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RESUMEN

Las raices de chilcuague (Heliopsis longipes) se han utilizado ampliamente en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento del dolor, principalmente el dolor
dental. Esta especie, la cual también se emplea como condimento, sintetiza en sus
raices una clase de compuestos bioactivos llamados alcamidas o alquilamidas que
en estudios previos han demostrado que la afinina, la alcamida mayoritaria presente
en estas raices, induce una potente actividad antinociceptiva y antiinflamatoria. La
afinina es capaz de permear mucosas y piel, de llegar a la circulacién sanguinea, e
incluso cruzar la barrea hematoencefalica, generando sus efectos farmacolégicos a
nivel local, central, sistémico y, posiblemente, sobre la vasculatura. Sin embargo,
los efectos de extractos organicos de H. longipes y de la afinina sobre el sistema
vascular, no han sido investigados. Por esta razon, se planteé en esta tesis
determinar si los extractos y la afinina, obtenidos de H. longipes, modulan el tono
del masculo liso de la aorta aislada de rata. En el presente estudio se demuestra
gue los extractos etandlico y de diclorometano, obtenidos a partir de las raices de
H. longipes, asi como la afinina, producen un efecto vasodilatador dependiente de
la concentracion, en segmentos de aorta aislada de rata. se pudo observar que la
vasodilataciéon inducida por afinina dependié parcialmente de la presencia de
endotelio vascular y fue significativamente bloqueada en presencia de inhibidores
de la sintesis de 6xido nitrico, sulfuro de hidrégeno y monéxido de carbono (L-
NAME, PAG y CrMP, respectivamente), bloqueadores de canales K* (Gli y TEA),
blogueadores de canales TRPA1ly TRPV1 (HC003003, capsazepina, rojo de rutenio
y SKF96365), un inhibidor del receptor a cannabinoides tipo endotelial (0-1918), un
inhibidor del receptor CGRP (CGRPs-37) e inhibidores de la guanilato ciclasa soluble
y de la ciclooxigenasa (ODQ e INDO, respectivamente). Los resultados demuestran,
por primera vez, que la afinina es el compuesto vasodilatador mas abundante
presente en las raices de H. longipes. La inhibicién de canales TRPAL produjo la
mayor disminucion del efecto vasodilatador provocado por afinina, sugiriendo que
la activacion de estos canales podria ser el principal mecanismo involucrado en la
respuesta vasomotora inducida por la alcamida. Adicionalmente, los resultados
obtenidos sugieren que las vias de sefializacion de los gasotransmisores (NO, CO
y H2S), de la prostaciclina y de los canales TRPV1 contribuyen, de manera
importante, al efecto vasodilatador inducido por esta alcamida. La presente
investigacion muestra, por primera vez, que la afinina produce un intenso efecto
vasodilatador, que involucra la participacibn de transmisores @gaseo0sos,
prostaciclina, receptores a cannabinoides y canales TRP. Esta alcamida de origen
natural constituye un prototipo estructural para el desarrollo de farmacos utiles para
tratar enfermedades cardiovasculares.

Palabras clave: Afinina, vasodilatacion, prostaciclina, gasotransmisores, canales

TRP, receptores a cannabinoides, Heliopsis longipes.



Summary

Chilcuague roots (Heliopsis longipes) have been widely used in Mexican traditional
medicine to relieve pain, mainly, toothache. This species, which is also commonly
used as a spice, synthesizes highly active compounds in its roots, called alkamides
or alkylamides. Previous studies have shown that affinin, the major alkamide present
in these roots, induces potent antinociceptive and anti-inflammatory activities. Affinin
Is able to permeate oral mucosa and skin, to penetrate into the blood stream, and
even to cross the blood-brain barrier to produce its pharmacological effects at local,
systemic, central and perhaps at vascular level. However, the effects of H.
longipes root extracts and affinin on cardiovascular system have not so far been
investigated. For this reason, it was proposed to test the hypothesis that extracts
and affinin, both obtained from H. longipes roots, modulate the arterial vascular tone
of rat isolated vessels. In the present study, it is demonstrated that the
dichloromethane and ethanolic extracts of H. longipes roots, as well as purified
affinin, produce a concentration-dependent vasodilation of rat aorta segments.
Affinin-induced vasorelaxation was partly dependent on the presence of endothelium
and was significantly blocked in the presence of inhibitors of NO, H2S and CO
synthesis (L-NAME, PAG, and CrMP, respectively), K* channel blockers (Gli and
TEA), TRPAL1 and TRPV1 channels blockers (HC0O03003, capsazepine, ruthenium
red, SKF96365), an endothelial type cannabinoid receptor inhibitor (O-1918), a
CGRP receptor inhibitor (CGRPs-37) and guanylate cyclase and cyclooxygenase
inhibitors (ODQ and INDO, respectively). The results demonstrate, for the first time,
that affinin is the main vasodilator compound present in H. longipes roots. Blockade
of TRPAL channels produced the major inhibition of the vasodilator effect induced
by affinin, suggesting that the activation of these channels may be the main
mechanism involved in the vasomotor response induced by affinin. Additionally, the
obtained results suggest that the gasotransmitters (NO, CO and H2S), prostacyclin
and TRPV1 signaling pathways contribute, importantly, in the vasodilator effect
induced by this alkamide. The present investigation shows, for the first time, that
affinin produces an intense vasodilator effect, which involves the participation of
gaseous transmitters, prostacyclin, cannabinoid receptors and TRP channels. This
natural occurring alkamide represents a structural prototipe for the development of
useful drugs to treat cardiovascular diseases.

Key words: Affinin, vasodilation, prostacyclin, gasotransmitters, TRP channels,
cannabinoid receptors, Heliopsis longipes.
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1. INTRODUCCION

Heliopsis longipes (A. Gray) S. F. Blake (Asteraceae) es una planta mexicana
herbacea conocida comiunmente en los estados de Querétaro, Guanajuato y San
Luis Potosi con el nombre de “chilcuague” (Little, 1948). Esta especie se ha utilizado
con propaositos medicinales (Correa y col., 1971; Molina-Torres y col., 1996; Rios,
2013), asi como condimento en las areas de donde es originaria (Little, 1948;
Molina-Torres y col., 1995; Greger, 2016; de la Rosa-Lugo y col., 2017). En la
medicina tradicional mexicana los extractos de estas raices se emplean para el
tratamiento de algunos padecimientos como odontalgias y para el tratamiento del
dolor inflamatorio (Carifio-Cortés y col., 2010; Cilia-L6pez y col., 2010; Déciga-
Campos y col., 2010; Déciga-Campos y col., 2012; de la Rosa-Lugo y col., 2017).
Su consumo por via oral produce una intensa sensacién de entumecimiento y
hormigueo en los labios, lengua y boca, ademas de estimular la salivacion (Correa

y col., 1971; Fabricant y Farnsworth, 2001; Lépez-Martinez y col., 2011).

La afinina o spilanthol (N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida) es el principal
componente bioactivo presente en las raices de H. longipes (Acree y col., 1945;
Jacobson y col., 1947; Rios y col., 2007; Aguilar y col., 2015; Hernandez-Morales y
col., 2015). La afinina es una alcamida o alquilamida olefinica formada por un acido
graso de una cadena alifatica de diez carbonos con tres insaturaciones, unido a una
isobutilamina por un enlace amida (Molina-Torres y col., 1999; Ramirez-Chavez y
col., 2000; Boonen y col., 2012; Rios y Olivo, 2014).

Este compuesto se ha propuesto como el principal responsable de los efectos
biolégicos y farmacologicos (Molina-Torres y col., 1999; Wu y col., 2008; Sharma y
col.,, 2011; Martinez-Loredo y col., 2015; Gerbino y col., 2016). Dentro de las
actividades bioldgicas mas estudiadas, se encuentran: la antinociceptiva (Ogura y
col., 1982; Déciga-Campos y col., 2010; Déciga-Campos y col., 2012; de la Rosa-
Lugo y col., 2017), la analgésica (Rios y col., 2007; Cilia-Lopez y col., 2010), la
antimutagénica (Déciga-Campos y col.,, 2012; Arriaga-Alba y col., 2013), la
antihiperalgésica (Acosta-Madrid y col., 2009), la ansiolitica (Déciga-Campos y col.,

2012), asi como efectos fungistatico sobre Sclerotium rolfsii, Sclerotium cepivorum,

1



Phytophthora infestans y Rhizoctonia solana; bacteriostatico sobre Escherichia coli
y Bacillus subtilis (Molina-Torres y col., 2004) y molusquicida (Johns y col., 1982).

El efecto farmacol6gico méas estudiado de la afinina es el efecto antinociceptivo. La
mayoria de las investigaciones se han centrado en la estimacion de la respuesta
dolorosa a un algégeno en presencia de la afinina o de extractos que la contienen,
en modelos animales (Acosta-Madrid y col., 2009; Ortiz y col., 2009; Carifio-Cortés
y col., 2010; Cilia-L6pez y col., 2010; Déciga-Campos y col., 2010; Déciga-Campos
y col., 2012; Nomura y col., 2013; de la Rosa-Lugo y col., 2017). Sin embargo,
existen muy pocos estudios que hayan indagado en el posible mecanismo de accién
antinociceptivo de la afinina. Déciga-Campos y cols. (2010) han realizado algunos
experimentos de nocicepcion en presencia de algunos inhibidores farmacolégicos
con resultados muy interesantes que sugieren la participacion de varias vias de
sefalizacion en el efecto analgésico, tales como las vias serotoninérgica,
GABAérgica, opioide, asi como activacion de la via del 6xido nitrico y de canales
TRPV1 (Déciga-Campos y col., 2010; de la Rosa-Lugo y col., 2017). Cabe destacar
que tanto la via del 6xido nitrico, como la activacién de canales TRPV1, no s6lo
estan involucradas en la regulacion del dolor, sino también en el proceso de
regulacion del tono vascular y del flujo sanguineo en las arterias (Wang y col., 2017).
Adicionalmente, los canales TRPV1 también interaccionan con el endocannabinoide
anandamida, un compuesto enddégeno con estructura quimica similar a la de las
alcamidas, para producir efectos analgésicos, antiinflamatorios y vasoactivos, de tal
forma que algunos autores catalogan al TRPV1 como un receptor a cannabinoides

atipico (Zygmunt y col., 1999).

La afinina, al igual que otras alcamidas con estructuras quimicas similares, puede
permear tejidos como piel y mucosa oral y, de esta forma, penetrar en el torrente
circulatorio con facilidad, lo cual indica que posee propiedades farmacocinéticas que
le proporcionan ventajas cuando se administra por via oral (Boonen y col., 2010a;
Boonen y col., 2010b; De Spiegeleer y col., 2013). Estudios recientes del mismo
grupo de investigadores han demostrado que la afinina también posee la capacidad

de atravesar la barrera hematoencefalica en roedores, y asi ejercer sus efectos a



nivel de sistema nervioso central (Veryser y col., 2014; Veryser y col., 2016a;
Veryser y col., 2016b). Un gran numero de estudios cientificos han demostrado que
la afinina es un compuesto con gran potencial farmacoldgico, que por sus
propiedades farmacocinéticas es capaz de ingresar al torrente circulatorio e
interactuar con el sistema vascular. Presumiblemente, en las arterias, esta alcamida
pudiera activar la via del 6xido nitrico y/o interactuar con canales TRPV1 para
provocar una respuesta sobre el tono del musculo liso arterial. No obstante, el
posible efecto de extractos de H. longipes y de la afinina sobre el tono vascular no

habia sido descrito.

La presente investigacion tuvo como objetivo, evaluar los efectos vasodilatadores
de los extractos organicos de H. longipes y de la afinina y determinar el mecanismo
de accion de esta alcamida. Los resultados de este estudio demostraron por primera
vez, que los extractos organicos de H. longipes, obtenidos de la raiz de chilcuague,
y su alcamida mayoritaria, la afinina, son capaces de relajar la aorta de rata y que
el efecto vasodilatador de este compuesto involucra la participacion de los
gasotransmisores, la prostaciclina y los canales TRP. Con base en este estudio, la
afinina se propone como un nuevo prototipo estructural para el desarrollo de

farmacos alternativos Utiles para tratar enfermedades cardiovasculares.



