayoria de los casos, se
desconoce gran parte de los componentes bioactivos. Es por ello que, para asegurar
la identidad y la pureza, y garantizar la seguridad y eficacia de cualquier producto a
base de plantas, es necesario determinar y establecer marcadores quimicos.

Un marcador quimico es un constituyente o un grupo de sustancias quimicas
presentes en un material vegetal, donde este que puede ser por ejemplo hojas,
flores, tallos, frutos, raices, o preparados obtenidos de estos ultimos, como extractos
y tinturas, asi como jugos, resinas, aceites esenciales y grasas. Por lo tanto, el
proposito primordial de aquel es servir de mecanismo de control del material vegetal,
con independencia de que tenga o no actividad farmacoldgica o terapéutica. Se
utilizan estos marcadores para calcular la cantidad de material vegetal o de un
preparado vegetal que existe en un producto herbolario medicinal (remedio,
suplemento o medicamento). Sin embargo, se puede distinguir dos clases de
marcadores: el “activo” y el “analitico”. El primero se refiere a la sustancia o grupo
de sustancias que tienen la actividad farmacoldgica generalmente aceptada como
responsable de la accion terapéutica. El segundo es el constituyente o grupo de
constituyentes del material vegetal que sirven para propdsitos analiticos de control
(EMA, 2010).

La diferencia entre marcadores quimicos, de acuerdo con las definiciones de la EMA
(2010), permite ayuda a su vez, a diferenciar un extracto cuantificado de uno
estandarizado. Con el primero, se ajusta el material vegetal o la preparacion herbal
a un intervalo definido de constituyentes (uno o mas marcadores activos o
analiticos), utilizando exclusivamente la mezcla de diferentes lotes de sustancias

herbales y/o de preparaciones herbales, definiéndose este material vegetal como
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extracto cuantificado. En el segundo caso, se adecua la sustancia o la preparacion
herbal a un contenido definido de un constituyente o un grupo de constituyentes con
actividad terapéutica conocida, generalmente, afladiendo excipientes o0 mezclando
lotes de preparados herbales.

Por otra parte, dichos estandares o marcadores quimicos son utilizados para
calibrar y validar los métodos de prueba para el control de calidad de los materiales
o de los extractos vegetales. La presencia de estos estandares es de vital
importancia para establecer no solo la calidad, sino también la seguridad y la
eficacia asociadas con estos productos farmacéuticos comerciales (Schwarz y col.,
2009).

Una vez establecidos los marcadores quimicos, se debe de comprobar por medio
de estudios de laboratorio que dicho método analitico satisface los requisitos
establecidos por organizaciones internacionales para la aplicaciéon analitica
deseada. Este proceso se realiza considerando diversos aspectos como la moral,
la ética, el aseguramiento de la calidad, los aspectos econémicos y regulatorios
(CNQFB, 2002).

Diversas organizaciones internacionales, como la Conferencia Internacional sobre
Armonizacién (ICH por sus siglas en inglés: International Conference on
Harmonization), la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA: Food and Drug Administration), la Agencia Europea de Medicamentos (EMA:
European Medicines Agency) y las normativas establecidas por las farmacopeas
internacionales destacan la importancia de la validacion de métodos analiticos y
detallan los requerimientos necesarios para realizarla. La validacion debe de incluir
varios estudios, entre ellos, de especificidad, linealidad, exactitud, precision y limite
de deteccién y establecer los limites cuantitativos en caso de ser un meétodo
cuantitativo (Nafiu y col., 2017). Los parametros establecidos por las organizaciones
internacionales necesarios para la validacion se describen a continuacion.
Linealidad. La linealidad de un método se define como su capacidad para asegurar
que los datos obtenidos directamente o por una transformacion matematica son

proporcionales a la concentracién del analito (CNQFB, 2002).
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Robustez. Es la medida de la capacidad del método analitico para permanecer
estable con pequefas variaciones premeditadas de los parametros del método, es
decir, la robustez indica la fiabilidad del método durante su uso continuo (EMA,
2006).

Precision (veracidad). La precision se define como la veracidad del método analitico.
Este parametro manifiesta la proximidad de la concordancia o grado de dispersion
entre un grupo de mediciones obtenidas de multiples muestreos de la misma
muestra homogénea en las condiciones ya establecidas. La precision se expresa
como la varianza, la desviacion estandar o el coeficiente de variacion de un conjunto
de medidas (EMA, 2006).

Repetibilidad. La repetibilidad se expresa como la concordancia entre los resultados
obtenidos de diversas mediciones continuas del mismo mensurado bajo las mismas
condiciones de medicidn, realizada por el mismo analista, utilizando los mismos
instrumentos, métodos, condiciones y repeticiones en un periodo corto de tiempo
(OIN, IEC 17025:2017).

Reproducibilidad. La reproducibilidad se expresa como la concordancia entre los
resultados obtenidos de mediciones de la misma muestra, cambiando condiciones
como el método de medicion, analista, instrumento de medicién, patron de
referencia, lugar, condiciones de uso y tiempo. La guia de validacion de métodos
analiticos menciona que los analisis se realicen por diferentes analistas, en distintos
dias u horas y por distintos laboratorios (CNQFB, 2002).

Limite inferior de cuantificacion. Este limite se define como la concentracion mas
baja del analitico en una muestra que es posible cuantificar de manera confiable
con exactitud y precision aceptable o el estandar de calibracién méas bajo. Cabe
destacar que la sefial del analito en esa concentracion debe ser al menos 5 veces
la sefial de una muestra en blanco (EMA, 2006).

Limite de deteccion. La Organizacion Internacional de Normalizacién (OIN) lo define
como la cantidad minima de analito en una muestra que sea detectable, pero no

forzosamente cuantificable como un valor exacto (OIN, IEC 17025:2017).
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Todos los medicamentos que contengan derivados de productos sintéticos
biotecnolégicos o fitofarmacos, para ser seguros y eficaces, deben cumplir los
requisitos basicos establecidos en las Farmacopeas (Nafiu y col., 2017; LGS; 2013;
FHEUM 3.0, 2021). Con respecto a los fitomedicamentos, éstos deben obedecer
requisitos legales asociados con su fabricacion, constitucion, pruebas de seguridad,
eficacia, estabilidad, almacenamiento y distribucion.

Para fabricar toda clase de medicamentos, se siguen normas elaboradas por la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud), ISO (Organizacién Internacional de
Estandarizacion) y NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de Estados
Unidos). Estas organizaciones son las principales rectoras, junto con las
farmacopeas de reconocimiento internacional como la Farmacopea Europea (PE) y
la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) (Schwarz y col., 2009). En México, el
organismo regulador es la COFEPRIS (COmision FEderal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios) y los medicamentos herbolarios deben seguir las
especificaciones de calidad establecidas en las monografias de la Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM 3.0, 2021).

2.8. Extractos cuantificados y estandarizados

Los extractos cuantificados se ajustan a una gama definida de constituyentes que
son los marcadores activos. Los ajustes se realizan, como ya se mencion0,
mezclando lotes de sustancias vegetales, utilizadas en el proceso de fabricacion.
Para estos extractos, el nombre y el contenido de los marcadores activos deben
indicarse en un intervalo (EMA, 2010).

Los extractos estandarizados se ajustan dentro de una tolerancia aceptable a un
contenido determinado de constituyentes con actividad terapéutica conocida. Como
se puede leer en los ejemplos proporcionados por la Guia para la declaracién de
sustancias o0 materiales vegetales y preparaciones herbales en productos
medicinales herbolarios y productos tradicionales medicinales herbolarios de la
EMA (2010), la estandarizacion se consigue agregando excipientes para el ajuste a

una determinada dosis del marcador quimico en una mezcla o matriz de excipientes.

32



Esto debe también realizarse siguiendo un proceso de fabricacion, de acuerdo con
la edad y condicion fisica del paciente. Estos extractos deben incluir en su etiqueta
el nombre y el contenido del compuesto o compuestos con actividad terapéutica
conocida (EMA, 2010, NOM-072-SSA-1-2012).

Los procesos generalmente implicados en la estandarizacion de los preparados de

plantas medicinales se resumen en la Figura 10 (Nafiu y col., 2017).

Materia
extrana
Valor extractivo Gravedad especifica
Contenido
Valor total microbiano
de cenizas \\\\\\\\
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Radioactivo //////// \\\\\\\\\ Densidad
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microscépica humedad

Residuos de
pesticida

Figura 10. Parametro de estandarizacién para medicamentos herbolarios (Nafiu y
col., 2017).

Hoy en dia, se comercializan extractos estandarizados, utilizados para tratar
diferentes patologias, entre los que se encuentran el “Optimized-SopungSunkiwon”,
empleado para mejorar los trastornos neurodegenerativos en ancianos, el extracto
“‘EGHBO010” (un extracto estandarizado de Paeoniae Radix y Glycyrrhizae Radix), el
cual es usado como analgésico, antiespasmaodico y, en estudios recientes, se ha

demostrado que tiene un efecto beneficioso en el tratamiento de la fuga vascular y

33



en el area de neovascularizacion coroidea (NVC) (Carvalho y col., 2018) y los
extractos WS® 1442 y Li® 132, ambos obtenidos de especies de Crataegus, que son
utilizados principalmente en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (Koch vy
Malek, 2011), entre otros.

2.8.1 Remedios herbolarios de Crataegus y fitomedicamentos

Los remedios herbolarios de hojas y flores de Crategus se han descrito en la
literatura médica desde el siglo | d.C. (Holubarsch y col., 2018) para el tratamiento
de diversas enfermedades del ser humano (Nabavi y col.,, 2015), pero
principalmente como tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Peters y col.,
2012). Estos remedios estan disponibles en varias presentaciones, incluyendo
infusiones, tinturas, suplementos dietéticos, remedios a base de hierbas no
regulados y extractos estandarizados (Koch y Malek, 2011).

En la actualidad, los extractos estandarizados de Crataegus, el Li® 132 y el WS®
1442, son los méas estudiados y populares y se comercializan principalmente en
Europa como medicamentos herbolarios tradicionales (Zorniak y col., 2017); estos
dos extractos son preparados hidroalcohdlicos, el primero con metanol y el segundo
con etanol (Koch y Malek, 2011).

El WS® 1442 se comercializa en Europa para el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca, estadio Il (clasificacién de la New York Heart Association) y es recetado
con una dosis diaria de hasta 900 mg (Niederseer y col., 2019). La informacién mas
especifica del producto refiere ser es un extracto seco (de hojas y flores de
Crataegus monogyna Jacg. y Crataegus laevigata), preparado con 45% de etanol y
55% de agua. Este extracto se ajusta en el intervalo de 17.3 a 20.1% de
procianidinas oligomeéricas; también incluye varios flavonoides como hiperésido,
ramnosil vitexina, rutina y vitexina, asi como triterpenoides y acidos carboxilicos
fendlicos (Holubarsch y col., 2018).

El Li® 132 es un extracto hidroalcoéholico preparado con 70% de metanol y 30% de
agua; se ajusta a 2.2% de flavonoides (Daniele y col., 2006; Wang y col., 2013) y

es elaborado a partir de hojas y flores de Crataegus oxyacantha (Makdessi y col.,
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1999). El Li® 132, al igual que el WS® 1442, es utilizado para el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca moderada, estadio Il (clasificacion de la New York Heart

Association) (Muller y col., 1996).

2.8.1.1 Propiedades farmacolégicas y mecanismo de accion del extracto WS® 1442
El extracto estandarizado WS® 1442 posee efectos antiarritmicos vy
cardioprotectores. Estos efectos se deben a la inhibicién de la oxidacion de lipidos,
al aumento del flujo sanguineo coronario y a sus propiedades antiinflamatorias
(Niederseer y col., 2019; Holubarsch y col., 2018). Ademas, tiene la propiedad de
proteger a los vasos sanguineos gracias a la accién directa sobre el endotelio, lo
que resulta del aumento de la produccion de Oxido nitrico (NO) y del factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF). Estos dos factores controlan la
homeostasis vascular (Anselm y col., 2009) y ayudan a proteger al endotelio de la
hiperpermeabilidad endotelial, ayudando a prevenir la formacion de edemas y
procesos inflamatorios en la insuficiencia cardiaca (Holubarsch y col., 2018; Zorniak
y col., 2017).

Otra propiedad muy importante es el efecto vasorrelajante, producido por un
mecanismo dependiente del endotelio y mediado por una mayor liberacién de NO
del endotelio vascular (Zorniak y col., 2017). El incremento en los niveles de NO es
debido, en parte, a las propiedades antioxidantes del extracto, el cual disminuye su
degradacion, al capturar especies reactivas de oxigeno. De manera adicional, el
efecto vasodilatador resulta de un mecanismo mediado por NO, el cual involucra la
fosforilacién de la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) en la serina 1177. El
aumento de NO también retrasa la activacion del sistema de angiotensina local y la
senescencia endotelial (Holubarsch y col., 2018).

2.9. Sistemas lipidicos como formas farmacéuticas de administracion
2.9.1 Sistemas lipidicos
En la actualidad, mas de la mitad de los nuevos candidatos a farmacos son poco

solubles en agua, por lo que conducen a una baja biodisponibilidad, una alta
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variabilidad intra- e interindividual y mala dosificacién. Las formulaciones basadas
en lipidos han ganado popularidad ya que mejoran la absorciéon de farmacos
lipofilicos. Dentro de estas formulaciones, se encuentran los sistemas de administracion
de farmacos automicroemulsionables (SAME) o SMEDDS (self-microemulsifying drug
delivery Systems). Estos sistemas se caracterizan por formar microemulsiones (ME)
después de la administracion oral, al entrar en contacto con los fluidos gastrointestinales la
mezcla de lipidos/surfactante-co-sufarctante que constituyen el SAME (Mohsin, 2012;
Shambhu y Amita, 2015).

2.9.2 Microemulsiones

2.9.2.1 Importancia de las microemulsiones

Aunqgue las microemulsiones (ME) se conocen desde antes, obtuvieron un impulso
a partir de 1959, cuando se aplicaron en una amplia variedad de sistemas bioldgicos
e industriales, incluyendo el area farmacéutica. Son denominadas asi por su
pequefio tamafio de particula (10 a 100 nm), su estabilidad termodindmica, y por no
requerir energia externa (mecanica o sobnica) para su formacion, siendo estos
altimos elementos los que claramente las diferencian de las nanoemulsiones. Las
ME son particularmente (tiles para solubilizar compuestos insolubles o
escasamente solubles en agua, el mayor componente del cuerpo humano, asi como
también para estabilizar compuestos con baja estabilidad quimica (Flanagan y
Singh, 2006).

Las ME consisten en dispersiones isotropicas transparentes de baja viscosidad
formadas por aceite y agua, mezcla binaria que a su vez es estabilizada mediante
una pelicula de moléculas tensioactivas o surfactantes de constitucion anfifilica, las
cuales juegan un importante papel de barrera molecular y de agente reductor de la
energia en la interfase como resultado de tener una parte hidrofébica y otra
hidrofilica. A dicha interfase, suele adicionarse generalmente un co-surfactante
(codisolvente), cuya funcion es ayudar a reducir a practicamente cero el valor de la
tension interfacial aceite/agua (o/w) o agua en aceite (w/0) para estabilizar la

dispersion.

36



Algunos ejemplos de tensioactivos o surfactantes y co-surfactantes son los
siguientes:

a) Surfactantes muy clésicos, también llamados emulsificantes o compuestos
anfifilicos: Triglicéridos de acidos grasos y ésteres de propilenglicol de acidos
grasos, ésteres grasos del acido lactico y del azucar de mesa (sacarosa),
polioxietilen sorbitin monooleato o polisorbato 80 (Tween® 80), monooleato de
sorbitan (Span®80), etc.

b) Cosurfactantes, que son generalmente alcoholes de cadena corta, cuya ingestion
no causa toxicidad, como etanol en bajas cantidades, propilenglicol, asi como
polietilenglicol y derivados como el monoetiléter de dietilenglicol: Transcutol® (HP,
uso oral y P, uso topico), asi como el Labrasol® (ALF, para uso oral), mezcla de
mono-, di- y triglicéridos de PEG-8 [mono- y diésteres de &cidos caprilico (C8) y
caprico (C10)].

La gran popularidad de las ME se debe a su amplio intervalo de manipulacién para
obtener formulaciones y caracteristicas ad-hoc que mejoren la biodisponibilidad y la
farmacocinética de los principios activos (Nastiti y col.,, 2017). Las ME también
pueden ser utilizadas para facilitar o controlar la liberacibn de farmacos,
biomoléculas y extractos naturales, que como compuestos individuales o mezclas
poco o completamente insolubles en los fluidos acuosos del tracto gastrointestinal,
encuentran en las ME el vehiculo adecuado para aumentar su biodisponibilidad
(Flanagan y Singh, 2006; Nastiti y col., 2017).

Entre las propiedades de las microemulsiones que hay que determinar y garantizar
dentro de ciertos intervalos, se encuentran el tamafo de particula, el potencial zeta

(©), el log de P, el indice de refraccion y el pH.

2.9.2.2 Propiedades importantes de las microemulsiones

2.9.2.2.1 Estabilidad y tamafio de particula de las microemulsiones

La diferencia entre una micro- y una nanoemulsion radica, mas que en el tamafio
de la particula, en el tipo de estabilidad. Ambas formas farmacéuticas son

dispersiones coloidales de escala nanométricas formadas por agua, aceite,
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surfactantes y co-surfactantes que se caracterizan por ser transparentes,
monofasicas y Opticamente isotropicas (0 sea, con un mismo indice de refraccion
en cualquier direccién), pero se diferencian en que las microemulsiones tienen
estabilidad termodinamica, mientras que las nanoemulsiones gozan de estabilidad
cinética y, ademas, estas Ultimas no necesariamente son isotropicas. En ambos
casos, el tamafio de las gotas y, en su caso, nanoestructuras como las micelas, se
encuentra por debajo de 500 nm, existiendo hasta la fecha algunas discrepancias
entre distintos autores en cuanto al intervalo de tamafio que diferencia a unas de
otras. Asi, para algunos, las dimensiones de las microemulsiones estan entre 10 y
400 nm (Nastiti y col., 2017) y las nanoemulsiones, de 20 a 200 nm. Sin embargo,
para la IUPAC (Danielsson y Lindman, 1981), las ME pueden estar integradas por
gotas de 1 a 100 nm, preferentemente de 10 a 50 nm.

2.9.2.2.2 Potencial Zeta

En la mayoria de los casos, se requiere que las gotas de una microemulsién tengan
la suficiente estabilidad, no solo para fines de conservacion del aspecto fisico del
sistema en dispersién y la preservacion del contenido de sustancia activa o
estabilidad quimica (o vida en anaquel), sino también para mantener su eficacia e
inocuidad. Las particulas de una ME llevan generalmente una carga eléctrica que
proviene de ciertos grupos funcionales capaces de ionizarse y generar una
superficie cargada. Aunque la carga neta superficial puede ser neutra, a veces
ocurre un movimiento constante de cargas, lo cual puede ser determinante para las
propiedades de las micro- y nanoemulsiones, en particular, sobre Ila
biodisponibilidad de los farmacos presentes en un medicamento. El parametro
asociado a dicha carga de superficie y que resulta importante como indicador de
estabilidad en las ME y nanoemulsiones es el denominado potencial electrocinético
o potencial zeta () (Honary y Zahir, 2013), el cual se refiere a la diferencia de
potencial observada y cuantificada entre el medio de dispersiény el limite de la capa
difusa de iones de cargas positivas y negativas formada alrededor de las particulas
dispersas (para este caso, gotas). El potencial zeta expresa el grado de repulsion
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entre las particulas cargadas dentro de la dispersion, en este caso, de la ME.
Valores altos de ( indican particulas altamente cargadas, lo cual previene su
agregacion por la repulsion entre ellas. En cambio, valores bajos de £, son
indicativos de que esa repulsion es superada por la atraccion y esto aumenta la
tendencia de la microemulsion a formar agregados, coagulos o que ocurra la
coalescencia y separacion de fases (Sahin, 2007). Algunos autores consideran que
un valor de { de — 30 mV es Optimo para la estabilidad de una microemulsion. Por
otra parte, se ha descrito que valores de { entre + 20 y + 40 mV estabilizan el sistema
disperso. Eso demuestra que, a pesar de su gran utilidad, el { no constituye un

parametro absoluto para determinar la estabilidad (Zhang y col., 2009).

2.9.2.2.3 indice de refraccion

Este parametro permite corroborar que la estructura de la microemulsion es
constante durante cierto tiempo de almacenamiento. Dicho parametro debe
determinarse a diferentes temperaturas y durante un periodo largo (unos seis
meses). Si no se encuentran diferencias significativas (p > 0.05) entre las
mediciones, la estructura de la microemulsién se considera estable (Cilek y col.,
2006).

2.9.2.2.4 Valor de pH

El pH de una formulacion farmacéutica estd vinculado con la estabilidad de las
emulsiones y altera la solubilidad y la biodisponiblidad de los principios activos en
el sitio de absorcion (Kale y Deore, 2017), de ahi la importancia de determinar este
parametro en la ME para asociarlo posteriormente con los valores de pH con los
gue se encontrara la ME en su posible transito en el tracto gastrointestinal para una
administracion oral. Por otra parte, es necesario evaluar el efecto del pH sobre la
estabilidad fisica y quimica de la ME y/o de sus componentes en condiciones de pH
simuladas a las existentes en el tracto gastrointestinal, en particular, a nivel de

estbmago (pH de 1) e intestino delgado (pH de =~ 6.5).
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3. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han sido utilizadas en la medicina tradicional para tratar
diversos padecimientos, incluyendo las ECV (Sharma y Sarkar, 2013). Estas
afecciones constituyen uno de los principales problemas de salud tanto en México,
como en el resto del mundo. La HTA es el factor de riesgo mas importante para el
desarrollo de las ECV y se encuentra clasificada por la OMS como silenciosa,
debido a que no causa sintomas perceptibles hasta convertirse practicamente en
cronica (Kjeldsen, 2018; Fuchs y Whelton, 2020). Existen diversos grupos de
farmacos que se emplean actualmente para controlar este padecimiento (Florez,
2014). Sin embargo, su adquisicibn es muy costosa para la mayoria de los
pacientes, ademas de tener efectos secundarios y eficacia limitada. Por esta razoén,
se requieren estrategias innovadoras para tratar y prevenir la HTA.

Desde la antigtiedad, las hojas, flores y frutas de las especies del género Crataegus
se han utilizado en la medicina tradicional de varios paises para tratar las ECV. Esto
ha propiciado el desarrollo de extractos estandarizados en otros paises, elaborados
a partir de especies de este género, para tratar la insuficiencia cardiaca y la HTA
(Alp y col., 2016).

El género Crataegus engloba alrededor de 1000 especies distribuidas en todo el
mundo, de las cuales 15 pertenecen a México, entre ellas, Crataegus rosei. Estudios
previos realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que el extracto
metandlico de esta especie produce un potente efecto relajante de la aorta aislada
de rata. Hasta ahora, se han identificado cuatro acidos triterpénicos, algunos de los
cuales poseen efecto vasodilatador (Lopez-Fitz, 2019).

El presente trabajo estuvo enfocado en profundizar en el estudio fitoquimico del
extracto metanolico de las hojas de Cratageus rosei, con la finalidad de identificar y
cuantificar, al menos, un marcador quimico y farmacolégico para desarrollar un
sistema autoemulsifionable conteniendo el extracto estandarizado de C. rosei y
comprobar asi su actividad vasodilatadora y antihipertensiva en comparacion con la

del extracto original.
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Se desarroll6 un sistema automicroemulsionable como la forma farmacéutica
idénea de un medicamento herbolario para C. rosei, debido a la complejidad quimica
del extracto, que presenta simultdneamente compuestos de diferente polaridad, con
la ventaja de que al aplicar adecuadamente parametros fisicoquimicos de
formulacion como la proporcidn de extracto-tensoactivo-cotensoactivo-agua, se
puede conseguir una forma liguida nanoestructurada que potencialmente permita
incrementar la biodisponibilidad de todos sus constituyentes quimicos
vasorrelajantes, desde los menos polares hasta los mas polares, logrando ademas

su estabilidad quimica y fisica.
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4. HIPOTESIS

El extracto metandlico de las hojas de C. rosei, cuantificado con dos marcadores
quimicos y farmacoldgicos seleccionados, puede ser estandarizado en forma de un
sistema automicroemulsionable con estabilidad quimica y termodinamica y ejercer

un efecto antihipertensivo.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Identificar el perfil quimico del extracto metandlico de hojas de Crataegus rosei y
desarrollar un sistema autoemulsionable de administracién oral a partir de este

extracto, con efectos vasodilatador y antihipertensivo.

5.2. Especificos

1. Determinar el perfil quimico del extracto metandlico de las hojas de C. rosei para
identificar sus constituyentes mayoritarios y seleccionar uno o mas marcadores
quimicos y farmacoldgicos.

2. Implementar y validar un método analitico para la cuantificacion del o los
marcadores quimicos seleccionados.

3. Obtener un extracto cuantificado con base en los marcadores quimicos y
farmacoldgicos seleccionados.

4. Realizar estudios de solubilidad del extracto cuantificado en distintos aditivos.

5. Obtener, a partir del extracto cuantificado, un sistema aumicroemulsionable como
sistema de dosificacion y determinar sus propiedades coloidales, su viscosidad, su
capacidad de carga y su estabilidad.

6. Determinar con un modelo murino la toxicidad oral aguda y subaguda del sistema
automicroemulsificable.

7. Determinar si el extracto cuantificado y la microemulsién producen un efecto

antihipertensivo en ratas con hipertension inducida por L-NAME.
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion del extracto

El extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei (EMCr) se obtuvo previo al
inicio de este proyecto segun la metodologia descrita por Lopez-Fitz (2019). El
metanol residual después de llevar a sequedad el extracto se determiné mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (FEUM 13.0, 2021).

6.2 Estudio quimico del extracto metandlico
6.2.1 Identificacidon de compuestos fendlicos en el EMCr crudo mediante UPLC-
DAD-ESIMS
El analisis mediante UPLC-DAD-ESIMS de los compuestos fendlicos presentes en
el EMCr se realizd en un sistema cromatografico compuesto por un cromatografo
Acquity UPLC clase | acoplado con un detector arreglo de diodos (DAD) y un
detector de masas VION IMS QToF con fuente de ionizacién por electrospray (ESI).
El EMCr se disolvi6 en MeOH de grado espectrométrico de masas a una
concentracion de 1 mg/mL y se inyecté en una columna BEH C18 (2.1 x 100 mm y
1.7 ym). La fase movil consistié en A) acetonitrilo al 5 % y agua al 95 % acidificada
con &cido acético a una concentracion de 0.0125 N y B) acetonitrilo al 50 % y &cido
aceético acuoso al 50 % 0.0125 N.
Para la elucion, se utilizé el gradiente descrito en la Tabla 3 con un caudal de 0.21
mL/min. La temperatura de la columna se fijé a 35 °C y se inyectaron alicuotas de
2.8 uL. Se realizé un barrido de absorbancia entre 210 y 600 nm con una deteccién
simultanea aplicada a 214, 280, 320 y 360 nm.
Se emplearon métodos de analisis de ionizacion negativa y MSE. La fragmentacion
de baja energia de colision utilizada fue de 6 eV con una rampa de alta energia de
15 a 45 eV. La masa se escaned entre m/z 50 y 1000 Daltons. El voltaje del tubo
capilar fue de 2 kV, mientras que la temperatura de la fuente fue de 150 °C y la
temperatura de desolvatacion fue de 400 °C. Se utilizé helio como gas de colision y
desolvatacion a un caudal de 50 L/h y 800 L/h, respectivamente. El voltaje del cono
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fue de 40 V. Para la precision de la correccion de masas se utilizé leucina-encefalina
(200 pg/L) a un caudal de 10 pL/min como estandar.

La identificacion de los compuestos se realizé mediante la comparacion del espectro
de masas obtenidos con los publicados en PubChem, FooDB version 1.0, HMDB
version 5.0 y MassBank of North America (MoNA) con una tolerancia de

coincidencia de 5 ppm establecida en el software Unifi 1.9 SR.

Tabla 3. Gradiente de elucion para el analisis de compuestos fendlicos vy

flavonoides.
Tiempo
(minutos) Fase A | FaseB
0 100% 0%
2 100% 0%
5 77.5% 22.5%
20 0% 100%
25 100% 0%
35 100% 0%

6.2.2 Fraccionamiento del EMCr

El EMCr se sometié a un proceso de fraccionamiento cromatografico, del cual se
obtuvo una fraccién de taninos y otra libre de taninos. Esta Ultima se sometié a un
fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna abierta (CC). En
este fraccionamiento, se obtuvieron 435 fracciones, las cuales fueron reunidas en

28 fracciones principales.

6.2.3 Desarrollo del método analitico por medio de HPLC-DAD

El método analitico para la separacién y cuantificacién de los acidos triterpénicos
se realizdé en un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC), de la marca
Waters (Waters Chromatography Divison, Milford, MA, USA), integrado por una
bomba cuaternaria modelo e2695 y un detector de arreglo de diodos (DAD) modelo
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2998. Como fase estacionaria, se utilizé una columna Zorbax XDB-C18 (4.6 mm X
150 mm, 5 Micron) (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA, USA).

La elucién fue isocratica, con una fase movil formada por 90:10 (metanol:agua
acidulada al 0.05 % de &cido acético) y un flujo de 0.4 mL/min. Las inyecciones
fueron de 10 pL. La longitud de onda de deteccion fue a 204 nm y la temperatura se

mantuvo constante a 30 °C.

6.2.4 Purificacion mediante HPLC-DAD

Los &cidos triterpénicos se purificaron de la fraccion rica en esos acidos (fracciones
de la 144 a la 199 reunidas), utilizando el sistema cromatogréfico descrito en la
seccion anterior (ver punto 6.2.3) y escalando a la columna preparativa Zorbax XDB-
C18 (21.2 X 150 mm, 5 um) y al un flujo de 1.2 mL/min.

6.2.5 Identificacién de los compuestos purificados

Los compuestos purificados se identificaron por medio de resonancia magnética
nuclear (RMN). Se obtuvieron espectros unidimensionales (*H y BC) vy
bidimensionales homonucleares 'H-'H COSY y heteronucleares 'H-3C en sus
modalidades a un enlace (HSQC, de sus siglas en inglés: Heteronucler Single
Quantum Coherence o HMQC: Heteronucler Mutiple Quantum Coherence) y a
multiples enlaces (HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation) en la

Universidad de Guanajuato.