2. ANTECEDENTES

2.1 Plantas medicinales en México

Las plantas han sido utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
numerosas enfermedades desde hace cientos de afios y en muchas partes del
mundo. Las especies vegetales representan fuentes valiosas para el desarrollo de
nuevos farmacos (Hamilton, 2004; Chen y col., 2016). En areas rurales de paises
en desarrollo se siguen utilizando como la fuente principal de medicina y en paises
industrializados cerca del 80% de las personas utilizan medicinas basadas en
productos naturales para el cuidado de su salud (Chitme y col., 2004; Balunas y
Kinghorn, 2005). Los productos naturales derivados de plantas medicinales han
probado ser una abundante fuente de compuestos biolégicamente activos, muchos
de los cuales han sido la base para el desarrollo de moléculas novedosas
importantes para la industria farmacéutica. Por citar un ejemplo, la morfina se
aislaba del opio a partir de cortes producidos en las vainas de la planta de amapola
(Papaver somniferum), desde hace 200 afios aproximadamente (Katiyar y col.,
2012; Chen y col.,, 2016). Asi pues, los productos naturales y sus analogos
contintan jugando un rol prominente en la medicina, contandose dentro de las dos
terceras partes de las terapias nuevas aprobadas de 1981 a 2010. Todo esto
demuestra que los productos naturales y/o estructuras quimicas derivadas de
productos naturales contindan jugando un papel destacado en el proceso de
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (Newman and Cragg, 2007;

Newman y Cragg, 2012).

México es considerado un pais “megadiverso”, ya que forma parte del selecto grupo
de naciones poseedoras de la mayor cantidad y diversidad de animales. Alrededor
de 4 000 especies de plantas con flores (aproximadamente 15% de la flora total)
tiene atributos medicinales, es decir, que mas o0 menos una de cada siete especies
posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima que la validacion quimica,
farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado a

cabo so6lo en 5% de estas especies. Los antiguos pobladores de nuestro territorio



desarrollaron una de las herbolarias mas complejas del mundo debido a la riqueza
cultural y étnica que alcanzaron; asi pues, desde tiempos prehispanicos diferentes
grupos étnicos han usado plantas con fines medicinales (Ocegueda y col., 2005;

Jiménez-Sierra y col., 2014).

En México, algunas plantas que han sido utilizadas con propdsitos medicinales
poseen el valor agregado de generar efectos sensoriales Unicos al consumirlas,
razon por la cual también se emplean para condimentar los alimentos. Estos efectos
son la sensacion pungente, de hormigueo, entumecimiento y adormecimiento que
ofrecen al consumidor. Un ejemplo representativo es el uso culinario del chile
(Capsicum spp), que ha sido utilizado en numerosas culturas como una parte
importante de la dieta y de la medicina tradicional. Otra especie mexicana muy
apreciada es el chilcuague (Heliopsis longipes), cuyas raices han sido utilizadas
como condimento, insecticida, asi como analgésico y antiinflamatorio desde la
cultura Nahuatl (Acree y col., 1945; Little, 1948; Correa y col., 1971; Molina-Torres
y col., 1999; Yang y col., 2010; Rios, 2013). Estas dos especies vegetales tienen en
comun la sintesis de alcamidas, compuestos naturales responsables de sus efectos
farmacoldgicos y sensoriales (Molina-Torres y col., 1999; Riera y col., 2009; Rohm
y col., 2015a; Rohm y col., 2015b; J. Castro-Ruiz y col., 2017).

2.2. El chilcuague (Heliopsis longipes S.F. Blake)

Heliopsis longipes S.F. Blake es una hierba perenne endémica de la Sierra Gorda,
gue incluye algunas regiones de Querétaro, San Luis Potosi y Guanajuato (Little,
1948; Molina-Torres y col., 1996; Cilia-Lopez y col., 2008; Cilia-Lépez y col., 2014).
Popularmente, se le conoce con varios nombres, como chilcuague, chilcuan, raiz
azteca, raiz de oro y pelitre, entre otros (Acree y col., 1945; Jacobson y col., 1947;
Little, 1948; Correa y col., 1971; Molina-Torres y col., 1999; Lopez-Martinez y col.,
2011). Sus raices se utilizan como condimento en platillos, salsas y bebidas
alcoholicas. En la medicina tradicional, la raiz de chilcuague se emplea en el

tratamiento de enfermedades de las vias respiratorias y de lesiones bucales, y



ademas se utiliza como anestésico para odontalgias y dolores musculares, asi como
desparasitante (Cilia-Lopez y col., 2008; Cilia-Lépez y col., 2014).

Aungue no se cuenta con registros del uso del chilcuague en la época prehispanica,
puede encontrarse en la literatura de la época colonial, por ejemplo en los extractos
de la obra de Francisco Hernandez “Qvatro libros de la natvraleza”, editada por
Ximénez en el afio 1615 (Ximénez, 1888). H. longipes fue la primera especie en la
gue se determind la presencia de una alcamida olefinica (Figura 1). Acree y col.
aislaron de las raices de esta planta un compuesto al que nombraron afinina (N-
isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida) (Acree y col., 1945), el cual se ha identificado
como el metabolito mayoritario y al cual se le atribuyen los efectos biol6gicos
observados tras su consumo, entre los que se pueden considerar la actividad
anestésica local, el estimulo organoléptico, asi como la actividad insecticida y
bactericida (Molina-Torres y col.,, 1999; Ramirez-Chavez y col., 2000; Garcia-
Chavez y col., 2004).

Figura 1: La especie Heliopsis longipes S.F. Blake, cuyas raices se conocen con el nombre comin
de chilcuague e imagen de la estructura quimica de su principal metabolito secundario, la afinina.

La afinina y diversos extractos de H. longipes han demostrado tener capacidad

insecticida, por ejemplo sobre la mosca doméstica, mosquitos y sus larvas (Acree y
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col.,, 1945; Hernandez-Morales y col., 2012; Hernandez-Morales y col., 2015).
Ademas, se ha reportado que la afinina posee actividad molusquicida (Johns y col.,
1982), fungicida (Ramirez-Chavez y col., 2000; Molina-Torres y col., 2004; Salgado-
Garcigliay col., 2008; Cardenas-Flores y col., 2017) y antimicrobiana (Molina-Torres
y col., 1999; Molina-Torres y col., 2004).

2.3. Farmacologia de Heliopsis longipes y de la afinina.

Las raices de chilcuague se han empleado para el tratamiento del dolor en la
medicina tradicional de la region central de México. Diversas investigaciones se han
centrado en el estudio de dos actividades farmacolégicas principales de extractos

de H. longipes y de la afinina, la antinocicepcion y el efecto antiinflamatorio.

El efecto antinociceptivo de la afinina es la actividad farmacoldgica més estudiada
de los extractos organicos de H. longipes y de la afinina obtenida de las raices de
esta especie. En la década de 1980, el Dr. Ogura y colaboradores, reportaron la
actividad antinociceptiva del extracto etanolico de H. longipes y de la afinina,
mediante el ensayo de contracciones abdominales inducidas por &cido acético en
rata (Oguray col., 1982). El efecto antinociceptivo provocado por la afinina, incluye
algunos de los principales mecanismos de modulacion del dolor, mostrando efectos
antinociceptivos comparables y, en algunos casos, aun mayores a los efectos
producidos por farmacos ampliamente utilizados en la terapéutica del dolor en
humanos. Por ejemplo, la afinina mostré efectos antiinflamatorios comparables con
la nimesulida (un antiinflamatorio selectivo de la COX-2 con actividad analgésica y
antipirética) en el ensayo de edema inducido por acido araquidénico en oreja de
ratén, donde el efecto maximo de la afinina fue de 72.6% a una dosis de 3 mg/oreja,
mientras la nimesulida (1 mg/oreja) mostré un efecto maximo de 66.7%. En ese
mismo estudio, se reportdé también el efecto antiinflamatorio de la afinina en el
ensayo de edema de oreja de raton inducida por forbol miristato acetato (PMA). La
afinina mostro un efecto del 72.4% a una dosis entre 2 y 3 mg/oreja, mientras que
el farmaco control, la indometacina (3 mg/oreja) mostré un efecto maximo de 98.6%
(Hernandez y col., 2009).



Rios y col. (2007) realizaron un estudio de gran interés acerca de la capacidad de
la afinina y diferentes fracciones del extracto de diclorometano de H. longipes para
generar analgesia, mediante el ensayo de liberacion de GABA en rebanadas de
cerebro de raton. Este estudio reveldé que la afinina es el principal compuesto,
presente en el extracto y las fracciones, capaz de provocar la liberacion de GABA a

una concentraciéon de 1 x 10 M (Rios y col., 2007).

Cilia-L6pez y col. (2008) estudiaron también el efecto analgésico de la
administracion intraperitoneal del extracto etandlico de H. longipes y de afinina en
tres modelos de dolor en ratones: la prueba de contracciones abdominales,
inducidas por acido acético, la prueba de placa caliente y la prueba de Irving. En
tales pruebas, la afinina y el extracto etandlico de H. longipes presentaron una
actividad analgésica similar al ketorolaco. También se observé un incremento en el
tiempo de respuesta a estimulo térmico, el cual se mantuvo por 1 hora después de
la administracion de la afinina y del extracto. Conductualmente, los animales
analizados mostraron un incremento en la actividad motora espontanea, estado de
alerta, irritabilidad, exoftalmos, apertura palpebral y pasividad. Estas conductas
fueron mas evidentes en el grupo tratado con afinina, en comparacion con el grupo
tratado con el extracto etandlico. Paralelamente, se observo una disminucion a la
reaccion tactil y sobresalto al ruido (Cilia-Lépez y col., 2010), lo que sugiere una
posible actividad ansiolitica que dos afios mas tarde seria comprobada por otro
grupo de trabajo (Déciga-Campos y col., 2012).

En una investigacion conducida por el grupo de la doctora Déciga-Campos y col.
(2010), se report6é que mediante el ensayo de contracciones abdominales, inducidas
por acido acético en ratones, la afinina produjo mejor efecto antinociceptivo que la
morfina, ambas administradas a una concentracion logaritmica de 1.875 mg/kg i.p.
De modo interesante, en ese mismo estudio el extracto de acetona a una
concentracion logaritmica de 1 mg/kg i.p. exhibié mayor efecto antinociceptivo que
la afinina y la morfina (Déciga-Campos y col., 2010). En el mismo estudio también
se reporto la capacidad de la afinina y el extracto de acetona, provenientes de H.

longipes, para disminuir la nocicepcion neurogénica inducida por capsaicina en pata



de raton. Dicha disminucion fue del 65.8% para el extracto y del 46.75% para la
afinina. Los autores concluyeron que la posible razén por la cual el extracto fue mas
efectivo que la afinina en reducir el dolor neurogénico e inflamatorio, es porque el
extracto posee otras alcamidas que podrian estar ejerciendo un efecto sinérgico o

aditivo (Déciga-Campos y col., 2010).

Este estudio representa el primer reporte cientifico en el que se realizan ensayos
farmacoldgicos en presencia de inhibidores de diferentes vias moleculares con el
fin de elucidar el mecanismo de accién involucrado en el efecto analgésico
producido por esta alcamida. El efecto antinociceptivo de la afinina (30 mg/kg, i.p.)
disminuyé notablemente en presencia de naltrexona (1 mg/kg, s.c.), p-
clorofenilalanina (80 mg/kg, i.p.) y flumazenilo (5 mg/kg s.c.), lo que sugiere que la
actividad analgésica producida por la afinina involucra la activacién de vias de
sefalizacion opioide, de serotonina y de GABA, respectivamente. También se
determind que la via del 6xido nitrico contribuye al efecto analgésico de la afinina,
debido a que en presencia de ODQ, un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble
(sGC), dicho efecto disminuy0 significativamente (Déciga-Campos y col., 2010).

En un estudio realizado por Carifio-Cortés y col. (2010), se reportd el efecto
antinociceptivo del extracto etandlico del chilcuague, administrado por via oral (p.o.)
a ratones CD1*, mediante el ensayo de contracciones abdominales inducidas por
acido acético y el ensayo de la placa caliente. Los resultados revelaron que el
extracto etandlico de H. longipes (10-30 mg/kg p.o.) ejerce un efecto analgésico,
dependiente de la dosis, mayor al del &cido acetilsalicilico (200 mg/kg p.o.). En la
prueba de placa caliente, el extracto de H. longipes mostr6 mayor efecto
antinociceptivo que el diclofenaco (20 mg/kg, p.o.), pero menor que la morfina (10

mg/kg p.o.) (Carifio-Cortés y col., 2010).