6.2.6 Cuantificacion de los &cidos triterpénicos identificados

Las cuantificaciones de los acidos ursélico, maslinico, corosélico y euscéfico se
realizaron mediante la elaboracion de curvas de calibracion, las cuales se
obtuvieron con 6 concentraciones diferentes. Las curvas se construyeron con
concentraciones de 100 a 1000 pg/mL. Para el acido oleandlico, que fue de menor
rendimiento, su curva de calibracién se construy6 con concentraciones de 10 a 120
pug/mL. El &rea bajo la curva obtenida de cada punto se graficé y se establecio la

correlacion lineal calculando el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Posteriormente, se calculd la concentracion de cada acido mediante interpolacion

de cada uno dentro de la curva.

6.2.7 Validacion del método analitico para la deteccién y cuantificacién de los &cidos
euscafico (AE) y ursolico (AU) en el extracto

La validacion del método analitico para la identificacion y cuantificacion del AE y AU

se realiz6 considerando las directrices reportadas por el Consejo Internacional para

la Armonizacién (ICH) (Validation of analytical procedures: text and methodology

Q2(R1) (ICH, 2005), asi como la farmacopea de Estados Unidos (USP, 2020) y la

guia de métodos analiticos de México (CNQFB, 2002). Se determinaron los

siguientes parametros:

6.2.7.1 Adecuabilidad

La adecuabilidad del sistema se evalud con el objetivo de verificar que el sistema
de medicion funcionara de manera adecuada. Para esto, se inyectd la concentracion
de 1000 pg/mL del AE y AU de manera independiente (n = 5). Posteriormente, se
calculo el coeficiente de variacién (CV), el factor de capacidad (k) y el nimero de
platos tedricos (CNQFB, 2002). Las formulas que se emplean en dichos calculos se

describen a continuacion:

Coeficiente de variacion (CV):

Donde y: Media aritmética y ==

Desviacion estandar: S

P n(xy?) — Xy)?
B nn—1)

n= numero de repeticiones.
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Factor de capacidad: K’
, Ir—To
kK = BT
Donde: Tr: tiempo de retencion, To: tiempo muerto (tiempo que tarda en salir de la

columna un compuesto no retenido)

Platos teoricos (N):
N =16 (o0y?
=16 ()

Donde W: ancho del pico

6.2.7.2 Linealidad

La linealidad del método se evalu6 mediante curvas de calibracion, las cuales se
elaboraron con 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 pug/mL del AE y AU. Cada
concentracion se realiz6 por triplicado. La pendiente de la recta, la interseccion y el
coeficiente de correlacion se determinaron mediante un analisis de regresion lineal.

La ecuacion de regresion se describe a continuacion (Arya y col., 2015):

y=mx-+c
donde:
m =Pendiente de la linea
x =Concentracion del marcador quimico (en pg/mL)
y =Area del pico

c =Interseccion de la linea recta en el eje .

6.2.7.3 Limite de deteccion y limite de cuantificacion
Los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) de los AE y AU se estimaron
en funcion de las curvas de calibracion, utilizando las siguientes ecuaciones (Gao y

col., 2018):

D_33xSD
~AS
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_10x 5D

=75

donde:
SD=Desviacion estandar de la interseccion

AS =Pendiente promedio de las regresiones lineales.

6.2.7.4 Incertidumbre (o0 precision)

La precision del método se representé como la repetibilidad del analisis (precision
intradiaria e interdia) del AE y AU de las concentraciones de 100, 400 y 800 pg/mL
en 3 dias diferentes. Asimismo, se evalud la concentracion de 800 pug/mL por dos
analistas en dos dias diferentes. Los resultados obtenidos se expresaron como
porcentaje de desviacion estandar relativa (% RSD) (CNQFB, 2002).

6.2.7.5 Repetibilidad

La repetibilidad se determin6 mediante el analisis por triplicado del placebo
enriquecido con el AU y AE de las concentraciones de 100, 400 y 800 pg/mL. El %
de RSDy el % de recuperacion se determinaron en los tres niveles de concentracion
(USP, 2020; CNQFB, 2002).

6.2.7.6 Robustez

La robustez se determiné con el andlisis por triplicado de la concentracion de 1000
pug/mL. Los andlisis se realizaron modificando la temperatura, la fase mévil y la
longitud de onda a 202 y 206 nm (ICH, 2005 y CNQFB, 2002). Los resultados
obtenidos se expresaron como el % RSD.

6.3 Desarrollo del sistema automicroemulsionante

6.3.1 Estudio de solubilidad del EMCr

Este ensayo se baso solo en resultados de la apariencia fisica visual homogénea
(isotropia) que resultara de la mezcla. La solubilidad del EMCr se determind a

temperatura ambiente (=25 °C) en distintos excipientes lipidicos (aceites,
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tensioactivos y cotensioactivos). Se adicion6é una cantidad excesiva del extracto en
1 mL de cada componente. Estas muestras se agitaron durante 12 horas en un bafio
de ultrasonido (Branson 3510) a temperatura ambiente. Posteriormente, las
suspensiones se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos y se visualizé la

formacion de precipitado.

6.3.2 Construccion de diagrama ternario

Considerando los resultados obtenidos de las pruebas de solubilidad, se eligieron
los 3 excipientes lipidicos que por apariencia fisica solubilizaron mas al EMCr para
elaborar el diagrama ternario. Este diagrama se desarroll6 por medio de un disefio
reticular simple aumentado con ayuda del programa Minitab®. El &rea de trabajo se
delimit6 del 10 al 90 % de cada excipiente.

6.3.3 Prueba de autoemulsificacion

A todas las formulaciones obtenidas, se les realiz6 la prueba de autoemulsificacion.
Se dispersé 1 mL de cada formulacién en 500 mL de agua a una temperatura de 37
°Cy con una velocidad de rotacion de 50 rpm. Se evalu6 el tiempo de emulsificacion
y la apariencia de cada mezcla. Las mezclas se clasificaron conforme a los
siguientes grados:

- Grado A): Nanoemulsién que se forma en un tiempo < 1 minuto de apariencia
transparente o ligeramente azulado.

- Grado B): Microemulsién de formacién rapida con apariencia transparente o color
azulado.

Grado C): Emulsién que se forma en un tiempo = 1 minuto de apariencia de color
blanco azulado.

- Grado D): Emulsion de apariencia turbia y blanquecina con tiempo de dispersién
= 1 minuto.

- Grado E): Formulacion que se dispersa en un tiempo = 2 minutos, con apariencia

de glébulos de aceite visibles (Talegaonkar y col., 2010).
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6.3.4 Caracterizacion de las formulaciones

Todas las mezclas se caracterizaron determinando el pH con un potenciometro 530
pinnacle (Cole-Parmer Instrument Company, lllinois, EE.UU), el indice de refraccion
con un refractbmetro modelo REG-6080 (BAUSCH & LOMB, Ontario, Canada), el
tamafo de gota a través de la dispersion estatica de la luz con un equipo Horiba LA
960 (Kioto, Japdn) y la estabilidad cinética por potencial Z () a un pH de 6, una
temperatura de 25 °C vy utilizando un Zetametro Zetaprobe DT300 (dispersion
Tecnology, New York, USA).

6.3.5 Optimizacion de la formulacién

De acuerdo con los resultados obtenidos, se realizé una optimizacion utilizando un
disefio reticular simple aumentado, reduciendo el area de trabajo de 30 a 60 % de
Transcutol® HP, 30 a 60 % de Labrasol® ALF y de 10 a 40 % de Tween® 60.

6.3.6 Estudios de estabilidad fisica de las formulaciones

Las formulaciones con menor tamafo de gota y potencial Z cercano a £ 30 mV se
sometieron a la prueba de estrés termodinamico mediante los siguientes ensayos:
centrifugacion (6000 rpm por 10 minutos), ciclo de enfriamiento-calentamiento (4 °C

y 40 °C) y ciclo de congelacién-descongelacion (- 21 °Cy 25 °C).

6.3.7 Estudios de estabilidad acelerada de las formulaciones

La formulacion 6ptima (con mejores caracteristicas fisicas) se eligio para los
estudios de estabilidad acelerada de acuerdo con lo establecido por la USP
(apartado 1150 “Pharmaceutical stability”) y la NOM-073-SSA1-2015. Para este
objetivo, se disolvieron 30 mg del EMCr en 500 pL del sistema
automicroemulsionable (SAME-Cr). Este se depositd en capsulas de gelatina dura,
las cuales se almacenaron en 3 lotes durante 6 meses a una temperatura de 40 °C
+ 2 °C, con humedad relativa de 75% + 5%. En los tiempos 0, 1, 3 y 6 meses, se
determinaron el tamafio de gota, el potencial Z, la viscosidad, el color y se

registraron sus espectros de infrarrojo.
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6.4 Estudios in vivo

6.4.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley con un peso de 200 + 15y 250 + 20 g para las
pruebas de toxicidad (aguda y subaguda) y del efecto antihipertensivo,
respectivamente. Los animales se adquirieron del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (INB-UNAM), Campus Juriquilla,
Querétaro, México. Todos los animales se mantuvieron en condiciones de
laboratorio con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y acceso a alimento y agua ad
libitum. El manejo, cuidado y sacrificio de los animales de laboratorio se realizo de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones
Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio) y con
apego a los lineamientos establecidos por el Comité de Bioética de nuestra Facultad
(NUm. de Aprobaciéon CBQ22/117b).

6.4.2 Estudios de toxicidad aguda y subaguda
Las pruebas de toxicidad oral aguda y subaguda se realizaron de acuerdo con las
directrices establecidas por la OCDE, especificamente las directrices 423 y 407,

respectivamente.

6.4.2.1 Estudio de toxicidad oral aguda por medio de la Directriz 423 de la OCDE

Para el estudio de toxicidad oral aguda, se utilizaron nueve ratas hembra, divididas
en tres grupos (n = 3). Los animales se sometieron a ayuno de ocho horas con
acceso exclusivo a agua. Los grupos 1y 2 recibieron una dosis Unica de 300 mg/kg
y 2000 mg/kg de peso corporal (pc) del SAME-Cr, respectivamente. El tercer grupo
se utiliz6 como control, el cual solo recibié el vehiculo (SAME). Tras cada
administracion, los animales se mantuvieron en observacion continua durante las
primeras cuatro horas. Posteriormente, cada 1, 24, 48 horas y diariamente durante
14 dias para registrar cambios en el comportamiento o signos de toxicidad y
mortalidad (OCDE, 2002). Ademas, se registro diariamente el consumo de alimento,

51



la ingesta de agua y el peso corporal de cada animal. Asimismo, se calculo el

porcentaje de cambio en el peso corporal.

6.4.2.2 Estudio de toxicidad subaguda por medio de la Directriz 407 de la OCDE

El estudio de toxicidad subaguda se realizo en ratas de ambos sexos, las cuales
fueron clasificadas en seis grupos (n = 10, cinco hembras y cinco machos). La
administracion de las diferentes dosis se realiz6 diariamente durante 28 dias por via
intragéstrica. Al grupo 1 o control, se le administré Unicamente el vehiculo (SAME).
Los grupos 2, 3y 4 recibieron las dosis de 300, 500 y 1000 mg/kg pc del SAME-Cr
respectivamente. Los grupos 5 y 6 fueron utilizados como grupos satélite para
evaluar la reversibilidad de los efectos ocasionados por la sustancia de prueba. El
grupo 5 recibié unicamente el SAME sin extracto y al grupo 6, se le administré la
dosis mas alta de SAME-Cr (1000 mg/kg de pc). Una vez finalizado el estudio,
ambos grupos se mantuvieron durante dos semanas mas sin administracion para
evaluar la reversibilidad, la persistencia o la aparicion tardia de los efectos toxicos.
Ademas, se registré el consumo diario de agua y alimento, el cambio porcentual en
el peso corporal, la aparicion de los signos de toxicidad y la mortalidad de los
animales (OCDE, 2008).

Cabe destacar que, a todos los animales utilizados en el estudio de toxicidad, se les
determinaron los parametros de biometria hematica y quimica sanguinea.
Adicionalmente, también se registr6 el peso relativo de los 6érganos y se realizaron

estudios histopatoldgicos de los 6rganos principales.

6.4.3 Evaluacion de la actividad antihipertensiva del EMCr y del SAME-Cr

Las actividades antihipertensivas del EMCr y del SAME-Cr se evaluaron en ratas
con hipertensién inducida con L-NAME. Las ratas fueron clasificadas en 9 grupos
(n=6), a los cuales se les administré diariamente L-NAME (50 mg/kg pc) por via
intragastrica durante 2 semanas, con excepcion del grupo control. A partir de la
segunda semana, se coadministro el L-NAME vy el tratamiento correspondiente a

cada grupo. Los tratamientos se describen a continuacién: el grupo 1 o control
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recibio agua, el 2, L-NAME (50 mg/kg pc), el 3, L-NAME + captopril (100 mg/kg pc),
los 4y 5, L-NAME + 5 mg/kg pc, el 6 y el 7, L-NAME + 50 mg/kg pc y a los grupos
8y 9, L-NAME + 500 mg/kg pc del EMCr y del SAME-Cr, respectivamente. La
presion arterial sistélica (PAS) y diastélica (PAD) se midié de manera semanal y con
al menos cinco lecturas consecutivas, mediante el método no invasivo de manguito
de cola en un monitor CODA® (Kent Scientific, Torrington, CT. USA).

6.4.4 Sacrificio de los animales

Los animales utilizados en los estudios farmacologicos y toxicologicos se
anestesiaron mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (50
mg/kg pc). Posterior al sacrificio, se les extirpo la aorta toracica, el rifién, el corazoén,
higado y la arteria mesentérica. A la aorta toracica, se le evalud la reactividad
vascular y los demés 6rganos extirpados se analizaron con técnicas histolégicas
para descartar la presencia de algun dafio ocasionado por la hipertension arterial

inducida.

6.4.5 Reactividad vascular

A la aorta toracica de las ratas, se le retiraron los coagulos y se limpi6é de tejido
conectivo. Posteriormente, la aorta se coloco en solucion Krebs-Henseleit (118 mM
NaCl, 4.7 Mm KCI, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4 7H20, 2.5 Mm CaClz 2H20, 20
mM NaHCOs, 11.7 mM glucosa y 0.026 mM EDTA) y se cort6 en anillos de 5 mm.
Los anillos se colocaron en ganchos de nicrom y se suspendieron en camaras de
tejido que contenian 10 mL de solucion Krebs. Los tejidos se mantuvieron con
burbujeo constante de carbdgeno a una temperatura de 37 °C y fueron equilibrados
a una tension inicial de 3 g durante 30 minutos. Después del equilibrio, los anillos
aorticos se precontrajeron con KCI para confirmar la viabilidad del tejido.
Posteriormente, los anillos aérticos fueron lavados son solucion de Krebs-Helseleit
y fueron contraidos con 1 uM de L-fenilefrina. Cuando la fenilefrina alcanzé el 100
% de contraccion, se agregaron concentraciones acumulativas de carbacol (10° —

1045 mM). Los cambios de tensién provocados por el carbacol fueron registrados
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por un transductor de tension Grass FT103 (Astro-Med, Inc., West Warwick, Rl,
USA) conectado a un sistema BIOPAC MP100WSW (Biopac System Inc, Santa
Béarbara, California, USA).