Mediante el modelo de Hargreaves (ensayo para estimar la hiperalgesia térmica) en
ratones Balb/c, el extracto etandlico de H. longipes (10-30 mg/kg p.0.) produjo una
reduccion, dependiente de la dosis, del efecto hiperalgésico inducido por
carragenina, lo cual sugiere que la administracion sistémica del extracto etandlico

de H. longipes es efectiva en el tratamiento del dolor inflamatorio (Ortiz y col., 2009).
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En otro reporte del mismo grupo de trabajo se determiné la interaccion entre el
extracto etandlico de H. longipes y el diclofenaco, mediante el ensayo de
Hargreaves en ratones Balb/c. Los investigadores observaron que tanto el
diclofenaco (ECso = 3.4 = 0.8 mg/kg), como el extracto etandlico de chilcuague (ECso
=105.3 £ 18.7) disminuyeron el efecto hiperalgésico, producido por la carragenina,
mientras que la combinacion de ambas sustancias mostr6 mayor eficacia (ED3o =
8.6 £ 4.0 mg/kg). Con base en estos resultados, se concluyé que la administraciéon
simultdnea del extracto etandlico y el diclofenaco produce un efecto

antihiperalgésico sinérgico a nivel sistémico (Acosta-Madrid y col., 2009).

Por otra parte, se ha demostrado la capacidad antiinflamatoria del extracto etandlico
de H. longipes y de la afinina en modelos in vitro e in vivo en murinos (Hernandez y
col., 2009; Hernandez y col., 2009b).

2.4. Alcamidas

Las alcamidas son productos naturales formados por una cadena alifatica de acido
graso, mayormente insaturada, unida a un grupo amina a través de un enlace amida
(Greger, 2016). Las alcamidas, también Illamadas N-alquilamidas, son
consideradas moléculas bioactivas, debido a que una pequefia cantidad del
compuesto produce una respuesta notable en diversas células (Garcia-Chavez y
col., 2004; Boonen y col., 2012).

Histéricamente, el interés en las alcamidas proviene de su capacidad Unica para
producir una sensacién de pungencia y hormigueo, al ser consumidas via oral.
Usualmente, el estimulo sensorial producido, viene acompafiado de anestesia local
y un aumento en la salivacion. Asi pues, plantas productoras de alcamidas,
principalmente del género Acmella (Spilanthes), Anacyclus, Echinaceae y Heliopsis
de la familia Asteraceae, asi como Zanthoxylum de la familia Rutaceae se han
empleado por generaciones con fines medicinales, particularmente para el

tratamiento del dolor dental (Greger, 1984; Greger, 2016).
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Las alcamidas forman una clase distinta de productos naturales, en los cuales
diferentes partes de aminas estdn combinadas por medio de amidas enlazadas con
varios acidos grasos insaturados. Estos ultimos se pueden derivar del &cido oleico
y contener una cadena alquilo no ramificada de 9 a 18 atomos de carbono con uno
0 mas enlaces dobles, acompafados con frecuencia por uno a tres enlaces
acetilénicos. Estas amidas derivadas de plantas contienen principalmente cadenas
de acidos alifaticos poliinsaturados y un sustituyente mas corto del lado de la amida.
Ambos podrian incluir sistemas ciclicos y/o otras moléculas (nitrégeno, sulfuro,
oxigeno). En el ndcleo estéa la union amida, el cual se asemeja a la union peptidica
-C(CO)NH- tal como se observa en polipéptidos y proteinas. Debido a sus
caracteristicas de resonancia, las uniones amida son planares y relativamente
estables, poseen dobles enlaces parciales y se encuentran en el origen de sus

dipolos (Boonen y col., 2012).

Con respecto al origen biogenético, esta clase de compuestos claramente se
desvian de otras amidas de origen natural, cuyos restos de acido pueden ser
derivados, ya sea del acido siquimico (por ejemplo, la piperina) o via acetato-
malonato (policétidos), como la capsaicina. Generalmente, las aminas surgen de
diversos aminoacidos por descarboxilacion y, algunas veces, por un proceso

adicional de transformacion (Greger, 1984; Greger, 2016).

Una de las ventajas de obtener sustancias tales como la afinina, producidas por
biosintesis de plantas es que no tienen efectos secundarios en el ecosistema, dado
que pueden ser metabolizadas por uno u otro organismo, a diferencia de los
fungicidas quimicos comunmente utilizados (Molina-Torres y col., 2004; Campos-

Cuevas y col., 2008).

El interés biomédico de las N-alquilamidas se ha incrementado de manera
importante en los ultimos afios, debido a que se pueden administrar por via oral o
dérmica. Cuando se aplican de manera topica, las alcamidas permean piel y/o
mucosas y alcanzan la circulacion sanguinea para generar asi sus actividades
bioldgicas (Boonen y col., 2010a; Boonen y col., 2010b; De Spiegeleer y col., 2013;
Veryser y col., 2014; Veryser y col., 2016a; Veryser y col., 2016b). Matthias y cols.
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(2005), investigaron el transporte de algunas alcamidas purificadas de Echinacea a
través de monocapas de células Caco-2. Los investigadores determinaron que mas
del 50% de las alcamidas penetraron la monocapa celular, lo cual sugiere que estos
compuestos se pueden absorber via oral y generar asi sus efectos biologicos
(Matthias y col., 2005).

2.5. Métodos cromatograficos empleados para analisis y purificacion de
afinina

La afinina (N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida) es una alcamida olefinica, la cual
constituye el principal componente bioactivo presente en las raices de H. longipes
(Jacobson y col., 1947; Rios y col., 2007; Déciga-Campos y col., 2010; Lépez-
Martinez y col., 2011) y se ha identificado como el principal metabolito responsable
de sus actividades bioldgicas. La afinina estd conformada por un éacido graso de una
cadena alifatica de diez carbonos con tres insaturaciones unido a una isobutilamina
(Figura 2), posee un peso molecular de 221.3, una solubilidad acuosa de 18.63 mg/L

y un log Pow = 3.4 (Boonen y col., 2010b).

Figura 2: Estructura quimica de la afinina, la alcamida mayoritaria presente en las raices de Heliopsis
longipes.

Las alcamidas son capaces de absorber luz UV debido al sistema conjugado de
electrones pi a lo largo de su cadena alquilo insaturada, por lo cual pueden ser
visibles a una longitud de onda de 254 nm (Bae y col., 2010). Por esta razén, se
pueden emplear técnicas cromatograficas como la cromatografia de capa fina
(TLC), cromatografia en columna (CC) y cromatografia liquida (LC) como estrategia
para la purificacion de la afinina.
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2.5.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

Es una cromatografia de tipo planar que se emplea para la separacion de
compuestos organicos por adsorcion, utilizando capas delgadas de adsorbentes
sobre una base de vidrio, papel o aluminio a la cual se denomina fase estacionaria.
La TLC es la més utilizada debido a su sencillez y bajo costo y a la facilidad con la
gue nos puede aportar datos. En esta cromatografia suceden dos fenomenos que
son los responsables de la separacion: la adsorcion y la absorcion. La adsorcion es
la deposicion y retencion selectiva de sustancias sobre la superficie de sélidos
finamente divididos, por accién de fuerzas fisicoquimicas (fuerzas de Van der
Waals, puentes de hidrégeno, etc.). Luego cuando la capa es expuesta a un flujo,
se inicia una competencia de enlaces entre los sitios activos del adsorbente y la
muestra con el solvente por accion capilar (Bauer y col., 1988; Bauer y Remiger,
1989; Joshi, 2012a).

La separacion por TLC se lleva a cabo por la aplicacion de la muestra a analizar
sobre la placa que contiene el adsorbente, después la placa se coloca en una
camara de revelado que contiene suficiente solvente o fase mévil, el cual migraré a
través de la capa adsorbente por capilaridad; a este proceso se le llama revelado.
Un factor en la cuantificacion de la migracion de un compuesto sobre un adsorbente
particular y un sistema de solventes se conoce como valor Rf, el cual se puede

definir de la siguiente manera:

distancia recorrida por el compuesto desde el origen

distancia recorrida por el solvente desde el origen

Para comprobar la pureza se puede probar mas de un sistema de solventes
(preferentemente cuatro), ya que a veces una mancha aparentemente “pura”, puede
consistir de varios compuestos con el mismo Rf. En el caso de la afinina, por

ejemplo, se pueden utilizar los siguientes sistemas de solventes (Tabla 1).
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Tabla 1: Sistema de solventes propuestos para monitorear el compuesto

afinina en cromatografia en capa fina.

Solventes Proporcion (v/v) Referencia
Hexano: acetato de etilo 2:1 (Molina-Torres y col., 1999)
Hexano: acetona 8:1 (Déciga-Campos y col., 2010)
Hexano: acetato de etilo 3:2 (Castro-Ruiz y col., 2017)
Ciclohexano: acetona 7:3 Datos no reportados

2.5.2. Cromatografia HPLC

La cromatografia de liquidos de alta resolucién, también llamada HPLC (del inglés
high-performance liquid chromatography), es una de las técnicas mas utilizadas
para la separacion de mezclas complejas. Esta técnica estd basada en la afinidad
gue los componentes tienen entre dos fases inmiscibles: una fase mavil, liquida, que
fluye sobre otra estacionaria, solida, empaguetada en una columna. La fase mavil
se compone generalmente de una mezcla de disolventes con distinta fuerza
eulotropica. La separacion es una consecuencia de la diferencia de coeficientes de
distribucion entre los componentes de una muestra, que produce sucesivas etapas
de adsorcion y desorcion de los mismos a través de la fase estacionaria. La
separacion de los componentes ocurre debido a su atraccién relativa a la fase
estacionaria por polaridad. Para aumentar la eficiencia en las separaciones por
HPLC, el tamafio de las particulas de la fase estacionaria se disminuye hasta los
micrones y se utilizan altas presiones para lograr que la fase movil fluya. Esta
condicion es critica cuando se quieren separar compuestos mezclados, ya que entre
menor sea el tamafio de la particula, mejor sera la capacidad de separacion
(resolucion) entre los compuestos; esto es de gran utilidad en la purificacién de
productos naturales (Bae, 2007; Joshi, 2012b).
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El HPLC permite al analista identificar compuestos por medio de la comparacion de
sus tiempos de retencién. La purificacion de productos naturales por HPLC utiliza
una de las cuatro principales técnicas cromatograficas: fase normal, fase reversa,
cromatografia de exclusion (permeacion en gel) y cromatografia de intercambio
iénico (Joshi, 2012b).

HPLC fase-normal utiliza una fase estacionaria polar (generalmente silica) y una
fase movil menos polar. Los compuestos se separan por medio de la adsorcion
sobre la superficie polar de la fase estacionaria a la vez que se eluyen por la
columna por la afinidad que presenten para eluirse en solventes no polares. En
general el compuesto méas polar es el Ultimo en eluir, mientras que compuestos
menos polares seran los primeros en eluirse. Esta técnica se emplea para

compuestos lipofilicos (Jandera, 2011).

HPLC fase reversa es la técnica inversa de la fase normal, donde la fase
estacionaria es mas no-polar que el solvente de elucion. Los adsorbentes de fase
reversa a base de silica empleados en esta técnica, también llamados materiales
de “adsorbente enlazado”, consisten en una matriz porosa e insoluble a la que se le
han unido quimicamente compuestos hidrofobicos. Una desventaja es el costo de
las columnas que en comparacién con las de fase normal, es alto. El eluato
empleado en esta técnica comunmente comprende una mezcla de agua con
solventes organicos miscibles, usualmente acetonitrilo (MeCN), metanol (MeOH), o
tetrahidrofurano (THF). Adicionalmente, esta técnica requiere de la adicion de
soluciones amortiguadoras, ya sean acidas o basicas para suprimir la ionizacién de
la muestra y asi mejorar la resolucion de las sefales. Mediante la técnica de HPLC
fase reversa se han purificado muchos productos naturales y ha sido empleada
ampliamente para analizar y purificar compuestos a partir de una mezcla compleja
(Jandera, 2011; Siddiqui y col., 2017).

2.6 Gasotransmisores y vasodilatacion

El término gasotransmisor fue acufiado por el Dr. Rui Wang en la década pasada

(Wang, 2002). El descubrimiento del 6xido nitrico (NO) como una molécula gaseosa
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sintetizada y secretada por el endotelio para generar relajacion vascular (Furchgott
y Zawadzki, 1980), impulsé la busqueda de otras moléculas similares, ya que esto
representd un mecanismo de sefializacion celular adicional a los mecanismos de
sefalizacion que requieren receptores membranales (Wang, 2002). EI monoxido de
carbono (CO) fue propuesto como otra molécula gaseosa importante en la
sefalizacion celular, después de que se demostro su participacion en la activacion
de la guanilato ciclasa soluble (sGC), de manera similar a como lo hace el NO
(Durante y col., 2006; Decaluwé y col.,, 2012). Recientemente, el sulfuro de
hidrégeno (H2S) se propuso como el tercer miembro de la familia de los
gasotransmisores, debido al papel tan importante que desempefia en la regulacion
de importantes procesos fisioldgicos y patofisiolégicos que van desde la
angiogénesis y el cancer, hasta la cardioproteccién y la aterosclerosis (Wang, 2002;
Wang y col., 2015).

A diferencia de los neurotransmisores, los gasotransmisores no se almacenan en
vesiculas, ni esta involucrado el proceso de exocitosis para su liberacién, tampoco
pueden ser contenidos por las membranas, por lo que pueden difundirse libremente
por la célula. Los criterios actuales para establecer una molécula de sefializacion

como un gasotransmisor, se describen en la Tabla 2 (Wang, 2002; Wang, 2014).

Tabla 2: Criterios y clasificacion de los gasotransmisores

1 Son moléculas gaseosas pequefias como NO, CO y H,S, disueltas o no en el
medio bioldgico.
Son moléculas que permean libremente las membranas plasméticas. Como
2 tales, sus movimientos intra e intercelulares no dependen de receptores de
membrana, ni de otros sistemas de transporte o liberacion para efectuar sus
efectos fisiologicos.
Se sintetizan de manera endégena en células de mamifero con sustratos y

3 enzimas especificas; mas que productos del metabolismo, su produccion se
regula para realizar funciones fisiologicas.

4 Poseen funciones especificas bien definidas a concentraciones fisiologicas.

5 Estan involucrados en sefales de transduccion y deben tener blancos

moleculares y celulares especificos. Por ejemplo, NO y CO pueden activar sGC
y asi incrementar las concentraciones celulares de cGMP.

6 Las funciones de los gases enddgenos pueden ser imitadas por la aplicacion de
estos gases de manera exégena.

(modificado de Wang, 2014).
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Adicionalmente, en la Tabla 3 se describen el metabolismo y los blancos

moleculares de los tres principales gasotransmisores.

Tabla 3: Vias de sefializacion de los gasotransmisores en la vasculatura.

Gasotransmisor NO H2S CO

Sintesis (enzimas) Oxido nitrico sintasa Cistationina y-liasa Hemo-
endotelial (eNOS) (CSE) oxigenasa (HO)

Localizacién endotelial Si Si Si
Sefial de activacion ACh ACh ACh
Regulacién por Ca?*-CaM Si Si Si
Blancos moleculares sGC-cGMP* Canales Katp, PDEs sGC-cGMP
Localizacién de blancos CML CML CML
Modificacion quimica (Cys) S-nitrosilacion S-sulfhidracion ?
Vasodilatacion Si Si Si
Fenotipo KO Hipertension Hipertension ?
Inhibidores L-NAME DL- propargilglicina MesolX

ACh: acetilcolina; sGC: guanilato ciclasa soluble; cGMP: guanosin mono-fosfato ciclico; CML, células de
musculo liso; MesolX, mesoporfirina-IX de cromo; L-NAME, N®-nitro-L-arginina metil éster; PDEs,
foosfodiesterasas.

*El NO posee varios blancos en la musculatura lisa vascular ademas de la sGC

2.6.1. Oxido nitrico en la vasculatura

El 6xido nitrico (NO) fue el primer gasotransmisor identificado. Es un gas diatomico
e hidrofébico capaz de permear las membranas celulares y otras estructuras
hidrofébicas. Debido a esta gran capacidad de difusion, el NO ejerce un impacto
importante en la biologia celular, ya que este gas esta presente en la mayoria de
las células y tejidos, ademéas de estar involucrado en procesos fisioldgicos y
patoldgicos, por lo cual, tanto el NO como las moléculas capaces de donarlo, se han
propuesto como agentes terapéuticos potenciales en aplicaciones biomédicas
(Csonka y col., 2015). En mamiferos se conocen tres enzimas que sintetizan NO, la
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), las cuales utilizan como sustrato L-arginina
(Forstermann y Sessa, 2012; Wang, 2014). La activacion de la eNOS es iniciada

por un incremento en el calcio intracelular. Dentro del endotelio, el NO se genera
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como un producto de la reaccion enzimatica de la eNOS con su sustrato L-arginina,
junto con oxigeno molecular y NADPH reducido como co-sustratos. Una vez que el
NO se ha generado dentro de las células endoteliales, difunde a las células
musculares lisas y se une al grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble (sGC), lo
cual provoca, la conversion de GTP a cGMP. Este segundo mensajero activa a la
proteina cinasa G (PKG), que a su vez desencadena una cascada de sefalizacion
que induce una disminucion de la concentracion de calcio intracelular. Esta
disminucién previene la fosforilacion de la miosina por parte de la cinasa de la
cadena ligera de la miosina con la consecuente vasodilatacion (Figura 3)
(Forstermann y Li, 2012; Coletta y col., 2012; Bohlen, 2015; Cirino y col., 2017).

El bloqueo de los canales de calcio también causa vasodilatacion por la reduccién
en el calcio intracelular (Ogut y Brozovich, 2003). En la vasculatura, la activacion de
la via NO/GC/cGMP/PKG contribuye a la recaptura del ([Ca?*]i) en el reticulo
sarcoplasmico. Por otra parte, PKG también desencadena la salida de potasio a
través de los canales de potasio de gran conductancia sensibles a calcio (BKca)
para hiperpolarizar la célula, y asi reducir la entrada de calcio a través de los canales

de calcio dependientes de voltaje tipo L (CCVL) (Farah y col., 2018).

El NO es necesario para el mantenimiento de la fisiologia cardiaca normal, sin
embargo, ejerce otras funciones fisiologicas independientes de cGMP en su
trayecto a través de las células. Por ejemplo, la reaccion redox que se presenta
entre el NO y el grupo tiol de la L-cisteina, generan una modificacion covalente con
la formacion de S-nitrositioles (SNO). Esta reaccién rapida y reversible se conoce
como S-nitrosilacién, la cual es importante debido a que esta involucrada en
mecanismos moduladores de la funcién y la sefalizacion de la célula; por ejemplo:
la actividad enzimatica y la estabilidad de las proteinas (Bohlen, 2015; Cirino y col.,
2017). EI NO generado de manera fisiolégica o adicionado de manera exogena se
metaboliza rapidamente. El nitrito (NO2) y el nitrato (NO3") son los productos finales

del metabolismo del NO en células de mamifero (Sanchez y col., 2014).
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Figura 3: Mecanismo de accion vasodilatador del 6xido nitrico. En los vasos sanguineos, la eNOS
expresada en el endotelio convierte a la L-arginina en L-citrulina y NO. El NO difunde hacia la
musculatura lisa vascular para estimular a la sGC y el subsecuente aumento de cGMP en las células
musculares lisas vasculares. Este segundo mensajero, a través de un mecanismo dependiente de
la PKG, produce una disminucién en la ([Ca2+]i), activa a la MPLC, la cual inhibe la fosforilacion de
la cadena ligera de miosina, induciendo asi vasodilatacion. Ach, acetilcolina; receptor APG, receptor
acoplado a proteina G; CAM, calmodulina; eNOS, o6xido nitrico sintasa endotelial; L-Arg, L-arginina;
L-Citr, L-citrulina; NO, 6xido nitrico; sGC, guanilato ciclasa soluble; GMPc, guanosin monofosfato
ciclico; PKG, proteina cinasa G; SR, reticulo sarcoplasmico; CCVL, canales de calcio dependientes
de voltaje tipo L; MCLP, fosfatasa de la cadena ligera de la miosina.

2.6.3. Monoxido de carbono en la vasculatura

El mondxido de carbono (CO) es un gas diatémico incoloro, inodoro y sin sabor. Es
sintetizado endégenamente a través del catabolismo del grupo hemo por la hemo-
oxigenasa (HO). Existen tres isoformas de HO: HO-1, HO-2 y HO-3. La HO-1 es
una isoforma inducible, mientras que las otras dos isoformas son constitutivas en la
vasculatura. EI CO muestra propiedades biolégicas similares a las del NO,
incluyendo la capacidad de activar a la sGC (Durante y col., 2006). El CO es un
vasodilatador paracrino y autdcrino en la circulacion cerebral y sistémica. Se conoce
gue a concentraciones bajas (1-100 nM), el CO produce vasodilatacion dependiente

del endotelio y que altas concentraciones (1- 10 uM) producen vasoconstriccion a

19



través de la inhibicion de eNOS (Johnson y Johnson, 2003). En los mamiferos, el
CO no es metabolizado, sino que se exhala a través de la via pulmonar sin sufrir
modificaciones bioquimicas (Kreck y col., 2001). EI CO provoca hiperpolarizacion
del musculo liso vascular via activacion de canales Kca y también aumenta la
sensibilidad al calcio por parte de estos canales (Wang y col., 1997; Jaggar y col.,
2002). Adicionalmente, el CO contribuye a la dilatacion vascular de arterias y
arteriolas cerebrales (Kanu y col., 2006). EI CO estimula la vasodilatacién por tres
principales mecanismos (Figura 4): la activacién de la sGC (Achou y col., 2008), la
estimulacién de los canales de potasio de alta conductancia activados por calcio
(BKca) (Liy col., 2008) y la induccién a través de la NOS (Foresti y col., 2004).

Receptor APG Célula endotelial
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Figura 4: Actividad vasodiltadora del monéxido de carbono. Ach, acetilcolina; receptor APG, receptor
acoplado a proteina G; CAM, calmodulina; HO, hemo-oxigenasa; CO, monoxido de carbono; sGC,
guanilato ciclasa soluble; GTP, guanosin trifosfato; GMPc, guanosin monofosfato ciclico; PKG,
proteina cinasa G; SR, reticulo sarcoplasmico; CCVL, canales de calcio dependientes de voltaje tipo
L; MCLP, fosfatasa de la cadena ligera de la miosina.

En un estudio se determino que el CO produce dilatacion, dependiente de endotelio,
de vasos sanguineos aislados de humano y que esta respuesta no fue mediada por
la presencia de NO, ya que se utilizaron inhibidores de la NOS (Achou y col., 2008).

También se ha descrito el mecanismo de vasodilatacion a través de la activacion de
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canales BKca en arteriolas cerebrales de lechones a través del incremento en la
produccién de CO por parte de astrocitos (Li y col., 2008). En un estudio realizado
por Foresti y col. (2004), se demostré que el efecto vasodilatador de moléculas
liberadoras de CO (CORMSs) es dependiente de la NOS y de otros factores
presentes en el endotelio, ya que al bloquear esta enzima o al remover el endotelio,

el efecto vasodilatador se abatio.
2.6.4. Sulfuro de hidrégeno en el sistema vascular

El sulfuro de hidrogeno (H2S) fue la tercera molécula gaseosa incluida en la familia
de los gasotransmisores. Las enzimas productoras de H2S son la cistationina B-
sintasa (CBS) y la cistationinna y-liasa (CSE). Ellas utilizan L-cisteina y
homocisteina como sustratos. Similar al NO, el H2S posee la capacidad de difundir
libremente a través de las membranas celulares sin la necesidad de receptores de
membrana especificos y producir vasodilatacion (Wang, 2002). En los tejidos de
mamiferos, el H2S se produce por via enzimatica y no enzimatica, aunque la via
enzimatica (trans-sulfuracion) genera la mayoria del H2S en el cuerpo. Dentro de
los vasos sanguineos, el H2S es producido por diferentes enzimas expresadas en
el endotelio y en el musculo liso vascular, a diferencia de del NO, el cual se genera
s6lo dentro del endotelio por la eNOS (Cirino y col., 2017). El primer blanco
molecular identificado para la actividad vasodilatadora del H2S fue el canal de
potasio dependiente de ATP (Katp). Zhao y col. encontraron que la vasodilatacion
producida por H2S se inhibia de manera especifica con glibenclamida (Gli), un

inhibidor selectivo de canales Katp (Zhao y col., 2001).