6.5 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados como el promedio + la desviacion
estandar (DE). Las graficas y curvas se obtuvieron mediante el programa
SigmaPlot® 11.0 (Alemania). Posteriormente, los resultados se analizaron con un
analisis de varianza unidireccional (ANOVA), acompafiado de la prueba de Tukey

para evaluar diferencias significativas entre las medias.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacion del metanol residual del EMCr por medio de CG-MS

En el cromatograma del extracto metandlico (EMCr) obtenido previo a esta tesis
[descrito en la tesis de maestria de Lopez-Fitz (2019)] (Figura 1A, ANEXO), se
puede observar la ausencia del pico del metanol. Por otro lado, se analizé un tubo
fortificado con 20 pL de metanol puro (estandar) para comprobar la veracidad del
andlisis y se observé la aparicidbn de un pico con tiempo de retension de 2.85
minutos. Los resultados obtenidos en este analisis nos indican que el EMCr cumple
con los requisitos establecidos por la Farmacopea de Estados Unidos de América
(USP) y la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), en los cuales se
establece como criterio de aceptacion maxima 3000 ppm en las formulaciones
farmacéuticas. Este resultado satisfactorio permitié continuar con el estudio de este
extracto en animales y desarrollar posibles productos farmacéuticos derivados de

este extracto.

7.2 Analisis del EMCr por medio de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Masas (LC-MS)

El analisis del extracto metandlico de las hojas de C. rosei (EMCr)permitio identificar
5 acidos fendlicos y 11 flavonoides (Tablas 4 y 5). Estos resultados reafirman la
presencia de la (-)-epicatequina (9.48 mg/kg de hoja), rutina (2.717 mg/kg de hoja)
y vitexina en esta especie, las cuales habian sido previamente identificadas y
cuantificadas en una fraccién obtenida del EMCr (Rodriguez-Martinez, 2021). En
este sentido, los compuestos descritos no solo se han registrado en esta especie,
sino que también se han encontrado en extractos de hojas de otras especies del
mismo género. En las especies europeas, se identificaron la vitexina y el hiperésido
(Ameen y col., 2023), mientras que, en las especies mexicanas, se encontraron el
acido clorogénico y los flavonoides epicatequina, quercetina y rutina. Cabe
mencionar que estos compuestos fueron reportados para C. glacilor y solo los
altimos dos se encontraron en C. mexicana (Hernandez-Pérez y col., 2014; Ornelas-
Limy col., 2021).

55



Tabla 4. Acidos fendlicos identificados en el EMCr.

Compuesto TR (min) Formula Masa Picos
molecular | molecular observados
esperada
Acido 4- 6.14 C7He0O2 138.031 137.024, 93.034
hidroxibenzoico
Acido clorogénico 5.62 C16H1809 354.095 191.056, 135.044,
161.024, 93.034,
85.029
Acido ferulico 7.46 C10H1004 194.058 137.024, 193.05,
175.04, 134.036,
149.024
Acido p- 5.74 CoHgOs3 164.047 119.05, 163.039,
coumarico 117.034
Acido 1.38 C7HeO4 154.026 109.029, 108.021,
protocatéquico 81.034

La identificacion de este tipo de compuestos en un extracto que se ha reportado con
actividad vasodilatadora es de gran importancia, debido a que es posible esclarecer
su contribucion en el efecto vasodilatador total del extracto. En este sentido, de los
compuestos identificados en C. rosei como la vitexina (Emax: 58.56 + 3.29 y una CEso
de 2.529 ug/mL), la epicatequina (Emax: 46.30 £ 2.05 y una CEso de 4.72 = 0.07
pug/mL), la rutina (CEso:5.65 *+ 0.31), el acido clorogénico (Emax: 67 + 4) y el
hiperosido (CEso: 91.3 + 14.1 y Emax:92.3 + 7.7) poseen el efecto vasodilatador
reportado, lo cual podria contribuir a sustentar el efecto vasodilatador observado

para esta especie (Lopez-Fitz, 2019).

7.3 Desarrollo del método analitico para la cuantificacion de acidos triterpénicos

El método analitico por HPLC para la identificacién y separacién de los acidos
triterpénicos se desarroll6 mediante la busqueda de las mejores condiciones
analiticas, las cuales incluyeron la modificacion de la composicion y la proporcion
de las fases moviles, velocidad de flujo y longitud de onda de deteccion. Los analisis

de la fraccibn del EMCr rica en &cidos triterpénicos mostraron que la mejor
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resolucion de los constituyentes se lograba con una elucién isocratica, utilizando
MeOH:H20 (90:10) como fase movil y un flujo de 0.4 mL/min. Asimismo, se

comprobd que la longitud maxima de absorcion era de 204 nm.

Tabla 5. Flavonoides identificados en el EMCr.

Compuesto TR (min) Formula Masa Picos observados

molecular | molecular

esperada
Apigenina 10.78 Ci15H100s5 270.053 269'014551’;(1);'035’
Astragalina 7.22 C21H20011 448.101 285'0248041.3;;'093’
(9-Epicatequina 6.13 Ci15H1406 290.079 2123%7224 214(';%22
(+)-Catequina 7.47 Ci15H1406 290.079 21295%7224 211”2%2;
Epigalocatequina 6.13 Ci5H1407 306.074 11:;75%221 11%?_)%21%
Genisteina 6.14 C15H100s 270.052 159'0;_13’7?'0355'045’
Hiperdsido 6.14 C21H20012 464.095 ?é%i%éi” 22752%2%’
Kaempferol 7.98 C15H1006 286.048 285'21'% 09334034’
Luteolina 9.65 C15H1006 286.048 f:fgg;’ 2'5758;14"
Morina 7.12 C15H1007 302.042 151'010432;.3?_2'008’
Q”Zﬁiﬂg‘g'o' 7.12 CotH20012 | 464.095 463'02888?;;2;'034’

7.4 Purificacion de los acidos triterpénicos eluidos del EMCr

El método desarrollado para la identificacién y cuantificacibn de los &cidos
triterpénicos en el EMCr fue escalado a nivel preparativo. Para esto, se
incrementaron en las inyecciones el flujo (1.2 mL/min), el volumen de inyeccion (800

ML) y la masa de la fraccion rica en triterpenos (50 mg). Estas condiciones
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mantuvieron la misma resolucién cromatografica observada a nivel analitico, lo cual
permitié separar los 12 picos mayoritarios presentes en la fraccion (Figura 11). Por
otro lado, los compuestos purificados con mayor rendimiento fueron los picos con
los TR de 39.96 y de 139.45 min, seguidos de los de 83.72y 77.22 min y, por ultimo,
el de 68.68 min.

Posterior a la purificacion, los picos recolectados se analizaron nuevamente
utilizando las mismas condiciones. El analisis individual de los compuestos
recolectados, con tiempos de retencion de 39.96, 77.22, 83.72, 133.13 y 139.45 min
mostro cinco picos simétricos y sin desdoblamiento, lo cual nos permitié descartar
la presencia de impurezas en cada uno de ellos (Figura 12). Considerando este
resultado, a los compuestos puros se les registraron sus espectros de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) para su identificacion.
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Figura 11. Cromatograma de HPLC-DAD preparativo de una fraccioén rica del

EMCr en &cidos triterpénicos.
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Figura 12. Cromatogramas individuales de los &cidos triterpénicos del EMCr
purificados por HPLC-DAD preparativo con tiempo de retencion de A) 39.96 min, B)
77.22 min, C) 83.72 min, D) 133.13 min y E) 139.45 min.

7.5 Identificacién de los &cidos triterpénicos del EMCr mediante RMN

Las Figuras 13a y 13b, 14ay 14b ilustran los espectros comparativos de RMN de
1H y 13C, respectivamente, para los cinco compuestos mayoritarios del EMCr. Sélo
se describen aqui algunas sefiales distintivas importantes.

En los espectros de RMN de !H, la sefal alrededor de dn 5.50 (Figura 13)
corresponde al protén vinilico (H-12) en todos los compuestos.

Los picos con TR de 39.96, 77.22, 83.72, 133.13 y 139.45 min mostraron en sus
espectros de RMN de 3C (Figura 14) 30 sefiales, de las cuales una cercana a 180
ppm, es caracteristica del carbonilo de los acidos. Las sefales alrededor de d¢c 120
y 145 corroboraron la presencia del grupo vinilo en C-12 y C-13 respectivamente.
Las principales diferencias en los valores de &+ y dc entre los cinco compuestos
residen en sus patrones de hidroxilacion. Por ejemplo, los picos en 133.13 min y
139.45 min solo exhibieron una sefial cerca de o+ 3.5 (Figura 13ay b) y dc cerca de
80-85 ppm (Figura 14ay b), que indican protones sobre carbono monooxigenado y
carbonos igualmente monooxigenados respectivamente. En contraste, los picos con

de los TR de 83.72 y 77.22 min mostraron dos sefales para on entre 4.0y 4.5 (H-2
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y H-3) y otras dos en sus RMN de *3C, una dc de 65-70 (C-2) y otra de 77-83 (C-3).
Finalmente, el pico con TR de 39.96 min produjo un singulete para el H-18,
indicando carbonos cuaternarios en su alrededor y tres sefiales entre 65y 80 (dc-2,
O0c3 y Oc19, esta Ultima en &¢c 72.5), las cuales son propias de arbonos
monooxigenados) (Figura 14ay 14b). Adicionalmente, se obtuvo un espectro de *3C
del pico con TR de 68.68 min, el cual presentd impurezas (Figura 2A, ANEXO). Sin
embargo, al comparar el desplazamiento quimico de las sefiales con lo reportado
en la literatura, se logro identificarlo como acido alfitélico (Somin y col., 2019). La
Figura 15 muestra el cromatogra a nivel preparativo de los tiempos de retencion y

sus correspondientes compuestos.
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Figura 13. Espectros comparativos de RMN de 'H (CsDsN, 500 MHz) de los acidos
ursolico, corosolico y euscafico (a), asi como los espectros de los acidos oleandlico
y maslinico (b) contenidos en el EMCr. Las sefiales mas distintivas se indican sobre
los espectros.
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Figura 14. Espectros comparativos de RMN de 13C (CsDsN, 125 MHz) de los acidos
ursolico, corosolico y euscéfico (a), asi como los espectros de los acidos oleandlico
y maslinico (b), contenido en el EMCr

62



2.40°

.

g
2.00 Ay '\ '
i ( \ \

®
o
> 36.322

62122
K{j_,’,} 139.454

AA"> 68.584
AC >83.705
98 674

| AM;_,??.zzz
AG>133.074

0.20- | 1 \

0.00- — ) L B — — 1 B AL e —.‘ e o

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 $0.00 100.00 110.00 120.00 130.00 140.00 150.00 160.00 170.00
Minutes

Figura 15. Cromatograma a nivel preparativo de los tiempos de retencion y sus
correspondientes compuestos. [AE] euscépico, [AM] malisnico, [AC] corosdlico,
[AO] oleandlico, [AA] alfitolico y [AU] ursdlico.

Por otro lado, es importante mencionar que los resultados de este estudio
contribuyeron a la identificacion por primera vez del &cido oleandlico y alfitélico en
las hojas de C. rosei. Ademas, se reafirma la presencia de los otros 4 &cidos
triterpénicos que habian sido previamente identificados en esta especie (Lopez-Fitz,
2019). Considerando el grado de pureza de 5 de los 6 acidos triterpénicos obtenidos
mediante el proceso de escalamiento con columna preparativa, estos se utilizaron
como estandares y a la vez, Gtiles como los marcadores analiticos para la validacion
del método analitico y la cuantificacién de estas moléculas en hojas y en el extracto

de C. rosei.

7.6 ldentificacion de los acidos triterpénicos en el EMCr
Por otro lado, la identificacion de los cinco &cidos triterpénicos en el extracto
metandlico de las hojas de Crataegus rosei se realizé mediante la comparacion de

los TR de los estandares y los de los picos presentes en el extracto (Figura 16 Ay
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B). Asimismo, para la confirmacion de la identidad de los acidos, se realizaron
coeluciones del extracto y los estandares obtenidos mediante purificacion en
nuestro laboratorio. Los analisis de las coeluciones no mostraron desdoblamiento
de los picos, lo cual demuestra la presencia del acido ursdlico, oleandlico, maslinico,
corosolico y euscéfico. En la Figura 16 A, se muestra el cromatograma de la
coelucion de los estandares de los 5 acidos en las condiciones analiticas
desarrolladas, en el cual se observa el acido euscéfico con un TR de 5.75 min y la
separacion del &cido ursolico (TR de 17.7 min) y corosdlico (TR: 10.88 min); de sus
isbmeros, el oleandlico (TR 16.9 min) y el maslinico (TR: 10.3 min),
respectivamente. Asimismo, en la Figura 16 B, se observa el cromatograma del
EMCr con la identificacién de estos compuestos. Cabe mencionar que existe un
antecedente de la presencia de este tipo de compuestos en algunas especies
mexicanas de Crataegus. El &cido euscafico se identificd previamente en C. gracilior
y mexicana, mientras que el acido ursolico y el corosélico unicamente en C. gracilor

(Hernandez-Pérez y col., 2014; Torres-Ortiz y col., 2020).

7.7 Cuantificacion de los acidos triterpénicos

La cuantificacion de los acidos triterpénicos se obtuvo mediante curvas de
calibracion de cada compuesto de manera independiente (Figura 17 Ay B). Para el
trazado de las lineas de correlacién concentracion-absorbancia (Figura 17 B), se
utilizaron seis concentraciones apropiadas para cada compuesto (mas detalles en
el punto 7.8.3). Todas las curvas mostraron buena linealidad al tener una correlaciéon
(R?) > 0.98 (ICH, 2005). Los limites de cuantificaciéon (LC) y de deteccién (LD) se
calcularon a partir de los resultados obtenidos en las curvas de calibracion, los

cuales se muestran en la Tabla 6.
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[AM], [AC], [AO] y [AU] respectivamente, y B) del EMCr con las estructuras

guimicas de los mismos compuestos.

Figura 16. Cromatogramas A) de los estandares de los acidos triterpénicos [AE],
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Figura 17. A) Cromatogramas para las curvas de calibracion B) curvas de
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Tabla 6. Ecuaciones lineales deducidas de las curvas de calibracion, limite de
deteccidn y cuantificacion.

Compuesto | Concentracion | Ecuacion | Correlacion LD LC
(ug/mL) deducida (R?) (ug/mL) | (ug/mL)
AE 100-1000 y= 6490.5x 1 12.26 20.43
+ 35687
AM 100-1000 y=5981.6x 0.9999
-24358 26.42 44.03
AC 100-1000 y=5572.2x 0.9993 53.67 89.46
+ 43954
AO 20-120 y= 18634x 0.9996
-75338 0.0007 4.2
AU 100-1000 y=10315x 0.9999
+ 110761 9.72 16.17

Por otra parte, el escalamiento a nivel de hojas secas mostr6 que el compuesto
mayoritario en el extracto es el AE (19.25 + 0.24 mg/g de hoja), seguido del AU
(11.11 £ 0.41 mg/g de hoja), AC (5.79 = 0.15 mg de hoja), AM (3.32 + 0.08 mg de
hoja) y AO (1.27 £ 0.1 mg de hoja) (Figura 18). Los resultados de este estudio
demostraron que, con respecto a la concentracion previamente reportada para los
flavonoides (Rodriguez-Martinez, 2021), los acidos triterpénicos son los
compuestos con mayor abundancia en las hojas C. rosei.