El H2S puede producirse y liberarse desde el endotelio, difundir y causar
hiperpolarizacion del musculo liso vascular por medio de la activaciéon de canales
Katp y asi producir vasodilatacion. EI mecanismo propuesto es la activacion,
dependiente de calcio, de la enzima CSE en la célula endotelial y la subsecuente
produccion de H2S, el cual se difunde libremente a la célula muscular lisa y activa
directamente a los canales Katp, ademas de inhibir a la fosfodiesterasa 5 (PDE5A),

enzima encargada de degradar el cGMP. El mantenimiento de niveles elevados de
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cGMP asegura la activacion de PKG, que va a actuar sobre canales Katp, sobre la
fosfatasa de la cadena ligera de miosina, sobre canales de calcio dependientes de
voltaje tipo L y BKca y bloqueando la liberacién de calcio almacenado en el reticulo
sarcoplasmico (Figura 5) (Coletta y col., 2012).
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Figura 5: Efecto vasodilatador del sulfuro de hidrégeno. Ach, acetilcolina; receptor APG, receptor
acoplado a proteina G; CAM, calmodulina; Cys, cisteina; CSE, cistationina-y liasa; H2S, sulfuro de
hidrégeno; PDESA, fosfodiesterasa 5%; GMPc, guanosin monofosfato ciclico; PKG, proteina cinasa
G; SR, reticulo sarcoplasmico; CCVL, canales de calcio dependientes de voltaje tipo L; MCLP,
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina.

El uso de animales manipulados genéticamente ha sido de gran utilidad para
esclarecer los mecanismos funcionales del H2S, ya que ratones que no expresan
CSE presentan hipertension y tienen disminuida la capacidad de producir

vasodilatacion dependiente del endotelio (Yang y col., 2008).
2.6.6. Interaccion entre gasotransmisores

Los gasotransmisores poseen dianas moleculares en comdn que involucran la

modulacién de su actividad por diferentes mecanismos (Wang, 2012). Por ejemplo,

22



en 2012 Coletta y cols. reportaron la interdependencia entre el NO y el H2S en la
angiogénesis, pues encontraron que el efecto angiogénico y la cicatrizacion
producido por compuestos liberadores de H2S, se encontraban disminuidos en
ratones knockout para eNOS. Por otro lado, en ese mismo estudio, se realizaron
experimentos donde se redujo la expresion de la CSE, lo cual dio como resultado
una alteracion en el efecto angiogénico inducido por NO (Coletta y col., 2012). Otro
mecanismo de convergencia entre los gasotransmisores en el proceso de
vasodilatacion tiene que ver con la sGC: si bien, el NO y el CO son capaces de
activar a la sGC para la generacion de cGMP, el NO posee mayor afinidad que el
CO para unirse a esta enzima (Wu y Wang, 2005). Por otra parte, H2S contribuye
de una forma indirecta en este proceso, 1) inhibiendo a la PDES5, enzima encargada
de la degradacién de cGMP y, 2) actuando como un factor hiperpolarizante derivado
de endotelio al activar canales de potasio (Katp), favoreciendo la hiperpolarizacion

de la célula de musculo liso vascular (Coletta y col., 2012) (Figura 6).

El NO también regula la expresion de HO-1, lo cual estimula la produccion de CO.
El NO es uno de los inductores mas potentes de este gas (Motterlini y col., 2002).
En hepatocitos estimulados con IL-1B3, el CO atenta la actividad de la iINOS,
fijandose a la porcion hemo de la enzima, por lo que el CO podria estar actuando
como un promotor de la degradaciéon de la INOS, cuando a causa de condiciones
patolégicas se genera una sobreproduccién de NO inducible, a través de un

mecanismo de retroalimentacion negativa (Kim y col., 2008).

En la vasculatura del cerebro el NO y H2S dilatan las arterias cerebrales para
aumentar el flujo sanguineo, mientras que el CO, el cual dilata vasos periféricos,
actla provocando vasoconstriccion en el cerebro. Esto sugiere que el H2S y el CO
son requeridos para un mantenimiento apropiado del flujo sanguineo en el cerebro,
proporcionando un efecto protector en caso de hipoxia (Morikawa y col., 2012). Se
ha reportado que tanto el NO como el CO activan canales BKca; mientras el NO
actua sobre la subunidad B, el CO lo hace sobre la subunidad a de estos canales
(Wu y col., 2002).
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Figura 6: Interaccion entre el NO y el H2S en la vasodilatacion (modificado de Coletta y col. 2012).
Ach, acetilcolina; receptor APG, receptor acoplado a proteina G; CAM, calmodulina; eNOS. Oxido
nitrico sintasa endotelial; CSE, cistationina-y liasa; NO, éxido nitrico; H2S, sulfuro de hidrogeno; sGC,
guanilato ciclasa soluble; PDE5A, fofodiesterasa 5A; GMPc, guanosin monofosfato ciclico; PKG,
proteina cinasa G; SR, reticulo sarcoplasmico; CCVL, canales de calcio dependientes de voltaje tipo
L; MCLP, fosfatasa de la cadena ligera de la miosina

El NO y el H2S pueden reaccionar entre si para formar nitroxilo (HNO) el cual
provoca liberacion del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), via
canales TRPAL, en nervios sensoriales, el cual induce una disminucién del tono
vascular (Eberhardt y col., 2014). Otro estudio confirmé que el HNO es capaz de
liberar al neuropéptido CGRP en preparaciones tisulares frescas del area trigeminal
de ratas. El incremento en los niveles del CGRP podria utilizarse para tratar la
migrafia, debido a su importante participacion en el curso de esta afeccion (Wild y

col., 2015).
2.7. La prostaciclina en la vasodilatacion

La prostaciclina (PGI2), junto con el NO, ejercen acciones que contribuyen al

mantenimiento de la funcién endotelial y a la regulacion vasomotora de la
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vasculatura (Zardi y col.,, 2005). La PGl2 es un miembro del grupo de los
prostanoides que regulan la homeostasis, la hemostasis, la funcién de la
musculatura lisa y la inflamacion. Los prostanoides son derivados del &cido
araquidonico por acciones secuenciales de la fosfolipasa Az, la ciclooxigenasa y
prostaglandin-sintasas especificas. La PGI2 se produce por células endoteliales y
actla principalmente sobre el receptor de prostaciclina (IP). La activacion del
receptor IP por la PGI2 estimula la produccion de cAMP, el cual activa a la protein-
cinasa A (PKA), lo que produce la hiperpolarizacion de la membrana y la
subsecuente disminucién del [Ca?*], resultando en la relajacién de la musculatura
lisa vascular. Adicionalmente, la PGI2 contrarresta la actividad vasoconstrictora y el
efecto de agregacion plaquetaria inducido por el tromboxano Az (TXAz) (Vane y
Corin, 2003).

La PGI2 puede, a su vez, activar canales K*, incluyendo los dependientes de Ca?*
de larga y corta conductancia (BKcay SKca), asi como los Katp, los dependientes de
voltaje (KV), los rectificadores (KIR), hiperpolarizando la membrana de las células
musculares lisas vasculares y disminuyendo el influjo de Ca?* a través de canales

de Ca?* dependientes de voltaje tipo L (Vangy col., 2010; Stott y col., 2014).

El efecto vasodilatador de la PGl es mediado principalmente por la via de
sefializacion PGI2/IP/cAMP como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7: Mecanismo de vasodilatacion de la prostaciclina. Ach, acetilcolina; receptor APG, receptor
acoplado a proteina G; PLA2, fosfolipasa A2; AA, acido araquidonico; COX ciclooxigenasa; PGlz,
prostaciclina; IP, receptor a prostaciclina; AC, adenilato ciclasa; ATP, adenosin trifosfato; AMPc,
adenosin monofosfato ciclico; PKA, proteina cinasa A; SR, reticulo sarcoplasmico; CCVL, canales
de calcio dependientes de voltaje tipo L; MCLP, fosfatasa de la cadena ligera de la miosina

2.9. Canales receptores de potencial transitorio (TRP)

Los canales receptores de potencial transitorio (TRP, por sus siglas en inglés
Transient Receptor Potential) constituyen una numerosa familia de canales ionicos,
los cuales exhiben varios grados de selectividad para diferentes especies idnicas.
En mamiferos, esta familia consta de 28 integrantes agrupados en 6 sub-familias en
base a su secuencia de aminoacidos: TRPC (candnico, 7 miembros), TRPV
(vanilloide, 6 miembros), TRPM (melastatina, 8 miembros), TRPA (ankirina, 1
miembro), TRPP (policistina, 3 miembros) y TRPML (mucolipina, 3 miembros)
(Benemeiy col., 2015; Moran, 2018). Estos canales se expresan de manera ubicua
en todo el cuerpo, con miembros representativos de todas o de la mayoria de las
diferentes familias, presentes en la mayoria de las células. Los canales TRP se

pueden activar por una gran cantidad de sefiales y, de forma poco selectiva, son
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permeables a cationes calcio (Ca?*), Magnesio (Mg?*) y sodio (Na*) (Nilius y col.,
2007). Estos canales se expresan ampliamente en el sistema nervioso central, asi
como en una gran cantidad de células periféricas y estan implicados en numerosas
funciones celulares fundamentales (Pedersen y col., 2005; Premkumar, 2009;

Alonso-Carbajo y col., 2017).
2.9.1. Estructura de los canales TRP

Los canales TRP son proteinas de estructura cuaternaria, conformadas por homo o
heterotetrdmeros. Cada una de las cuatro subunidades, esta formada por seis
segmentos transmembranales a-hélice (S1-S6), asi como por dos dominios
intracelulares amino y carboxilo terminales (Figura 8). El poro del canal esta formado
por los segmentos transmembranales S5 y S6 y el asa conectora (Zierler y col.,
2017). En la porcion citoplasmatica del poro, los segmentos S6 forman la compuerta
que, a través de su apertura o cierre, regula la entrada de cationes (Pederseny
col., 2005; Benemei y col., 2015; Mulier y col., 2017).

Regién

Membrana celular \ A W
: y ‘ )

c. terminal |

N

Figura 8. Estructura de la subunidad de los canales TRP. En general, los canales TRP se componen
de cuatro subunidades similares, cada una compuesta de 6 segmentos transmembranales (S1-S6)
con un poro formado entre los segmentos 5 y 6, el cual es permeable a cationes, principalmente a
calcio.
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2.9.2. Distribucion de los canales TRP

Se ha reportado la presencia de canales TRPC en el sistema nervioso central,
sistema vascular, musculo esquelético y pulmones; de canales TRPV en el sistema
nervioso periférico, corazon, piel, vejiga, musculo esquelético, rifidn e intestino; de
los canales TRPAL en el sistema nerviosos periférico, en arterias cerebrales, en piel
y en mucosas (Atoyan y col., 2009; Pozsgai y col., 2010; Aisah A. Aubdool y col.,
2016) y de TRPM en el sistema nervioso periférico, sistema inmune, piel, prostata,

riion, pancreas e higado (Fonfria y col., 2006).

Por esta razon, el estudio de la respuesta de estos canales a diferentes estimulos
fisiolégicos y farmacologicos es de gran relevancia clinica y terapéutica,
principalmente en areas como la biomedicina y el desarrollo farmacéutico (Kaneko
y Szallasi, 2013; Huang y Szallasi, 2017). Se ha reportado la presencia de canales
TRPA1 en el endotelio de arterias cerebrales, localizados principalmente en las
uniones mioendoteliales. Se ha propuesto que la activacion de estos canales
produce la dilatacion arterial por medio de un mecanismo que incluye la
participacion de canales de K* dependientes de Ca?* que al activarse generan la

hiperpolarizacion de las células de musculo liso (Earley y col., 2009; Earley, 2011).
2.9.3. Canales TRP en el sistema vascular

Un gran y creciente cumulo de evidencia, claramente demuestra la importancia de
los canales TRP en la iniciacion, modulacion e integracidon de vias regulatorias que
controlan los diversos tipos celulares dentro del sistema vascular para regular el
flujo sanguineo y el tono vasomotor en los tejidos (Hill-Eunbanks y col., 2014). En
el sistema circulatorio, los canales TRP se encuentran en células de musculo liso
vascular, células endoteliales, neuronas perivasculares y astrocitos (Earley y col.,
2015). Se ha reportado la presencia de canales TRP de distintas subfamilias en
diferentes tejidos del complejo vascular, los cuales, segun su ubicacion, contribuyen
con el balance del tono vascular ejerciendo efectos vasodilatadores y/o

vasoconstrictores (Liu y col., 2014).
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Se ha reportado que canales TRPC presentes en el musculo liso vascular
contribuyen a la entrada de Ca?* a través de la activacion de vias que involucran
reservorios intracelulares de este cation, lo cual resulta en la despolarizacién de la
membrana, la cual representa el mecanismo primario a través del cual estos canales

ejercen vasoconstriccion (Liu y col., 2014).

Existe evidencia cientifica de la presencia de canales TRP en el endotelio. Por
ejemplo, existen estudios que han demostrado que la mutacion dirigida en canales
de la familia TRPC puede alterar el influjo de calcio inducido por acetilcolinay ATP
en células endoteliales (Freichel y col., 2001; Zhang y Saffen, 2001; Yao y Garland,
2005). Un incremento en el influjo de calcio, en cambio, puede optimizar la liberacion
de factores hiperpolarizantes derivados del endotelio como gasotransmisores,
prostaciclina y resultar en vasodilatacion. Por otra parte, los canales TRP presentes
en el endotelio pueden activar canales de potasio y asi generar una
hiperpolarizacién del masculo liso (Earley y col., 2009; Earley, 2011). De manera
adicional, se ha demostrado que los canales TRPV1 y TRPA1 se coexpresan y
estan involucrados en procesos de regulacion del tono del muasculo liso arterial
(Story y col., 2003; Kobayashi y col., 2005).

2.9.4. Participacién de canales TRPA1y TRPV1 en laregulacion del tono

vascular

La primera evidencia que demostrd la participacién de los canales TRPA1 en la
regulacion del tono vascular fue descrita por Bautista y colaboradores, quienes
reportaron que estos canales estan presentes en fibras nerviosas localizadas cerca
de la capa adventicia en arterias mesentéricas de rata y que compuestos como el
alil-isotiocianato (AITC), extractos crudos de ajo, alicina purificada y dialil-disulfuro
(DADS) provocan relajacion de anillos de arterias mesentéricas pre-contraidas con
fenilefrina (Bautista y col., 2005). La relajacion inducida por estos extractos y
compuestos fue bloqueada, cuando los tejidos estudiados se pre-incubaron con rojo
de rutenio, capsaicina y el antagonista del receptor al péptido relacionado con el

gen de la calcitonina (CGRPs-37). De manera interesante, la respuesta no fue
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alterada con el pretratamiento con capsazepina. Estos hallazgos fueron
confirmados posteriormente por Pozsgai y colaboradores, quienes reportaron que
el cinamaldehido (CA) es capaz de generar vasodilatacion en segmentos de arterias
mesentéricas aisladas de raton (Pozsgaiy col., 2010). Otro grupo de investigadores,
estudiaron la participacion de canales TRPALl en la vasodilatacion meningea.
Dentro de sus hallazgos, reportaron que el AITC, el CAy la acroleina estimularon la
liberacion del CGRP en cultivos de neuronas trigeminales de rata y que tal respuesta
fue bloqueada por el antagonista especifico de canales TRPA1l, HC-0330031
(Kunklery col., 2011). La administracion por via nasal de AITC mas el contaminante
ambiental acroleina incrementaron el flujo sanguineo meningeo en ratas. Este
efecto fue inhibido por el CGRPs-37y el HC-030031, lo cual sugirio la participacion
del CGRP y de los canales TRPAL. También se ha descrito que la activacion de
canales TRPAL conduce a una vasodilatacion neurogénica que involucra especies
reactivas de oxigeno, CGRP y NO. En este estudio, se empled la flujometria de
laser Doppler para estimar el flujo sanguineo en orejas de ratones normales y
ratones incapaces de expresar canales TRPA1 y TRPVL1. Los resultados de estos
experimentos revelaron que la administracion topica de CA disminuy6 el flujo
sanguineo en animales que no expresan el canal TRPAL, asi como en animales
normales pretratados con HC-0330031, mientras que en animales que no expresan
TRPV1 no se presentd ningun efecto significativo, producido por la administracion
de CA (Aubdool y col., 2016). Estas investigaciones reafirman que la estimulacién
de canales TRPAL por agonistas quimicos causan el influjo de Ca?*, lo cual resulta
en la liberacion del CGRP en las terminaciones perivasculares presentes en las

paredes arteriales (Bautista y col., 2005).

Por otra parte, Earley y col. reportaron que los canales TRPAL estan presentes en
endotelio de rata y que la expresion de estos canales era mas abundante en las
proyecciones de la membrana plasmatica de la célula endotelial, las cuales se
prolongan y penetran en la lamina elastica interna de las células de musculo liso
vascular. A estas estructuras también se les conoce como uniones mioendoteliales,
las cuales participan en la hiperpolarizacion dependiente de endotelio y la

vasodilataciéon de arterias de resistencia (Sandow y col., 2002; Earley y col., 2009;
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Earley, 2011). EI mecanismo propuesto para esta via de sefalizacion incluye la
activacion de canales TRPAL, que provoca la entrada de calcio, estimulando la
actividad pulsatil dentro de las uniones mioendoteliales, lo cual aumenta la actividad
de los canales Kca3.1 e hiperpolariza la membrana plasmatica. Esta respuesta
presumiblemente es transmitida a los miocitos arteriales subyacentes a través de
las uniones gap para inducir su hiperpolarizacion (Earley y col., 2009; Earley y col.,
2010).

Adicionalmente, se ha reportado que agonistas de canales TRPA1 producen
vasodilatacion en células musculares lisas vasculares, lo cual sugiere la presencia
de este tipo de canales en este tejido. Yanaga y col. examinaron el efecto
vasodilatador del CA sobre anillos de aorta aislada de rata y encontraron que la
remocion endotelial disminuia, mas no abatia, el efecto vasodilatador de CA. La
respuesta relajante, independiente de endotelio, provocada por el CA en arterias de
conduccién sugiri6 un efecto farmacoldgico directo sobre la musculatura lisa
vascular, atribuido hipotéticamente al bloqueo de canales de Ca?* (Yanaga y col.,
2006).

2.9.5. Canales TRPV1

La activacion de canales TRPV1 por agonistas genera un incremento en la entrada
de calcio intracelular, la cual resulta en la liberacion de neuropéptidos como el
CGRPy la sustancia P. En estudios previos, se ha reportado que los canales TRPV1
se expresan en tejido vascular de roedores y que diferentes agonistas de canales
TRPV1 estan implicados en la vasodilatacion en diferentes lechos vasculares
(Zygmunt y col., 1999; Akerman y col., 2003; Hopps Yy col., 2012; Ho, 2013). Los
canales TRPV1 estan presentes tanto en células endoteliales como en células de
musculo liso vascular (Bratz y col., 2008). En particular, TRPV1 se expresa
abundantemente en el endotelio. En arterias mesentéricas aisladas de roedor, la
activacion de canales TRPV1 con el agonista capsaicina, provoco un incremento en
la liberacion de NO en células endoteliales, asi como vasodilatacion, la cual fue
inhibida con diferentes inhibidores (L-NAME, CGRPs37 y L-NAME + CGRPs-37) y
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estuvo ausente en arterias provenientes de animales deficientes en TRPV1 (Yang
y col.,, 2010). TRPV1l se coexpresa con TRPAl en neuronas sensitivas y
desempefian un papel central en la regulacién de las vias de nocicepcion, no
obstante, existen evidencias que han demostrado que ambos canales ejercen una

actividad prominente en la regulacién del tono vascular.

En segmentos aislados de arterias coronarias porcinas con endotelio intacto, la
activacion de canales TRPV1 provoco una dilatacion dependiente de la dosis. Tal
dilatacion arterial fue bloqueada en presencia de L-NAME, inhibidor de la eNOS y
en presencia de iberitoxina, un inhibidor de canales de potasio dependientes de
calcio (BKca), sugiriendo la participacion del NO y de canales BKca en la
vasodilatacién mediada por la activacion del canal TRPV1 (Bratz y col., 2008). Con
relacion al sistema cannabinoide, la anandamida, un cannabinoide endégeno, es
capaz de relajar los vasos sanguineos. Este efecto fue inhibido por capsazepina, un
inhibidor especifico de TRPV1 (Zygmunt y col., 1999).

Adicionalmente, en otro estudio se demostré que en células endoteliales de aorta
de ratdn, la activacion de TRPV1 con capsaicina estimula el influjo de calcio, el cual
induce la fosforilacion de la eNOS y el subsecuente incremento en la produccién de
NO. En ese mismo estudio, se observé que la capsaicina también es capaz de
relajar arterias mesentéricas, un efecto que estuvo ausente en arterias provenientes
de ratones TRPV1~" (Yang y col., 2010). Otro estudio revelé que la entrada de
calcio, inducida por capsaicina, a través de canales TRPV1 incrementa el flujo
sanguineo en ratones. Este efecto no se observo en ratones TRPV1™~ (Guarini y
col., 2012). Los canales TRPV1 también estan relacionados con la vasodilatacion
producida por la activacibn de terminaciones nerviosas. Se ha descrito la
localizacion de canales TRPV1 en las terminaciones nerviosas perivasculares, los
cuales al ser activados inducen la liberaciéon del CGRP. Esta interaccion entre
canales TRPV1 y la actividad de CGRP, se ha reportado mas frecuentemente en
arterias de resistencia, principalmente en mesentéricas (Zygmunty col., 1999; Wang
y col., 2005; Wang y col., 2006; Sudhahar y col., 2009), aunque también se ha

observado la misma actividad en otros lechos vasculares (Zygmunt y col., 1999;
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Akerman y col., 2004; Herradén y col.,, 2007). Un mecanismo similar ha sido

reportado para los canales TRPA1 (Figura 9) (Earley y Brayden, 2015).
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Figura 9. Canales TRP en terminaciones nerviosas perivasculares. El influjo de Ca?* a través de
canales TRPAL o TRPV1 en nervios perivasculares pueden estimular la liberacion de CGRP y asi

provocar vasodilatacion (modificado de Earley y Brayden, 2015).

2.9.6. Intercomunicacion entre canales TRPAly TRPV1

La coexpresion e interaccion de canales TRPAL1 y TRPV1 en neuronas sensitivas
primarias es bien conocido (Trevisaniy col.; Story y col., 2003; Raboune y col., 2014;
Spahn y col., 2014). Por ejemplo, se ha reportado la desensibilizacién cruzada de
TRPA1y TRPV1 in vitro, sugiriendo que los canales TRPA1y TRPV1 se encuentran
ligados funcionalmente en nociceptores primarios (Ruparel y col., 2008; Ruparel y
col., 2011). También, se ha demostrado la participacion conjunta de canales TRPAL
y TRPV1 en la regulacion de la presion arterial y la relajacion vascular en ratones
(Pozsgai y col.,, 2010; Horvath y col.,, 2016). Algunos fitoquimicos, como la
capsaicina, la nonivamida y la t-pellitorina, son capaces de activar simultaneamente
canales TRPV1 y TRPA1 y producir diversas actividades biolégicas tales como
efectos antiinflamatorios en cultivo celular de macréfagos U937 (Walker y col.,
2017), reduccion de adipogénesis en células 3T3-L1 (Lieder y col., 2017) y

propiedades quimioestésicas (Riera y col., 2009).
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de muerte a
nivel mundial y presentan una creciente incidencia y prevalencia en nuestro pais. El
endotelio vascular desempefia un importante papel en la fisiologia del sistema
cardiovascular, pues no solo ofrece una barrera fisica entre la sangre y los tejidos,
sino que participa en procesos como la coagulacion, transporte y la regulacién de la
presion sanguinea. Existe una asociacion soélida entre la funcion del endotelio y la
prevencion, aparicion, desarrollo y progresion de enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la hipertension. Los tratamientos farmacologicos actuales presentan
numerosas desventajas como efectos indeseables, desarrollo de tolerancia,
hipersensibilidad, toxicidad y costos elevados, entre otros. Con base en estos
antecedentes, es evidente la necesidad de desarrollar farmacos alternativos para
tratar este tipo de enfermedades. Las plantas medicinales representan una
excelente estrategia para el descubrimiento y desarrollo de farmacos, debido a que
biosintetizan numerosos compuestos llamados fitoquimicos, los cuales han
demostrado ser de gran valor farmacolégico por su bioactividad y gran potencial

profilactico y terapéutico.