Ademas de la alta concentracion de los acidos triterpénicos encontrada en este
estudio en las hojas C. rosei, se destaca que el AE y el AU también poseen actividad
vasodilatadora, con una CEsp no reportada, pero un Emax de 83.99 + 0.003 para el
primero y una CEso de 21.5 + 3.5 pg/mL, con una Emax de 97.7 + 3.9 %, para el
segundo (Al-Habib y col., 2015). Ambos éacidos (AE y EU) cumplen asi con los
requisitos establecidos por la la Guia para la declaracion de sustancias o materiales
vegetales y preparaciones herbales en productos medicinales herbolarios y
productos tradicionales medicinales herbolarios de la EMA (2010), la cual
recomienda la seleccion de moléculas con alta abundancia para que sirvan como
marcadores analiticos y/o aquellos que contribuyen a la actividad farmacologica (Li
y col., 2008) o marcadores “activos”. En este sentido, los dos acidos, el ursdlico y el

euscafico se propusieron como los marcadores quimicos y farmacolégicos idéneos
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para esta especie vegetal, cumpliendo ambos la funcion de marcador tanto analitico

como activo.

25 -
20
15

10 -

mg/g de hoja

AE AM AC AO AU
Acidos triterpénicos

Figura 18. Gréfica de la cuantificacidon de los &cidos triterpénicos en el EMCr: [AE]
euscéfico, [AM] malisnico, [AC] corosdlico, [AO] oleandlico, y [AU] ursdlico

7.8 Validacion del método analitico para la cuantificacion del AE y AU en el EMCry
SAME

7.8.1 Especificidad

La especificidad del método analitico por HPLC-DAD se determing evaluando en
primer término la respuesta de los analitos a diferentes longitudes de onda de
absorcion, realizandose, tanto con los estandares obtenidos de AE y AU como con
muestras de EMCr. Los resultados mostraron que el andlisis a 204 nm proporcioné
una mayor sensibilidad y resolucién del método. Por otro lado, la confirmacién del
AE y AU en los extractos se realiz6 mediante el enriquecimiento del extracto con los
estandares y proporcionando el consiguiente incremento del area bajo la curva. La
especificidad de los picos en las muestras se determiné mediante la ausencia de la
deformacion del pico o la manifestacion de un pico contiguo y, por ultimo, se
inyectaron blancos (fase movil) para descartar la interferencia en los tiempos de

retencién de los dos marcadores quimicos.
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7.8.2 Adecuabilidad y precision del sistema analitico

Los resultados de la adecuabilidad revelaron una interaccion positiva del AE y AU
con la fase mévil y la columna (factor de capacidad k’ > 2). Asi mismo, la columna
presentd buena resolucion con una eficiencia > 2000 en numero de platos tedricos
y un coeficiente de variacion (CV) < 2 %. Por otro lado, los resultados para los AE y
AU en la precision del sistema mostraron un CV < 1.5 % (Tabla 7) (USP, 2020;
FEUM, 2020). Estos resultados demostraron que el sistema cromatogréfico se
encontrdé en condiciones Optimas para la validacion del método analitico. Por lo
tanto, confirmaron la obtencion de datos reproducibles y confiables durante los

analisis realizados.

Tabla 7. Parametros de desempefio del AE y AU Yy criterios de aceptacion.

Adecuabilidad Precision
Compuesto del sistema
P TR Cv No. De platos | Factor de CVv
tedricos capacidad
AE 5.58 + 49871838 + 458 +
0.003 | 0.31% 63164 0.004 0.022 %
AU 1655+ | 0.41% | 28338273 + 42.78 +
0.013 47627 0.002 0.58 %
Criterios de
aceptacion - <2% > 2000 >2 <15%
de la FEUM

7.8.3 Linealidad, limites de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC) del sistema
analitico

Las curvas de calibracion para evaluar la respuesta analitica a la concentracién de
los marcadores quimicos AE y AU se construyeron utilizando seis concentraciones
diferentes en el intervalo de 100 a 1000 pg/mL, y realizando ensayos independientes
por triplicado (Figura 16 A y B). Las curvas obtenidas mostraron buena linealidad

conuna Rz =1y 0.9999, para el AE y el AU, respectivamente. Los datos obtenidos
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mostraron una excelente correlacion entre las variables y, ademas, cumplieron con
los criterios de aceptacion, al obtener una Rz > 0.98 (USP, 2020). Los limites de
cuantificacion del AE y AU fueron de 20.43 y 19.55 yg/mL, mientras que los limites
de deteccion fueron de 12.26 y 11.73 ug/mL respectivamente (Tabla 6).

7.8.4 Precision del método

La precision intermedia se expresé como el porcentaje de la desviacion estandar
relativa (% RSD) de los analisis independientes (n=3). Se analiz6 una concentracién
baja, media y alta (100, 400 y 800 ug/mL) en 3 dias diferentes. En la Tabla 8, se
observan los datos obtenidos del analisis intradia e interdia del AE y AU, los cuales
muestran un RSD < 2 %. Por otra parte, se analiz6 la concentracion de 800 pg/mL
por dos analistas, en dos dias diferentes. El analisis intradia e interdia para el AE
no mostré un % RSD mayor a 0.9 y para el AU, no mayor a 1.24 % (Tabla 9). Por
otro lado, los andlisis de repetibilidad y precision intermedia registraron un % RSD
< al 2, lo cual cumple con los criterios de aceptacion descritos por la ICH y la Guia
del CNQFB México para este parametro. En este sentido, el método analitico
desarrollado es preciso para la cuantificacion de los dos acidos triterpénicos al

mostrar resultados con RSD inferiores a 2.0 %.

Tabla 8. Resultado de la precision en el andlisis de los AE y AU.

% RSD
Concentracion _ _
(ng/mL) Acido euscafico Acido ursoélico
Dia Dia | Dia Dia | Dia | Dia
1 2 3 Interdia 1 2 3 Interdia
Intradia Intradia
100 0.07 | 0.08 | 0.22 0.15 1.02 | 1.55 | 0.47 0.99
400 0.03 | 1.8 |0.04 1.69 0.56 1 0.67 0.95
800 0.04 | 0.82 | 0.11 0.76 0.21 | 056 | 1.79 1.22
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Tabla 9. Valores de los % de RSD obtenidos del analisis por dos analistas en dos
dias diferentes.

Acido euscéafico Acido ursolico
Analista Dia 1 Dia 2 Dial | Dia2
Interdia Interdia
Intradia Intradia
1 0.08 0.09 0.09 0.02 1.24 0.385
2 0.09 0.08 0.09 0.01 0.19 0.63

7.8.5 Exactitud

La exactitud del método se calcul6 mediante la determinacién del porcentaje de
recobro de la adicién al EMCr de tres concentraciones conocidas del AE y AU (100,
400 y 800 pg/mL). El porcentaje de recobro de las tres concentraciones para el AE
se presentd entre el 99y el 101.5 %, con un % RSD medio de 0.32 a 0.8 %, mientras
que para el AU, los valores se encontraron entre el 99.1y el 101.9 % y un % RSD
medio de 0.26 a 1.18 %. Por lo tanto, los AE y AU demostraron tener un porcentaje
de recobro menor a 102% y un RSD < 2%, lo cual demuestra que el método
desarrollado posee precision y exactitud con baja diferencia entre los resultados
(Tabla 10).

7.8.6 Robustez

La robustez se evalué modificando ligeramente las condiciones analiticas como la
temperatura, longitud de onda de deteccion y proporcion de fase mévil. EIl método
para la cuantificacion del AE y AU se vio afectado en el cambio de las fases moviles,
temperatura y longitud de onda, obteniendo un % RSD < 2 % (Tabla 11). Estos
resultados demuestran que el método de analisis es robusto al verse afectado en
las concentraciones de los dos acidos triterpénicos por ligeras variaciones en las

condiciones de analisis (Figura 19).
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Tabla 10. Resultados porcentaje (%) de recobro del AE y AU al utilizar el método

analitico por HPLC.

Acido euscéfico Acido ursélico
[A] [R] % [A] [R] %
[] R (ng/ (ng/ % R RSD | (ng/ (ng/ % R RSD
mL) mL) mL) mL)
100 1 100 97.17 99.0 100 99.5 99.5
2 100 98.64 100.5 0.77 100 99.07 101.4 1.14
3 100 98.33 100.2 100 101 101.6
400 1 400 | 392.84 99.14 400 408 102.0
2 400 3954 99.78 0.32 | 400 399.7 99.9 1.18
3 400 394 99.4 400 407 101.9
800 1 800 808 101.5 800 796.3 99.5
2 800 | 796.28 100 0.8 800 | 792.63 99.1 0.26
3 800 806 101.2 800 | 796.04 99.5

*[ ]: Concentracion, R: repeticion, [A]: concentracion afiadida, [R]: concentracion
recuperada, % R: porcentaje de recuperacion, %RSD: % desviacion estandar

relativo medio.

Tabla 11. Resultados del ensayo de la robustez del método por HPLC, medida como
variaciones expresadas en % RSD, de la respuesta en concentracion de los analitos
AE y AU ante modificaciones de condiciones analiticas

Condiciones del método
Método Temperatura | Longitud Fase movil
original (°C) de onda
Acidos (nm)
triterpénicos | A= 204, 32
°C, fase 32 202 | 206 92:08 88:12
maévil 90:10 MeOH:H20 | MeOH:Hz20
(MeOH:H20)
AE (%RSD) 0.22 1.2 258 | 3.2 11.72 10.77
AU (%RSD) 0.72 9.02 2.35]|2.35 11.76 8.64
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Figura 19. Gréfica que muestra los resultados de la robustez del método por HPLC,
evaluada mediante las variaciones en concentracion de analitos AE y AU ante
modificaciones de las condiciones analiticas sefaladas. *Diferencias significativas
con respecto al método desarrollado (p < 0,05). Las diferencias se determinaron

mediante ANOVA de una via con la prueba de Tukey.

7.9 Desarrollo del sistema automicroemulsionante (SAME) del EMCr

7.9.1 Pruebas de solubilidad del EMCr en diferentes excipientes

La elaboracién de un sistema automicroemulsionante (SAME) requiere de la
seleccién de los excipientes ideales para evitar la precipitacion del farmaco por
cambios en solubilidad. Para esto, se realizaron pruebas de observacion visual de
la solubilidad del EMCr a temperatura ambiente (=25 °C) en diferentes tensoactivos,
cotensoactivos y aceites previamente seleccionados como aditivos potencialmente
Gtiles para constituir un SAME para uso oral. El extracto presentd baja solubilidad
en PECEOL®, Laurogycol®, POCC y Labrafil® M 1944, mientras que en
Transcutol® HP se encontro la mayor capacidad de solubilizacion con mas de 150
mg/mL del EMCr; por lo que su funcion es de codisolvente/cosurfactante.

Adicionalmente, el extracto también se logré disolver en etanol (< 10 mg/mL) y en
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los surfactantes Tween® 60 (> 10 mg/mL), Tween® 20 (> 10 mg/mL) y Labrasol®
ALF (<10 mg/mL), entre otros aditivos (Tabla 12). Cabe resaltar, que el Transcutol®
HP, Labrasol® ALF, Tween® 20 y Tween® 60 fueron los excipientes que disolvieron
mas al AE y AU.

Tabla 12. Resultados de solubilidad del extracto metandlico y de los marcadores
quimicos a temperatura ambiente (=25 °C).

Solubilidad Cuantificaciéon de marcadores
Excipientes aparente (ug/mL
(mg/mL) AE AU

Transcutol® HP > 150 688.7 + 0.2 199.5 + 28.2
Labrasol® ALF Ligeramente <10 [599.6 + 16.7 224.3 +10.0
Tween® 60 > 10 5499+ 7.7 134.3+1.2
Tween® 20 >10 825.3 +51.9 213.8+1.9
Lauroglycol® 90 <10 276.8+2.2 169.2 £ 2.2
Lauroglycol® FCC <10 137.6 +11.4 116.5 £ 17.7
LABRAFAC® <10 46.5 £ 10.8 28.4+0.4
Tween® 80 <10 1133.0 £ 34.5 N/D
Capriol® PGMC <10 N/D 153.3 + 3.8
Capriol® 90 <10 N/D 173.2+£4.3
Labrafil® M 1944 <10 N/D N/D
Labrafac® 1349 <10 N/D N/D
Masine® CC <10 N/D N/D
Labrafil® M 1944 <10 N/D N/D
Labrasol® 9 <10 N/D N/D
POCC <10 N/D N/D
PECEOL® <10 N/D N/D

7.9.2 Construccion del diagrama ternario

De acuerdo con las pruebas de solubilidad del extracto, se seleccionaron el
Transcutol® HP (TH), el Labrasol® ALF (L) y el Tween® 60 (TW) como excipientes
para desarrollar el sistema lipidico (SAME). El diagrama de fase ternario elaborado
con el disefio reticular simple aumentado establecid la proporcion ideal de cada

componente (del 10 al 90 %) para cubrir la mayor area de trabajo. El disefio mostré
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10 combinaciones (M1-M10), las cuales incluian 6 puntos en los bordes, 1 en el
centro y 3 entre el centro y el vértice (Figura 19). Por ejemplo, la formulacion M1
contenia 80 % de transcutol HP, 10 % labrasol ALF y 10 % de tween 60.

Transcutol

Tween 60 Labrasol

10 20 30 40 50 60 70 80 S0

Figura 20. Diagrama ternario que muestra las proporciones de los aditivos lipidicos

anfifilicos utilizados para integrar las formulaciones M1 a M10 que fueron evaluadas

(caracterizadas) en su capacidad de formar un SAME.

7.9.3 Caracterizacion de las muestras de SAME obtenidas con el disefio reticular
simple aumentado

7.9.3.1 Prueba de autoemulsificacion

Las 10 formulaciones de SAME elaboradas (M1 a M10) mostraron completa
miscibilidad entre los tres aditivos en las proporciones del diagrama de la Figura 20.
Cada formulacién se sometié a la prueba de autoemulsificaciébn con agua para
observar su capacidad de autoemulsificacion y determinar a qué clasificacion
correspondia en funcién de los grados A — D (Talegaonkar y col., 2010). La
formulacion M3 (Transcutol® HP: 10 %, Labrasol® ALF: 10 % y Tween® 60: 80 %)
presentd separacion de fases, por lo que se descartd su utilizacion en pruebas
posteriores. Este comportamiento puede atribuirse a que la alta proporcion (80%)

de Tween® 60 y baja cantidad (10%) de Transcutol®, siendo ambos compuestos
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hidrosolubles, se mezclaron facilmente con el agua, infiriéndose incluso, por sus
valores de concentracion micelar critica (CMC), que son de 0.03 — 0.1 mM y de
2.5%, para el Tween® 60 y el Transcutol®, respectivamente (Javadzadeh y col,
2015; Viada y col. 2018), que la mayor solubilidad aparente en agua de ambos
excipientes y su separacion del Labrasol®, pudo haber sido resultado de rapida
formacion de micelas de Tween® 60, debida a su concentracion de exceso en el
agua; de modo que no se vio favorecida la interaccién de éste con el Labrasol® para
formar una emulsién. Esto ultimo tendria que comprobarse con otros estudios,
utilizando entre otros, un microscopio.