Heliopsis longipes es una planta endémica de la zona central de México, cuyas
raices se han empleado durante generaciones para el tratamiento del dolor. Su
constituyente quimico mayoritario, la afinina, es el principal compuesto responsable
de los efectos farmacoldgicos producidos por esta especie. Diversos estudios
farmacoldgicos han determinado que los extractos y la afinina provenientes de H.
longipes son capaces de modular la nocicepcion tan efectivamente como farmacos
de tipo AINE y analgésicos opioides. A pesar de la moderada toxicidad reportada
en estudios toxicoldgicos, tanto para extractos de chilcuague y como de afinina pura,
se debe destacar que las concentraciones con las que se alcanza el efecto
terapéutico son menores que las reportadas como toxicas. También, se debe
considerar que en la prueba de Ames, ni el extracto, ni la afinina mostraron ser
mutagénicos. Por otro lado, se ha demostrado que la afinina posee la capacidad de

atravesar la piel y las mucosas, lo cual representa una ventaja desde el punto de
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vista farmacocinético y facilita el desarrollo de medicamentos alternativos, debido a
que se pueden disefiar formulaciones a base de afinina para uso topico o
transmucoso, evitando asi las desventajas de la administracion oral. No obstante,
se ha demostrado también que la afinina puede alcanzar el torrente circulatorio con
gran facilidad, debido a su gran capacidad de difusion tisular, e incluso cruzar la
barrera hematoencefalica, pudiendo asi ejercer efectos farmacolégicos a nivel de

sistema nervioso central.

Los pocos estudios que se han realizado para determinar el mecanismo de accion
de la afinina se han centrado en su actividad antinociceptiva. Los resultados
sugieren una actividad pleiotropica, es decir, que puede activar varias vias de
sefalizacion celular para producir analgesia. Las vias de sefializacién propuestas
incluyen la participacion del sistema GABAérgico, la via opioide, la via
serotoninérgica, la via del NO/sGC/Katp y los canales TRPV1. Los resultados
obtenidos a la fecha no son concluyentes y es necesario realizar mas experimentos
para elucidar por completo su mecanismo de accion. Sin embargo, los resultados
preliminares que se tienen hasta el momento brindan un panorama general de las
posibles dianas moleculares, sobre las cuales pudiera estar actuando la afinina para
ejercer actividades farmacoldgicas, no sélo en el caso de la nocicepcién, sino
también en otros padecimientos. Por ejemplo, en la vasculatura tanto la via del
NO/sGC/Katp, como la activacion de canales TRPV1, estan involucradas en la
regulacion del tono vascular, en donde una alteracion en el funcionamiento de estos
sistemas puede dar como resultado enfermedades cardiovasculares. Cabe
mencionar, que a la fecha, los efectos de Heliopsis longipes y de la afinina sobre el

sistema cardiovascular no han sido descritos.

Tomando en cuenta lo anterior, es evidente la necesidad de evaluar el efecto
vasodilatador de esta alcamida y determinar su mecanismo de accion. Esta
alcamida podria constituir un prototipo estructural para el desarrollo de farmacos

Gtiles para tratar enfermedades cardiovasculares.
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4. HIPOTESIS

La afinina produce un efecto vasodilatador que involucra la participacion de factores

derivados del endotelio y canales TRP.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto vasodilatador de la afinina purificada de las raices de H. longipes
y determinar si los factores endoteliales y los canales TRP participan en su

mecanismo de accion.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto vasodilatador de los extractos etandlico y de
diclorometano, obtenidos a partir de las raices de H. longipes, mediante el
ensayo de aorta aislada de rata.

2. Purificar la afinina a partir del extracto de diclorometano de las raices de H.
longipes.

3. Investigar el efecto de la afinina sobre el tono del musculo liso arterial,
mediante el ensayo de aorta aislada de rata.

4. Determinar la participacion de las vias bioquimicas que involucran
transmisores gaseosos, prostaciclina y canales de potasio en el efecto
vasodilatador de la afinina.

5. Evaluar la participacion de los canales TRP en el efecto vasodilatador
producido por la afinina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos y solventes

Todos los reactivos y solventes empleados en el estudio fitoquimico de las raices
de H. longipes fueron adquiridos de JT Baker (Phillisburg, NJ, USA). Los estandares
y reactivos utilizados en las pruebas farmacolégicas se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). La metaloporfirina de cromo (CrMP) se compro de Porphyrin
Products, Inc. (Logan, UT, USA).

6.2 Animales

Todos los protocolos experimentales se desarrollaron en estricto apego a los
lineamientos indicados en la Norma Oficial Mexicana 062 (NOM-062-Z00-1999)
para la reproduccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (Diario Oficial de la
Federacion, 2001). El protocolo de investigacion fue evaluado y aprobado por el
comité de bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma

de Querétaro.

Para el estudio farmacologico se utilizaron ratas machos Wistar (250-300 g), las
cuales se adquirieron del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México, Campus Juriquilla, Querétaro, Qro., México. Los animales se
alojaron en jaulas estandar bajo condiciones de temperatura controladas, con un
ciclo de luz-obscuridad de 12:12 horas. Agua potable y alimento fueron

proporcionados ad libitum.

6.3 Material vegetal

Las raices de Heliopsis longipes (Asteraceae) se colectaron en Pefamiller,
Querétaro, Qro., México. Dos especimenes completos de H. longipes se
depositaron para su identificacion en el Herbario Jerzy Rzedowski (QMEX), Facultad
de Ciencias Naturales, Universidad Autonoma de Querétaro, Querétaro, México.

Tales especimenes fueron identificados como Heliopsis longipes e integrados al
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acervo del herbario con los niumeros de voucher H. longipes J.E. Castro R.1. y R.2.
(Figuras 10y 11).

Figura 10. Espécimen de herbario de Heliopsis longipes (raices).

M

Figura 11. Espécimen de herbario de Heliopsis longipes (partes aéreas).
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6.4 Preparacion de los extractos empleados para la evaluacion farmacoldgica

Las raices frescas de H. longipes se secaron al aire, en un cuarto obscuro con buena
ventilacion (Figura 12). Una vez secas, las raices se segmentaron con tijeras para
podar y se molieron en un molino de cuchillas (Thomas Wiley 4 Lab Mill, Thomas
Scientific, USA) hasta obtener un polvo fino (criba 0.5 mm). Para la preparacién de
los extractos de H. longipes, muestras representativas del material molido (10 g) se
sometieron a un proceso de extraccion por maceracion con diclorometano o etanol
absoluto por una semana en una proporcion polvo: solvente 1:10 (w/v). Este proceso
se repitid 3 veces con solvente fresco. Después, el material vegetal se filtro y el
solvente se removio con ayuda de un rotoevaporador (Heidolph VV 2000, Germany)
(Figura 13).

Figura 12. Raices de chilcuague (Heliopsis longipes) empleadas en el estudio.

El rendimiento del extracto de diclorometano fue de 0.019 g de extracto/g de polvo
de raices; mientras que, para el extracto etandlico, el rendimiento fue de 0.017 g
de extracto/g de polvo de raices. Debido a que el extracto de diclorometano mostré
mayor rendimiento y bioactividad que el extracto etandlico, se decidi6 llevar a cabo

el fraccionamiento y la purificacion de la afinina a partir de este extracto.
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Figura 13. Proceso de obtencidn de extractos orgénicos a partir de la raiz de Heliopsis longipes. A.
Concentracion del extracto filtrado en rotoevaporador. B. Extracto concentrado y libre de solvente.
6.5 Fraccionamiento del extracto de diclorometano obtenido de las raices de

H. longipes y purificacion de la afinina

Siete kilogramos de raices de Heliopsis longipes secas y molidas se extrajeron con
diclorometano, siguiendo la metodologia descrita anteriormente. Cien gramos de
extracto de diclorometano se sometieron a un proceso de fraccionamiento por
cromatografia en silica gel (1 kg, Kiesegel 60 Merck 100-230 mesh, 8 x 110 cm),
utilizando una columna abierta. Hexano y acetato de etilo se usaron como eluyentes
en proporciones de 100:0 a 40:60 (Figura 14). De este procedimiento, se colectaron
472 fracciones de 250 mL, las cuales se monitorearon por medio de cromatografia
en capa fina (CCF) y se agruparon en 21 pools de acuerdo a su similitud

cromatografica.
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Figura 14. Cromatografia en columna abierta del extracto de diclorometano de Heliopsis longipes.

Para los analisis en CCF, se emplearon placas de aluminio cubiertas de silica gel
con indicador fluorescente (254 nm). Utilizando una lampara de luz ultravioleta se
visualizaron los pools que revelaron la presencia de una mancha gris oscura (Rf =
0.3, hexano: acetato de etilo 3:2). Después, las placas de CCF se revelaron por
medio de aspersion con una solucién de anisaldehido/acido sulfarico (0.5 mL de
anisaldehido en 50 mL de acido acético glacial y 1 mL de &cido sulfarico al 97%),
desarrollando una mancha color violeta brillante, tal como se ha reportado para otras

isobutil-amidas olefinicas (Bauer y col., 1989).

Los pools de interés se juntaron (45 g) en una sola fraccion denominada fraccion
concentrada de alcamidas (FCA), la cual fue sometida a un segundo
fraccionamiento en columna abierta (450 g de silica gel Kiesegel 60 Merck, 100-230

mesh, 4.5 x 120 cm), utilizando un gradiente escalonado de hexano:acetato de etilo

41



de 100:0 a 90:10 (Figura 15). Con base en su similitud cromatografica, determinada
por CCF, las fracciones eluidas con hexano:acetato de etilo 97:3 se juntaron, se
evaporaron a sequedad al vacio por medio de un rotoevaporador y se analizaron

por medio de cromatografia en capa fina.
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Figura 15. Cromatografia en columna abierta a la que fue sometida la fraccién concentrada de
alcamidas (FCA).

La pureza del compuesto aislado se confirmé por cromatografia de liquidos de alta
resolucién, acoplada a un detector de arreglo de diodos (HPLC-PDA), utilizando un
cromatografo de liquidos de alta resolucién (Waters 600 Associates, Milford, MA,
USA), acoplado a un detector de arreglo de diodos (Waters 2998) (HPLC-PDA). La
columna utilizada para este analisis fue una columna C18 modelo XBridge (4.6 x
100 mm 3.5 um). La velocidad de flujo de la fase mévil (acetonitrilo:agua 44:56 v/v)
fue de 0.5 mL/min con una temperatura constante de la columna de 30 °C y una

longitud de onda de deteccion de 229 nm.
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6.6 Determinacién de la estructura quimica de la afinina

La estructura quimica del compuesto purificado se eluciddé por medio de analisis
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear (NMR) de protén (*H-NMR) y de
carbono-13 (33C-NMR). El espectro de NMR se obtuvo con un espectrometro Varian
VNMRS 400 con tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. La afinina se
identifico por medio de la comparacion de sus constantes espectroscopicas con las

reportadas en la literatura (Yasuda y col., 1980; Nakatani y Nagashima, 1992).

6.7 Determinacion de efecto vasodilatador y elucidacién del mecanismo de

accion de la afinina.
6.7.1 Ensayo de aorta aislada de rata

Las ratas se sacrificaron por decapitacion. La aorta toracica se removio
quirargicamente y se coloco en una caja de Petri conteniendo solucién fria (4 °C) de
Krebs-Henseleit con la siguiente composicion (mM): 126.8 NaCl; 5.9 KCI; 1.2
KH2POg4; 1.2 MgSO4; 5.0 p-glucosa; 30 NaHCOs; 2.5 CaClz (pH 7.4), oxigenado con
carbogeno (95% Oz y 5% COy).