Las formulaciones M2 (80% Labrasol®, 10% Transcutol® y 10% Tween®), M4 (45%
Labrasol®, 45% Transcutol® y 10% Tween®) y M10 (22.5% Labrasol®, 22.5%
Transcutol® y 55% Tween®), autoemulsionaron y se clasificaron en el grado C por
presentar apariencia opaca aun cuando su tiempo de emulsificacién fue < 1 minuto;
indicando la formacion de gotas de escala micrométrica. Si bien fue rapida la
formacion de estas emulsiones, no fueron estables. Por ultimo, las formulaciones
restantes presentaron apariencia transparente y una formacion rapida y fueron

clasificadas en el grado A de autoemulsificacion (Tabla 1A, ANEXO).

7.9.3.2 Determinacion del pH, indice de refraccién (IdR), tamafio de gota (TG) y
potencial Z de los sistemas lipidicos
Todas las formulaciones o SAME presentaron un pH de 7 y un valor de IdR entre
1.43 y 1.45 antes del enayo de autoemulsificacion con agua. Por otra parte, a las 9
formulaciones miscibles autoemulsificadas con agua, se les determiné el tamafio de
gota y potencial Z. Las formulaciénes M5, M6 y M10 exhibieron el mayor tamafio de
gota (> 3000 nm), mientras que las M1, M4, M7 y M9 presentaron un tamafo de
gota < 400 nm. Por otro lado, para comprobar la estabilidad, a las 4 formulaciones
con menor tamafio de gota, se les determind el potencial Z, resultando dicho
parametro entre los valores 11 y 14 mV (Tabla 1A). Las formulaciones que
obtuvieron estos valores de potencial Z se consideran estables debido a la

capacidad de repulsion entre las particulas presentes en la solucion, lo cual impide
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la formacion de aglomeraciones. Estos datos demuestran que las particulas se

encuentran dispersas y homogeneas en solucion.

7.9.4 Optimizacion y caracterizacion de las formulaciones (M11-M20)

La optimizacion se realizé por medio de un disefio reticular simple aumentado. Esta
optimizacién redujo el area de trabajo en aquellas proporciones de excipientes que
permiten la formacion de microemulsiones, pero que a su vez reducen el riesgo de
irritacion gastrica y citotoxicidad, ya que la mayoria de las publicaciones
recomiendan no superar la proporcion de tensoactivos del intervalo de 30 a 60% en
una formulacion (Londofio-Ruiz y col., 2022; Uttreja y col., 2025). El area de trabajo
delimit6 la proporcion de Transcutol® HP del 30 al 80 %, de Labrasol® ALF del 30
al 60 % y de Tween® 60 del 10 al 35 %. Este disefio gener6 10 nuevas
formulaciones (M11-M20), las cuales fueron caracterizadas y clasificadas con los
pardmetros descritos en el apartado anterior. La formulacibn M13 presento
separacion de fases y se clasifico en el grado E, por mostrar nula dispersién en
agua. Por otro lado, las formulaciones M11, M12 y M14 presentaron apariencia
opaca, por lo que se clasificaron de grado B y las demas formulaciones se
clasificaron en el grado A. No obstante, las formulaciones M15, M16, M17, M19 y
M20 presentaron tamafio de gota < 160 nm, un tiempo de emulsificacion < 30
segundos y un potencial Z entre 2 y 6 mV (Tabla 2A, ANEXO).

Las graficas de contorno y superficie revelaron que las formulaciones con una
concentracion > del 20 % de Tween® 60 presentaron mayor tamafio de gota y las
formulaciones con mayor concentracién de Transcutol® HP y Labrasol® ALF son
las que presentaron menor tamafo de gota. En la Figura 21 A, se observa el
diagrama ternario acompafnado de la grafica de contorno de las 20 formulaciones.
En esta gréafica, se observa en color verde claro el area de las formulaciones con
menor tamafio de gota (< 200 nm) y menor indice de polisdispersidad (< 0.2). La
grafica de superficie (Figura 21 B) muestra un comportamiento directamente
proporcional entre la concentracion de TW y el tamafio de gota (TG) e indice de
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polidispersidad (> 1.5 y TG >), mientras que en el transcutol HP y labrasol ALF,

poseen un comportamiento inversamente proporcional a las mismas variables.

A Transcutol B
Dpi
1
02 - 05
W o5 -
W 10 -

Transcutol

Tamaifio de particula 0.00|

10.00

Tween 60

1
60.00

Labrasol

Tween 60

Figura 21. A) Diagrama ternario con grafica de contorno de muestra, B) grafica de

superficie.

7.9.5 Estudio de estabilidad fisica y de emulsificacibon apH =1.2y 6.8

Las cinco formulaciones con caracteristicas de microemulsién (tamafio de gota <
200 nm y potencial Z cercano a = 30 mV) se sometieron al estudio de estabilidad
termodinamica. En la prueba de centrifugacion, Unicamente la formulacion M19
presentd precipitacion del extracto por lo que esta se descartd. En la prueba de
enfriamiento y calentamiento, ninguna formulacién presenté separacion de fases o
precipitacion del extracto. En la prueba de congelaciéon y descongelacion, la
formulacibn M16 presentd precipitacion y también fue descartada. Las tres
formulaciones restantes cumplieron la prueba y fueron seleccionadas para la
evaluacion de autoemulsificacién a pH de 1.2 y 6.8. Los resultados de este ensayo
revelaron que ninguna de las tres formulaciones mostré precipitado ni separacion
de fases a estos pH. Sin embargo, la formulacién M17 fue la que obtuvo menor
tiempo de dispersidbn en ambos valores de pH (Tabla 13). Con base a estos
resultados, la M17 fue seleccionada como la formulacion ideal, ya que cumple con
las caracteristicas de una microemulsion (tamafo de gota de 106.8 nm, potencial Z

de 5.28 y tiempo de dispersion de 18 segundos).
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Tabla 13. Resultados del estudio de la estabilidad cinética de las formulaciones.

Prueba de estabilidad Prueba de
autoemulsificaci
Formulac on (segundos)
ion Centrifu | Enfriamiento/ Congelacion/ pH: 1.2 | pH: 6.8
gacién* | calentamiento descongelacion
M15 v V v 17+2 | 105%
0.70
M16 \ \ X
M17 N v v 13+ | 1320
1.73
M19 X
M20 v V v 14 + 16 +
1.41 1.4

* : Formulacién estable
X: Formulacion inestable (descartada)

Por otro lado, el analisis de la formulacion M17 cargada con 60 mg del EMCr,
utilizando Microscopia Electrénica de Transmision (MET), mostré gotas con un
tamano inferior a los 50 nm (Figura 22). Las gotas que contenian el EMCr se
observaron de forma esférica con superficie lisa y no se encontré agregacion o
adhesion entre las gotas. En la Figura 22 A y C, se observan gotas definidas con
tamano homogéneo y sin presencia de aglomerados en escala de 50 nm. En B y D,
se observan gotas con tamafo uniforme y sin agregacion en escala de 200 y 100
nm, respectivamente. Estos datos concuerdan con el potencial Z registrado
anteriormente. Las microemulsiones son sistemas termodinamicamente estables,
pero su estabilidad puede verse comprometida por diversos factores. Cuando esta
estabilidad se compromete, las particulas en el sistema interactuan entre si y
pueden conducir a la formaciéon de aglomerados. En este sentido, el SAME-Cr

desarrollado presenta estabilidad y evita la agregacion.

7.9.8 Estabilidad acelerada
El EMCr se disolvié en el sistema automicroemulsionante (conjunto que se nombro
como SAME-Cr) y posteriormente, se incorpord en capsulas de gelatina dura. Estas

capsulas se almacenaron a 40 °C con 75 % de humedad relativa (HR). Los
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resultados de la estabilidad acelerada no mostraron diferencias significativas en el
tamafo de gota, potencial Z, infrarrojo y viscosidad a esa humedad y temperatura
(Figura23 A, B,DYyF).

Figura 22. Imagenes capturadas de la MET de las gotas del SAME-Cr.

Sin embargo, los parametros de color e indice de refraccion se vieron afectados por
la temperatura de almacenamiento, mostrando diferencia significativa (Figura 23 C
y E). Cabe resaltar que, a pesar de presentar estos ligeros cambios en el color e
indice de refraccién ocasionados por la temperatura, la composicién quimica y en
particular los marcadores quimicos del extracto no se vieron afectados, ya que el
perfil quimico por medio de HPLC e IR no mostrd picos y bandas diferenciales

respectivamente, con respecto al mes cero.
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Figura 23. Graficas de estabilidad acelerada, A) Tamafio de gota, B) Potencial Z,
C) indice de refraccion, D) Infrarrojo, E) Color y F) Viscosidad. Los resultados se
expresan como la media = DE (n=3). *Diferencias significativas con respecto al mes
cero (p < 0,05). Las diferencias se determinaron mediante ANOVA de una via con
la prueba de Tukey.
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7.10 Estudio de toxicidad

7.10.1 Toxicidad aguda

En la prueba de toxicidad aguda, no se registraron muertes ni signos de toxicidad
aparente durante los 14 dias posteriores a la administraciébn Unica de las
concentraciones del SAME-Cr de 300 y 2000 mg/kg de peso corporal (pc). Por otro
lado, se descartd la presencia de alteraciones en la conducta, desorientacion,
letargo, hipoactividad, convulsiones, piloereccion, dolor, vOmito, diarrea y
secreciones anormales en los animales. Asimismo, no se observaron alteraciones
significativas en el consumo de agua y alimento en ninguno de los grupos. Cabe
mencionar que se observo un aumento de peso corporal al final de la primera y
segunda semana tanto en el grupo control como en los dos grupos de tratamiento.
No obstante, no se observo diferencia significativa en el aumento del peso corporal

semanal entre los grupos control y de tratamiento como se muestra en la Figura 24.

300 - EEN Semana 0
[ Semana 1
BN Semana 2
250
~ = o
2 200 - £
[
g
N 150 -
Q
o]
8 100 ;
50
0 T T T
Control 300 mg/kg pc 2000 mg/kg pc

Figura 24. Grafica del peso corporal del grupo control y de los animales tratados con
las concentraciones de 300 y 2000 mg/kg pc. Los resultados se expresan como la

media £ DE (n=3).
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La administracion unica de SAME-Cr en dosis de 300 y 2000 mg/kg de peso corporal
tampoco presentdé diferencias significativas (p<0,05) en los parametros
hematoldgicos de los leucocitos, como neutrdfilos, linfocitos, monocitos y eosinofilos
de los animales tratados con respecto a los del grupo control. Ademas, no se
observaron cambios en los marcadores normales de la funcion renal (urea y
creatinina) ni hepética [fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina, alanina transaminasa
(ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y globulina)] en los grupos tratados (Tabla
14). Asimismo, la necropsia macroscoépica de los 6rganos de los animales no mostré
dafio aparente y se descartd de manera visual necrosis, formacién de edemas,
hematomas y hemorragias en los tejidos. Por otro lado, no se encontrd diferencia
significativa (p<0.05) entre el peso absoluto y el peso relativo de los 6rganos de los

grupos tratados y los del control.

Tabla 14. Pardmetros de quimica sanguinea del estudio de toxicidad.

Parametros* Control 300 mg/kg pc | 2000 mg/kg pc
FA (U/L) 319.33+£68.7 |295+6.9 327.3+£60.2
ALT (U/L) 46.53 £6.9 37.2+£3.9 534+114
AST (U/L) 171.7 £ 33 130.4 £ 394 149.2 +52.1
Creatinina (mg/dL) 0.4%0 040 0.33+0.1
Bilirrubina total (mg/dL) 0.25+0 0.25+0 0.25+0
Bilirrubina directa(mg/dL) [ 0.08+0 0.08+0 0.08+0
Globulina (g/dL) 0.05 £ 0.02 0.1+£0.2 0.2+0.14
Urea mg/dL 33+£8.7 30.3+4 36.7+4.9
Albumina (g/dL) 3.3+£22 3.02+1.9 3.23+2.2

Los cortes histolégicos de rifidn, higado, bazo, pulmén, cerebro y corazén no
mostraron cambios en la morfologia de estos érganos, ni dafio estructural en las
unidades funcionales de los 6rganos de los grupos tratados con SAME-Cr y los del
control. Estos resultados permitieron calcular una dosis letal 50 (DLso) superior a
2000 mg/kg pc, lo cual clasifica al SAME-Cr en la categoria 5 de acuerdo con el
Sistema Globalmente Armonizado para el Etiquetado de Productos Quimicos (SGA)
(United Nations, 2023). Por otro lado, La DLso del SAME-Cr calculada en este
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estudio coincide con lo reportado previamente para otras especies del género
Crataegus. Por ejemplo, el extracto estandarizado WS1442 posee una DLso
estimada de 1750 mg/kg pc en ratas, mientras que el extracto acuoso de C. azarolus
revel6 una DLso de més de 2000 mg/kg pc en ratones (Schlegelmilch y Heywood,
1994; Shatoor, 2011).

7.10.2 Toxicidad subaguda

La administracién repetida del SAME-Cr con dosis de 300, 500 y 1000 mg/kg pc no
mostré signos de toxicidad aparente, ni se registré mortalidad en los animales
tratados, en ambos sexos. En relacién con la ganancia de peso corporal de los
animales, no se reporté disminucién en el consumo de alimento en los grupos en
tratamiento, satélite y control. Sin embargo, el analisis estadistico mostr6 un
aumento significativo en el porcentaje de peso corporal en la segunda semana del
tratamiento en los machos del grupo administrado con dosis de 1000 mg/kg pc. Este
aumento se puede asociar con un comportamiento normal, ya que los animales de
ese grupo registraron un peso inicial superior al resto de los grupos. En las hembras,
se registré una diferencia significativa durante las primeras tres semanas del estudio
en los grupos administrados con 300 y 500 mg/kg. Por otro lado, unicamente el
grupo de 1000 mg/kg presento diferencia significativa en la tercera y cuarta semana
(Figura 25). Adicionalmente, estos grupos registraron el mayor consumo de alimento
durante las cuatro semanas de tratamiento. Este aumento de peso corporal denota
un comportamiento normal y un signo de bienestar en los animales, en su salud y

en su manejo a lo largo del estudio.

7.10.2.1 Parametros de quimica sanguinea y biometria hematica

El estudio de la biometria hematica permitié evaluar el estado general de los
animales en cuanto al transporte sanguineo y sistema inmunitario. Los parametros
de la biometria hemética no se vieron afectados por la administracion de SAME-Cr
en dosis repetidas con excepcion del grupo de 1000 mg/kg pc en las hembras, en

el cual se mostr6 un aumento constate en porcentaje de los monocitos. Sin
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embargo, en los grupos satélite y control, no se observé una diferencia significativa,
lo cual muestra la reversibilidad de la toxicidad. Estos datos descartaron la
presencia de trastornos sanguineos como anemia y leucemia, asi como procesos
infecciosos (Tablas 3A'y 4A, ANEXO).

A EE Control
1 300 mg/kg pc
N 500 mg/kg pe
1 1000 mg/kg pc
60 - Control (Satelite)
1000 mg/kg pc*

% Peso corporal

Semana

B N Control
3 300 mg/kg pc
I 500 mg/kg pc
3 1000 mg/kg pc
40 - Control (Satelite)
1000 mg/kg pc*

% Peso corporal

Semana

Figura 25. Porcentaje de peso corporal de A) Machos y B) Hembras. *El grupo
satélite para observar la reversibilidad y los grupos de control. Los valores se
expresan como la media £ DE (n=5). #Diferencias significativas determinadas con
respecto al grupo de control (p < 0,05). Las diferencias se determinaron mediante
ANOVA de una via con la prueba de Tukey.
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Los parametros de quimica sanguinea no mostraron diferencia significativa entre
los grupos de tratamiento, control y satélite para ambos sexos. Los valores de
bilirrubina, albumina, globulina y fosfatasa alcalina (AF) permitieron evaluar la
funcion del higado, mientras que la creatinina y urea la funcion normal del rifién
(Busto y Herrero, 2015). Asimismo, la AST (Aspartato Aminotransferasa) y ALT
(Alanina aminotransferasa) descartaron lesiones en diversos 6rganos y tejidos
como el higado, el rifidn, el pancreas, el cerebro o los masculos esquelético y
cardiaco (Busto y Herrero, 2015; Galvin y col., 2015). Con base en lo anterior, es
posible descartar cualquier tipo de dafio renal y hepatico producido por la
administracion repetida del SAME-Cr. Adicionalmente, el perfil lipidico de los grupos
de tratamiento y control mostré valores de colesterol total < 57 + 8.5y 54.5 + 4.9,
HDL <18 £+ 2.8y 195+ 6.3, LDL <21 +44,VLDL <21 +42y 179+ 124y
triglicéridos < 120.5 + 105 y 146.5 = 41.7 mg/dL en machos y hembras,
respectivamente (Tablas 5A y 6A, ANEXO). Estas cantidades son inferiores a los
valores de referencia normales (colesterol para machos < 166.99 + 7.13 y para
hembras <159.06 + 7.6 y triglicéridos < 119.33 + 4.69 para machosy 127.33 + 7.39
mg/dL para hembras) (Mahdi y col., 2020; Ihedioha y col., 2013), lo que permite
descartar posibles trastornos en la funcién cardiaca de los animales tratados con el
SAME-Cr (Tablas 15y 16).

7.10.2.2 Andlisis de los 6rganos principales

En la necropsia de los animales, no se observaron cambios macroscoépicos en los
organos principales. En cuanto al peso absoluto y relativo de los 6rganos, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados y el control para

ninguno de los sexos.
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Tabla 15. Parametros de quimica sanguinea del estudio de toxicidad subaguda en

las ratas macho.

Tratamiento | Alboumina | AF ALT AST | Urea | Creatinina | Globulina
(g/dL) (U/L) | (UL) | (U/L) (mg/dL) (g/dL)
Control 2.85+ 403.2 | 48.24 | 143.02 | 34.4 0.3+0 3.01+
0.03 + + +27.7 + 0.27
96.52 | 3.99 2.07
300 mg/kg | 2.97+0.1 | 366.6 | 52.48 | 132.8 | 36+ 0.3+0 2.89+
pc + + + 3.16 0.13
55.19 | 8.21 | 26.45
500 mg/kg 2.97 + 382+ | 57.14 | 16254 | 37 + 0.3+0 2.78 +
pc 0.12 47.32 + + 2.73 0.15
7.57 | 50.61
1000 mg/kg 2.74 + 362.2 | 58.08 | 232.34 | 34.4 0.26 + 2.98 +
pc 0.34 + + + + 0.055 0.26
46.07 | 7.65 | 1023 | 251
Control 3.08 + 407.8 | 69.7 | 260.32 | 44.4 04+0 5.0 +
(satélite) 0.12 + + + + 0.28
60.73 | 17.24 | 109.11 | 3.29
1000 mg/kg 3.04 + 4418 | 68.68 | 162.2 | 38+ | 0.42+0.04 5.08 +
pc (satélite) 0.14 + + + 5.09 0.15
82.79 | 12.21 | 3291
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Tabla 16. Parametros de quimica sanguinea del estudio de toxicidad subaguda en

las ratas hembra.

Tratamiento | Alboumina| AF ALT AST | Urea | Creatinina | Globulina
(g/dL) (U/L) | (U/L) (U/L) (mg/dL) (g/dL)
Control 3.06 + 273 +| 50.18 | 12153 | 30 + 0.26 + 2.96 +
0.11 37.65 + + 4.3 0.05 0.34
12.35 | 19.72
300 mg/kg 3.09+ 306.8| 479+ | 122.04 | 34.8 0.36 + 2.97 +
pc 0.15 + 6.55 | £+12.8 + 0.05 0.16
91.55 5.31
500 mg/kg 3.14 + 269.2 | 44 + 1258 | 39.4 0.42 + 277 +
pc 0.06 + 5.21 + [+43 0.04 0.41
28.02 24.61
1000 mg/kg 3.25+ 258 + | 57.04 |123.12| 37.4 0.26 + 3.16 +
pc 0.11 52.22 | +14.92 + + 0.05 0.11
55.48 | 4.88
Control 341+ 327.2 | 67.22 |121.53 | 45.6 0.52 + 542 +
(satélite) 0.27 + + + +6.5 0.08 0.48
63.2 | 28.84 | 22.03
1000 mg/kg 331+ 269.8 | 49.98 | 114.36 | 41.6 0.44 + 5.36 +
pc (satélite) 0.10 + +6.45 + + 0.05 0.09
64.26 14.83 | 2.88
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Los analisis de la tincion por hematoxilina y eosina mostraron caracteristicas
histol6gicas normales en todos los 6rganos de los animales tratados con todas las
dosis, en comparacion con los animales control. Los riflones y tabulos renales se
observaron sin dilatacion ni factores inflamatorios, mientras que los corpulsculos
renales no presentaron anomalias morfolégicas. ElI area y diametro de los
glomérulos no mostraron diferencias significativas en todos los grupos (Figura 26 A
y B). En el higado, todos los hepatocitos se visualizaban bien definidos y
presentaban un ndcleo visible, mientras que la mayoria presentaba uno y dos
nacleos. En la Figura 26 C y D, no se observa diferencia estadistica entre los
tratados y el grupo control en el area de los hepatocitos y de las gotas lipidicas, las

cuales descartan la presencia de higado graso.
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Figura 26. Graficas de los resultados del diametro de los glomérulos (A), areas del
glomérulo (B), hepatocito (C) y de las gotas lipidicas (D). Los valores se expresan

como la media = DE (n=6).
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En el bazo, no se observo disminucion del niamero de foliculos, ni necrosis y la pulpa
roja y blanca no presenté anomalias (Figura 27). La histologia cerebral no reveld
degeneracion. Se observa neuronas piramidales y células gliales en cantidad
suficiente y con una distribucion normal. En los pulmones, se identifico la presencia
de alvéolos y conductos alveolares, asi como bronquios y bronquiolos bien
definidos.

Finalmente, las imagenes histologicas del corazén son normales, mostrando fibras
musculares cardiacas y cardiomiocitos con nacleos de posicion central (Figura 28).
Los resultados obtenidos indican que la dosis Unica (300 y 2000 mg/kg pc) y repetida
del SAME-Cr (300, 500 y 1000 mg/kg pc) no causo alteraciones en los parametros
hematoldgicos, ni en la morfologia de los érganos vitales. Este estudio proporciona
datos valiosos sobre la seguridad de SAME-Cr, los cuales permitieron continuar con

los estudios preclinicos del efecto antihipertensivo.

Rifn6n Higado Bazo

Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras

F Pl 0

Control

300 mgl/kg
pc

500 mg/kg
pc

1000 mg/kg
pc

Figura 27. Imagenes representativas de la histologia del rifién, higado y bazo.
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Figura 28. Imagenes representativas de la histologia del cerebro, pulmoén y corazén.

7.11 Efecto antihipertensivo del extracto metandlico y del SAME-Cr

La administracion de L-NAME (zona azul clara de la Figura 29) durante dos
semanas indujo un aumento gradual de la presion arterial sistélica y diastélica en
las ratas. La presién registrada en estos grupos mostré diferencia significativa en
comparacién con el normotenso. Asi mismo, a partir de la tercera semana, la presion
arterial alta (PA) en las ratas hipertensas se mantuvo constante (196.1 + 4.1/152.8
+ 9.7 mm Hg), mientras que en los grupos con tratamiento con L-NAME + EMCr o
SAME-Cr, se observo una disminucion progresiva de la PA hasta finalizar el estudio
(zona rosa).

Por otro lado, en la semana cinco, se observé una disminucioén considerable de la
PA en los grupos que recibieron la concentracion mas alta del EMCr y del SAME-
Cr, en los cuales no se observé diferencia significativa en comparacién con el grupo
normotenso. Asimismo, en la dGltima semana de tratamiento, también se registrd una
disminucion en la PA de los grupos de captopril, 5, 50 y 500 mg/kg del SAME-Cr y
500 mg/kg pc del EMCr con valores registrados de presion sistolica/diastélica de
120.9 + 1.4/92.9 + 2.7, 122.6 + 4.6/90.9 + 6.4, 119.0 + 1.7/88.0 + 3.6, 111.4 +
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3.2/86.8 + 2.1y 115.7 £ 1/89.4 + 2.0, respectivamente. Las pruebas estadisticas
mostraron diferencia significativa entre estos grupos y el hipertenso y no mostraron
una diferencia significativa de la presion arterial sistolica y diastélica con el grupo

normotenso (Figura 29 y Tablas 17 y 18).
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Figura 29. Resultados de la medicion de la presion arterial sistélica y diastélica. Los
valores obtenidos se expresan como la media £ DE (n=6). Zona amarilla: inicio del
experimento, zona azul clara: administracion con L-NAME durante 2 semanas
(induccion a la hipertension arterial), zona rosa: administracion durante 4 semanas

del L-NAME con los diferentes tratamientos.

Cabe mencionar que estos resultados describen por primera vez el efecto
antihipertensivo del extracto metandlico de las hojas de C. rosei. Dicho efecto se
debe atribuye evidentemente a los compuestos presentes en el extracto, los cuales,
como se mencionod anteriormente, poseen efecto vasodilatador en anillos adérticos
de rata. Adicionalmente, se pudo observar que el SAME-Cr mejoro la eficacia del
extracto, lo cual podria asociarse con la mejor solubilidad del extracto. En este
sentido, los estudios demuestran que los sistemas basados en lipidos aumentan la
solubilidad de los farmacos pocos solubles en agua, lo que resulta en un aumento
de la biodisponibilidad de esos. Ademas, estos sistemas pueden servir como
vehiculos para la administracion oral, al encapsular el farmaco. Las ventajas de

estos sistemas consisten en reducir la toxicidad, aumentar la vida media y la
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biodisponibilidad, ademas, ayudan a prolongar la eficacia terapéutica debido a la

liberacion controlada del farmaco y protegen de la digestibn enzimatica y la

degradacion de fluidos durante la exposicion biologica (Kumar y col., 2023). Con

respecto a la composicién quimica del extracto, se ha demostrado que algunos

compuestos presentes en el extracto como los acidos triterpénicos y flavonoides

poseen una baja solubilidad en agua (Silva y col., 2020), lo cual resulta en una baja

biodisponibilidad. Un estudio realizado por Chen y col. (2018) demostré que de la

administracion oral de 19.69 mg/kg de AU y 284.3 mg/kg de AO en ratas se obtuvo

una concentracion plasmatica maxima de 487.47 + 138.94 ng/mL de AU y de 15.128

ng/mL de AO.

Tabla 17. Resultados de la medicién de la presion arterial sistélica.

Grupos Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
0 1 2 3 4 5 6
Normotenso | 121.2+ | 126.7+ | 122.8+ | 1246+ | 1188+ | 1189+ | 119.38
3.4 1.9 5.7 2.2 2.3 0.9 +1.9
L-NAME 116.8+ | 1413+ | 1864+ | 196.1+ | 1949+ | 196.2+ | 1945+
3.1 2.6 6.2 4.1 1.7 4.3 2.1
Captopril 1254+ | 1521+ | 1842+ | 1724+ | 1555+ | 1543+ | 1209+
3.1 2.5 4.8 2.0 2.1 1.3 1.4
5 mg/kg pc 1186+ | 1448+ | 1815+ | 177.85 | 1722+ | 169.8+ | 155.68
EMCr 3.9 24 4.9 +23 2-5 0.8 +1.9
50 mg/kg pc | 123.6+ | 1445+ | 1843+ | 1771+ | 1727+ | 167.5+ | 142.7
EMCr 1.9 2.7 3.2 1.9 0.9 2.2 0.9
500 mg/kg 123.2+ | 1616+ | 179.6 % 172.8 161.0+ | 1204+ | 1157+
pc EMCr 4.9 2.1 2.1 1.4 0.7 1.9 1
5mg/kgpc | 1228+ | 1559+ | 1955+ | 182.4+ | 169.8+ | 162.7+ | 122.6+
SAME-Cr 3.9 1.7 6.1 4.5 4.9 0.3 4.6
50mg/kg pc | 1243+ | 1555+ | 182.1+ | 179.7+ | 1675+ | 136.3+ | 119.0+
SAME-Cr 2.3 1.7 3.4 8.7 7.7 3.21 1.7
500 mg/kg
pc SAME- 1209+ | 1448+ | 1754+ | 1595+ | 1447+ | 1224+ | 1114 +
Cr 2.2 1.8 2.9 1.9 2.5 2.6 3.2
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Tabla 18. Resultados de la medicién de la presion arterial diastélica.

Grupos Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
0 1 2 3 4 5 6
Normotensas | 86.1 % 83.3+x [92.0+ 100.2 94.2 + 90.1 + 919+
2.9 2.6 5.9 3.4 2.6 1.6 3.2
L-NAME 74.9 + 969+ | 1493+ | 152.8+ | 1582+ | 157.8+ | 146.6 +
2.9 3.9 5.7 9.7 1.4 4.9 3.4
Captopril 80.2+ | 116.0+ | 150.3+ | 138.7+ | 1187+ | 1234+ | 929+
2.1 3.7 6.2 5.3 2.9 5.9 2.7
5 mg/kg pc 805+ | 109.9+ | 1459+ | 143.7+ | 1434+ | 130.1+ | 1214+
EMCr 1.9 6.9 4.5 3.7 5.5 7.6 4.4
50 mg/kg pc 816+ | 99.2+ | 1466+ | 1455+ | 1351+ | 126.6+ | 111.1+
EMCr 45 5.1 6.6 5.1 5.3 2.5 4.0
500 mg/kg pc | 81.2+ | 120.2+ | 1384+ | 139.6+ | 1259+ | 92.7 + 89.4 +
EMCr 4.1 4.5 4.1 0.9 4.9 3.2 2.0
5 mg/kg pc 855+ | 1174+ | 1595+ | 138.8+ | 1294+ | 1234+ | 909+
SAME-Cr 3.7 4.3 9.8 4.2 4.3 2.4 6.4
50 mg/kg pc 855+ | 116.9+ | 1453+ | 1449+ | 1263+ | 1082+ | 88.0+
SAME-Cr 1.1 2.9 6.1 10.8 10.9 2.4 3.6
500 mg/kgpc | 79.6+ | 105.3+ | 141.1+ | 1274+ | 110.7+ | 934+ 86.8 +
SAME-Cr 2.2 7.3 4.9 2.4 4.5 3.3 2.1

También, se ha reportado que la biodisponibilidad del &cido corosolico es del 0.93
%. De la administracion de 25.8 mg/kg del AE en ratas, se obtuvo una concentracion
plasmatica maxima de 0.15 yg/mL, lo cual demuestra una absorcion deficiente de
estos acidos tras su administracion oral (Li y col., 2014). Sin embargo, otros estudios
demuestran que los nuevos sistemas de administracion de farmacos mejoran la
actividad bioldgica, al aumentar la biodisponibilidad de los acidos triterpénicos. Por
ejemplo, el desarrollo de una nanoemulsion del acido ursdlico y oleandlico mejoré
la capacidad antioxidante y la actividad citotdéxica de los compuestos (Alvarado y
col., 2018). Por otro lado, la biodisponibilidad del AU aument6 2.68 veces en forma
de nanoparticulas (Qiu y col., 2019) y un SAME aument la biodisponibilidad del AU
y AO 4.12 y 5.07 veces, respectivamente (Golla y Veeresham, 2022; Yang y col.,
2013). Por ultimo, un estudio demostré que la nanoemulsion del acido corosolico
produjo una liberacion acumulada del 86.48 % (Li y col., 2024). Estos estudios
comprueban que los nuevos sistemas de administracion de farmacos ayudan a
mejorar la biodisponibilidad de estos compuestos, lo cual respalda nuestros

resultados obtenidos.
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7.12 Resultados de la reactividad vascular

Los anillos aorticos de rata previamente precontraidos con fenilefrina mostraron un
efecto vasodilatador dependiente a la concentracién del carbacol, observando el
mayor efecto en las ratas normotensas (Emax = 85.1 = 7.9 %) y el menor efecto en
las ratas hipertensas (Emax = 12.2 + 0.02 %). Por otro lado, la administracion de los
tratamientos con EMCr y SAME-Cr mostré un mayor efecto con respecto al grupo
hipertenso. ElI mayor efecto observado en los tratamientos fue en las
concentraciones de 500 mg/kg pc con una Emax = 40.8 + 3.8 y 41.2 =+ 1.8 %,
respectivamente. El analisis estadistico mostro diferencias significativas entre estos
grupos con relacion al grupo normotenso (Figura 30 y Tabla 19).

120 1 _¢— Normotensas

—@— Hipertensas

100 { —v— S mg/kg pc EMCr

—2&— 50 mg/kg pc EMCr
—&— 500 mg/kg pc EMCr
801 w5 mg/kg pc SAME-Cr
—&— 50 mg/kg pc SAME-Cr
—O— 500 mg/kg pc SAME-Cr

60 -

40 -

% Relajacion

20 -

Carbacol Log [M]

Figura 30. Curva concentracion-respuesta del carbacol en los diferentes
tratamientos.

El L-NAME es un inhibidor competitivo de la 6xido nitrico sintasa, el cual se une al
sitio de unién catalitico de la eNOS y disminuye la produccion de NO. Diversos
estudios han demostrado que la administracion prolongada de este inhibidor induce
hipertension arterial (Dawson y Dawson, 1996; Sung y col., 2013). Ademas, genera
disfuncion endotelial vascular, lo que conlleva a problemas cardiovasculares (King

y col.,, 1995; Nagano y col.,, 2013). Esto se debe a la disminucién de la
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vasodilatacién, a un aumento de la contraccidon en los vasos sanguineos, a la
activacion de la producciéon de prostaglandinas; del sistema renina-angiotensina-
aldosterona y de las especies reactivas de oxigeno (Pechanova y col., 2020). Por
otro lado, el carbacol es un agonista colinérgico que se une a los receptores
muscarinicos (M3) presentes en las células endoteliales vasculares (Attina y col.,
2008). La disfuncion endotelial generada por la administracion crénica de L-NAME
conduce a la disminucion del efecto vasodilatador inducido por el carbacol.

En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la
administracion cronica de L-NAME ocasiono una disfuncion endotelial en los anillos
aorticos, al atenuar significativamente el efecto vasodilatador del carbacol.
Asimismo, la administracion de los diferentes tratamientos (con el EMCry el SAME-
Cr) lograron revertir de manera parcial el dafio ocasionado por la administracion
cronica del L-NAME.

Tabla 19. Emax de los diferentes tratamientos en los experimentos de determinacién

del efecto antihipertensivo.

Grupo Normotensas Hipertensas
Tratamiento Agua L-NAME EMCr SAME-Cr
[Dosis] ad libitum 30 5 50 @ 500 5 50 @ 500
(mg/kg pc)

85.1+7.9 122+0.02 294 29.6 40.8 30.0 329 412
Emax (%) + + + + + +
10 | 28 38 136 25 | 18
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8. CONCLUSIONES

Los estudios quimicos demostraron que los acidos triterpénicos son los compuestos
mayoritarios de las hojas de C. rosei, de los cuales el AU y AE se eligieron como
marcadores quimicos y farmacologicos por su abundancia y efecto farmacolégico
ya comprobado. Asi mismo, el método desarrollado y validado para la identificacion
y cuantificacion de estos dos acidos es confiable para evaluar el control de calidad
de posibles fitomedicamentos que se desarrollen a partir de esta especie vegetal.
Por otro lado, la formulacion M17 con 50 % de Transcutol® HP, 35 % de Labrasol®
ALF y 15 % de Tween® 60 mostré valores de tamarfio de gota, indice de refraccion,
pH y el potencial Z dentro de los rangos aceptables para la formacién de los SAME-
Cr. Adicionalmente, el almacenamiento de la formulacion M17 a 40°C y 75 % de
humedad relativa por 6 meses no mostré6 cambios significativos en la viscosidad,
tamafo de gota, IR y potencial Z lo que demuestra estabilidad del SAME-Cr. Cabe
destacar que el SAME administrado por via oral de manera aguda y subaguda en
ratas Sprague Dawley no indujo alteraciones en los andlisis hematolégicos,
bioquimicos e histolégicos. En este sentido, considerando la DLso obtenida, estos
datos permiten establecer que el SAME-Cr posee un amplio margen de seguridad
y no causa alteraciones en el estado de salud general en animales de
experimentacién. Adicionalmente, se reportd por primera vez el efecto
antihipertensivo del EMCr y su SAME-Cr, en el cual se observd un cambio
significativo en la reduccién de la presion arterial sistélica y diastolica en la tercera
semana de tratamiento en la dosis mas alta (500 mg/kg pc), mientras que las dosis
mas bajas del SAME-Cr (5 y 50 mg/kg pc) sélo presentaron efecto significativo en
la cuarta semana de tratamiento. En este sentido, considerando el amplio margen
de seguridad del EMCr y su efecto antihipertensivo demostrado, este extracto es un
candidato para continuar con los ensayos preclinicos y clinicos para el desarrollo de

un fitomedicamento a base de este extracto.
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. SUGERENCIAS

Estudiar la estabilidad a largo plazo de las cdpsulas de gelatina dura que
contiene SAME-Cr.

Aislar e identificar los &cidos triterpénicos minoritarios.

Optimizar la extraccion y la purificacion de los acidos triterpénicos.

Estudiar la liberacion de los AE y AU presentes en el SAME-Cr.

Llevar a cabo estudios histologicos de los érganos de las ratas con
hipertension tratada.

Estudiar la biodisponibilidad de los marcadores del SAME-Cr.

Investigar la toxicidad aguda del acido euscéfico.

Investigar la toxicidad crénica del SAME-Cr.

Llevar a cabo un estudio de genotoxicidad y mutagenicidad del SAME-Cr.
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11. ANEXO
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Figura 1A. Cromatograma obtenido del andlisis del EMCr y del metanol puro.
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Figura 2A. Espectro de RMN de *3C (CsDsN, 125 MHz) del acido alfitélico.
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Tabla 1A. Resultados obtenidos de la caracterizacion de las formulaciones (M1-M10).

Formulacion | Componentes IdR Tiempo de Apariencia Grado TG Potencial
emulsificacion (nm) Z
(s) (mV)

M1 TH:80 1.433 + 49.3+1.52 TraslUcida A 146.8 + 14.536 +
L:10 0.001 48 0.405
TW:10
TH: 10 1.456 + 29.6 £1.52 Opaca C 3776 + 12.18 +

M2 L: 80 0.0005 1000 1.12
TW: 10

M3 TH: 10 1.461
L: 10 + ND ND ND ND ND
TW: 80 0.0005

M4 TH: 45 1.442 31+2 Opaca C 241.3 + 11.08 +
L:45 + 34 0.36
TW:10 0.00

M5 TH: 45 1.445 48.33 +1.52 Opaca C 634.0 £ ND
L: 10 + 331
T: 45 0.00

M6 TH: 10 1.459 120+ 0 Traslucida A 920 + 944 ND
L: 45 +
TW: 45 0.0005

M7 TH: 33.33 1.447 Traslucida A 170.03+ | 11.452 +
L: 33.33 + 43.3+2.08 56 2.960
TW: 33.33 0.0005

M8 TH: 56.67 1.441 51.6+1.15 Traslucida A 422 + 10.136 +
L: 21.67 + 249 1.411
TW: 21.67 0.0005

M9 TH: 21.67 1.454 opaca C 457 +10 | 13.848
L: 56.67 + 48.3+1.52 1.098
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TW: 21.67 0.00
M10 TH: 21.67 1.455 120+ 0 Opaca C 920.18 + ND
L: 21.76 + 944
T. 56.67 0.00
*TH: Transcutol HP
L: Labrasol
TW: TWEEN 60
Tabla 2A. Resultados obtenidos de la caracterizacion de las formulaciones (M11-M20).
Formulacion | Componentes IdR Tiempo de Apariencia Grado TG Potencial
emulsificacion Z
() (nm)
(mV)
M11 TH:45 1.433 4.003 £ 0.767 | Traslacida B 247 £ 2 4.536 £
0.4
L: 30 0.001
TW: 25
TH: 40 1.456 =
0.0005 .
M12 L: 40 26.5+0.7 Traslucida B 291+ 14 4.0 £
T: 20 0.8
M13 TH:30 1.461
L: 30 + ND ND ND ND ND
TW: 40 0.0005
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M14 TH:35 1.442 26.6+0.7
L: 35 +
456.3 +
TW: 30 0.00 36.6 £1.52 TraslUcida 35
M15 TH:60 1.445 3.42 +
0.13
L: 30 +
TW: 10 0.00 28+2.8 TraslUcida 156 + 8
M16 TH:35 Traslucida 146 £ 5
L: 50
1.459 + 353+
TW: 15 0.005 26.33+0.5 0.336
M17 TH: 50 TraslUcida 106.8 +
0.2
L: 35
1.4476 + 5.28 +
TW: 15 0.00 18+1.4 0.272
M18 TH: 30 Opaca 2720+ 0
L: 45
1.441+ 4.0 +
TW: 25 0.005 255+0.7 0.600
M19 TH: 30 1.454 245+0.7 TraslUcida 125+20 | 34+0.3
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L: 60

I+

TW: 10 0.002
M20 TH: 45 1.455 29 +1.41 Trasllcidos A 108+24 | 2.23+0.3
L: 45 +
T: 10 0.002
*TH: Transcutol HP
L: Labrasol
TW: TWEEN 60

Tabla 3A. Parametros del hemograma de ratas macho sometidas a la administracion repetida de SAME-Cr en dosis
de 300, 500 y 1000 mg/kg de pc, el grupo satélite para observar la reversibilidad y los grupos control.

Tratamiento Eritrocitos Leucocit | Hemoglobi | Neutréfil | Linfocitos | Monocito | Eosindfilos | Basofilo
(x1076/uL) os (/uL) | na (g/dL) 0s (%) (%) ss (%) (%) s (%)
Control 7.90+£0.32 552 + 16.52 + 13.8 £ 826+ 281084 08+045 |00
1.79 0.87 2.95 2.61
300 mg/kg pc | 8.25+0.08 442 + 16.48 + 94+26 |876+ 26+ 26 {04055 |00
1.86 0.30 0.55
500 mg/kg pc | 7.68 £ 0.45 4.66 15.58 + 116 £ 83.2+ 52+238 06055 | 00
1.33 0.54 6.3 7.29
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1000 mg/kg 7.62 +£0.21 498 + 15.58 + 13.6 + 83+3.39 (221044 /08+0.84 |04+
pc 0.85 0.45 3.05 0.7
Control 7.86 £ 0.08 7.24 + 15.3+0.27 |13x0 84.2 + 28+16 |00 00
(satélite) 1.15 1.64

1000 mg/kg 7.67 £0.36 4.36 + 15+ 0.6 18.2 + 79.6 + 1.2+045 |11 00
pc (satélite) 1.25 2.05 2.05

Tabla 4A. Parametros del hemograma de ratas hembra sometidas a la administraciéon repetida de SAME-Cr en dosis
de 300, 500 y 1000 mg/kg de pc, el grupo satélite para observar la reversibilidad y los grupos control.

Tratamient  Eritrocito  Leucocito Hemoglobin Neutrofilo Linfocito Monocito  Eosindfilos (%) Basofilo
o s s (/uL) a (g/dL) s (%) s (%) s (%) s (%)
(x1076/u
L)
Control 74+ 5.26 + 1471042 78+ 89.2 + 22+ 1.2+01.64 00
0.26 1.35 5.31 8.01 1.79
300 mg/kg 7.19% 432 + 148+0.82 112+ 85.8 + 26+ 0.8 £0.45 00
pc 0.36 0.68 3.42 3.56 1.67
500 mg/kg 7.35% 458 + 14.96 + 1.4 + 85.6 £ 3.8+ 0.6 £0.55 00
pc 0.29 0.53 0.43 4.09 4.1 1.09
1000 mg/kg 7.63 42+0 15.4+£0.0 124 + 80.8 + 5+0 0.56+0.4 00
pc 0.0 4.72 5.3
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Control 8.04 + 45+ 15.58 * 13.8 + 81.6 = 22+ 24 +0.55 0+0

(satélite) 0.94 1.07 0.33 2.49 2.60 0.83
1000 mg/kg 7.82 276 15.14 12.6 + 80.8 = 22+ 1.8 +0.45 0+0
pc (satélite) 0.44 1.05 0.99 4.56 3.89 0.84

Tabla 5A. Perfil lipidico de ratas macho.

. Colesterol Triglicéridos HDL LDL VLDL Indice  Prateina C
Tratamiento aterogénico  reactiva
Control 56 £ 9.9 131+19.8 175+35 125+106 26.2+39 3.15+0.1 00
300 mg/kg pc 45+9.9 77 +36.8 155+21 145+0.7 154+73 29+04 0+0
500 mg/kg pc 57 +8.5 146.5 + 41.7 18+28 15+7.1 242+12 3.1+0 0+0
1000 mg/kgpc 545+2.1 825+ 12 17 +£2.8 21+42 165+24 3.25%205 00
Tabla 6A. Perfil lipidico de ratas hembra.
indice Proteina C
Tratamiento Colesterol Trigliéridos HDL LDL VLDL aterogénico reactiva
Control 435+21 68.5+45.9 17+14 13+5.7 13.9+95 265+04 00
300 mg/kg pc 51.3+10 68.3 £ 13.7 16.7+4.9 21+4.4 13.7+2.8 3.2+0.6 00
500 mg/kg pc 545+49 120.5 + 105 19.5+6.3 17 +11.3 179+124 29+0.7 00
1000 mg/kg pc 475+3.5 80 + 29.7 175+£2.1 13.5+64 16.3+£6.2 2.8+0.2 0+0
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