El espacio intraluminal de la aorta se lavo con solucién Krebs-Henseleit fresca para
evitar la formacion de coagulos en el area intravascular. A continuacion, la aorta se
limpié de tejido conectivo y adiposo circundante por medio de unas tijeras vannas y
unas pinzas finas, cuidando de no ejercer tension excesiva sobre el vaso, para evitar
dafiarlo. Una vez limpia la aorta, se cort6 en anillos de aproximadamente 3 mm de
longitud. Los anillos adrticos se montaron entre dos ganchos metalicos, uno fijo y el
otro acoplado a un transductor isométrico, colocados dentro de camaras para bafio
de érganos aislados, conteniendo solucién Krebs-Henseleit a 37 °C y oxigenada con
carbogeno. Entonces, los segmentos adrticos montados y oxigenados se dejaron
equilibrar por 60 minutos a una tension de 1.5 g. Durante este periodo, la soluciéon
de los bafios de 6rganos se recambié cada 10 minutos. Posteriormente, con la
finalidad de estimular el masculo liso arterial, los tejidos se contrajeron con una

solucion de KCI (100 mM). Una vez alcanzado un tono contractil estable, la solucion
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de inmersion se recambio cada 10 minutos hasta alcanzar la tension inicial de 1.5
g. Posteriormente, los anillos adrticos se contrajeron con L-fenilefrina (1 pM); la
fuerza contractil inducida se defini6 como el 100 %. Cuando se estabilizé el efecto
contractil, se agregaron acumulativamente las sustancias de prueba a la camara de
tejidos. Se utilizo acetilcolina (ACh) como control positivo, la cual se disolvié en agua
destilada y fue evaluada en un rango de concentracién de 0.2 ng/mL a 2 mg/mL.
Por otra parte, la afinina y los extractos se disolvieron en vehiculo
(carboximetilcelulosa al 1% en agua destilada) para posteriormente probarse en un
rango de concentracion de 1 pg/mL a 1 mg/mL. En los experimentos para determinar
mecanismo de accién, se emplearon diferentes inhibidores farmacologicos, los
cuales se adicionaron a las camaras de 6rganos aislados 20 minutos antes de la
adicion de fenilefrina. Los cambios en la tensién de los segmentos de aorta,
provocados por las concentraciones evaluadas, se detectaron con un transductor
de fuerza Grass FT03 (Grass Instruments, USA), acoplado a un poligrafo Grass 7D
(Grass Instruments, USA). Los valores obtenidos se expresaron como porcentajes
de relajacion basados en la contraccion generada por la adicion de fenilefrina
(Ibarra-Alvarado y col., 2010).

6.7.2 Participacion del endotelio en el efecto vasodilatador de la afinina

Para determinar si la respuesta vasodilatadora de la afinina sobre la aorta de rata
era dependiente del endotelio vascular, se realizaron ensayos en segmentos
aorticos a los cuales se les removi6 el endotelio. En tales experimentos, los anillos
de aorta se sometieron a enjuagues luminales con una solucion de desoxicolato de
sodio al 0.2%, disuelto en solucion salina al 0.9%, con la finalidad de remover la
capa endotelial, tal como se report6é previamente (Ibarra-Alvarado y col., 2010). La
ausencia de endotelio se confirmé al inicio del experimento, mostrando que la
adicién de 1 uM de ACh no indujo una respuesta vasodilatadora mayor al 5%. Una
vez gue las concentraciones acumulativas de afinina se agregaron a las camaras
de tejido y se llevé a cabo el experimento en su totalidad, como se describié en
parrafos anteriores, se adiciond nitroprusiato de sodio (100 uM) a las camaras de

tejido para demostrar que la arteria aun poseia la capacidad de relajarse.
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6.7.3 Evaluacion de la participaciéon de las vias de sefalizacion de los
gasotransmisores, la prostaciclina y los canales de potasio en la respuesta
vasodilatadora producida por la afinina

La participacion de la via de los principales gasotransmisores en el efecto
vasodilatador producido por la afinina, se evaluo a través de la incubacion de anillos
de aorta de rata con endotelio intacto durante 20 minutos en presencia de
inhibidores de enzimas especificas de cada una de esas vias bioquimicas: (1) para
la via del NO/cGMP: 100 uM N©-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, inhibidor de
la eNOS) y 10 uM de 1H-[1,2,4]oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-uno (ODQ, inhibidor
de la sGC); (2) via H2S/Kate: 1 mM DL-propargilglicina (PAG, inhibidor de la CSE);
(3) via CO/cGMP 15 uM de mesoporfirina de cromo 1X (CrMP, inhibidor de la HO)
(Andresen y col., 2006; Durante y col., 2006; Decaluwé y col., 2012; Beltowski y
Jamroz-WiSniewska, 2014; Ahmad y col., 2015; Holwerda y col., 2015; Wang y col.,
2015; Yoo y col., 2015).

Para determinar la participacion de la via de la prostaciclina en el efecto
vasodilatador de la afinina, los segmentos adrticos se incubaron por 20 minutos en
presencia de 1 uM de indometacina (INDO, inhibidor de la COX) (Majed y Khalil,
2012; Gonzalez y col., 2015)

Para determinar si la activacion de canales de potasio participa en la vasodilatacion
producida por la afinina, se incubaron anillos aérticos por 20 minutos con 1 mM de
tetraetilamonio (TEA, bloqueador no selectivo de canales de potasio) o 10 uM de
glibenclamida (bloqueador especifico de Katp) y después se adiciond la afinina de
manera acumulativa (Shen y col., 2013; Stott y col., 2014).

6.7.4 Determinacion de la participacion de canales TRP y del receptor eCB en

el efecto vasodilatador producido por la afinina

Para identificar si los canales TRP estan involucrados en el efecto vasodilatador
producido por la afinina, se incubaron segmentos adrticos aislados de rata con los

siguientes bloqueadores farmacologicos: el bloqueador selectivo de canales
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TRPA1, HC030031 (100 uM); el bloqueador especifico de canales TRPV1, BCTC
100 pM; el agonista de canales TRPV1, capsaicina (10 uM) para desensibilizar
terminaciones perivasculares y los bloqueadores inespecificos de canales TRPV,
rojo de rutenio (10 uM) y SKF365 (30 uM). Finalmente, para determinar si la via de
sefalizacion HNO-TRPA1-CGRP esta involucrada en el efecto vasodilatador

mediado por la afinina, se empled el inhibidor del receptor al CGRP, CGRP8-37 (3
HM).

Con base en la gran similitud estructural de la afinina con el endocannabinoide
anandamida, se decidié evaluar la posible participacion de los receptores a
cannabinoides de tipo endotelial (eCB). Los segmentos de aorta se incubaron por
30 minutos con el inhibidor 01918 (10 uM) antes de la adicion acumulativa de la

afinina.
6.8 Analisis estadistico

Las evaluaciones de cada concentracion de las substancias probadas se llevaron a
cabo en aortas obtenidas de al menos tres ratas diferentes (n = 6). Todos los valores
se expresaron como la media * el error estandar de la media (SEM). Los datos
resultantes obtenidos de cada evaluacidon se ajustaron a una ecuacion sigmoidea,
se graficaron y se analizaron para calcular la ECso con ayuda del software GraphPad
Prism 7.02 (San Diego, CA, USA). Estos resultados se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, usando el paquete estadistico GraphPad Prism 7.02,
seguido de una prueba de Tukey para evaluar diferencias significativas entre las
medias. Valores de p < 0.01 o p < 0.001 se consideraron significativos

estadisticamente.
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7. RESULTADOS.

7.1 Estudio fitoquimico del extracto de diclorometano obtenido de las raices

de H. longipes y purificacién de la afinina.

El estudio fitoquimico del extracto de diclorometano de las raices de H. longipes se
muestra esquematizado en la Figura 16. La extraccion con diclorometano
proporcioné un rendimiento de extracto mas alto (19 g/kg de raices secas),
comparado con la extraccion con etanol (17 g/kg de raices secas). Ademas,
considerando su mayor potencia vasodilatadora, se eligi6 el extracto de
diclorometano para purificar compuestos bioactivos. Este extracto (100 g) se
fraccion6 por cromatografia en columna abierta para obtener 21 fracciones /Figura
17). La subsecuente cromatografia de las fracciones 8-17 resultaron en la
purificacion de 28.5 g de afinina pura (Figura 18), de aspecto aceitoso y color
amarillo palido, tal como el reportado para la afinina (Jacobson y col., 1947;
Jacobson, 1954; Yasuda y col.,, 1980; Nakatani y Nagashima, 1992; Bedolla-
Cazaresy col., 2017).

Raices secas de Extraccién por maceracién con CH,Cl,
H. Longipes 6 etanol a temperatura ambiente por

unasemana

Rendimiento del extracto etanélico: Rendimiento del extracto de
0.017 g/g diclorometano: 0.019 g/g
Evaluacion de extractos en el
ensayo de aorta aislada de rata
[ Extracto etanélico ECy, = 140.5 & 1.16 pg/mlL ] [ Extracto diclorometano ECy, = 76.99 + 1.14 pg/mL ]

Cromatografia en columna abierta e iz
Hexano: acetato de etilo Fraccién 1 Fraccion 21

(100:0 a 60:40)
Fracciones 8-17

Segunda cromatografia en columna Subfraccién 4
abierta Hexano: acetato de etilo (hexano: acetato de
(100:0 a 92:8) etilo 97:3)

Figura 16. Diagrama del proceso de purificacion de la afinina a partir del extracto de diclorometano.
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Figura 17. Secuencia de fraccionamiento en columna abierta por medio de cromatografia en capa
fina. De las 21 fracciones obtenidas, se juntaron de la 8 ala 17; a esta mezcla se denomind fraccion
concentrada de alcamidas (FCA), para volver a someter a fraccionamiento por columna abierta.

Figura 18. Placas de cromatografia en capa fina que muestran la purificacion de la afinina. Del lado
izquierdo, se muestra una placa correspondiente al extracto de diclorometano de Heliopsis longipes;
del lado derecho, la afinina purificada, después del segundo fraccionamiento por columna abierta.
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La afinina purificada por columna abierta, derivada de la presente investigacion, fue
identificada a través de andlisis espectroscépicos (*H-NMR y 13C-NMR) (Figuras 19
y 20) y la comparacién de las constantes espectrales con aquellas reportadas
previamente en la literatura para la afinina (Tabla 4). Los analisis por cromatografia
de gases (GC) y de liquidos de alta resolucidon acoplada a detector de arreglo de

diodos (HPLC-PDA), revelaron una pureza mayor al 94% (Figuras 21-23).

Tabla 4. Datos espectrales de la afinina 3C NMR (400 MHz) y *H NMR (400

MHz)
H 6ppm C
1 - 166.15
2 5.80 (1H, brd, J =16.0, 8.0 Hz) 124.30
3 6.80 (1H, dt, J = 16.0, 8.0 Hz) 143.51
4 2.28 (4H, m) 32.20
5 2.28 (4H, m) 26.49
6 5.25 (1H, dt, 3 =10.7, 7.1 Hz) 127.73
7 5.94 (1H, dd, J =12.0 Hz) 129.52
8 6.25 (1H, br dd, J =16.0, 4.0 126.79
Hz)
9 5.67 (1H, dg, J = 16.0, 6.0 Hz) 130.00
10 1.76 (3H, d, J =6.0 Hz) 18.39
NH 5.47 (br s) -
1 3.13 (2H, dd, J = 6.0, 6.0 Hz) 46.97
2 1.80 (1H, m) 28.68
3 0.93 (6H, d, J = 6.7 Hz) 20.23
4’ 0.93 (6H, d, J = 6.7 H2) 18.40

La afinina se disolvié en CDCls.
Las integraciones, multiplicidad y constantes de acoplamiento se muestran
entre paréntesis.
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Figura 19. Espectro *H-NMR de la afinina (CDCLs, 400 MHz).
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Figura 20. Espectro 3C-NMR de la afinina (CDCL3z, 400 MHz).
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Figura 21. Cromatograma GC de la afinina purificada.
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Figura 22. Cromatograma de HPLC de la afinina purificada.
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Figura 23. Espectro de absorbancia UV-VIS de la afinina. Cada color representa una repeticion.

7.2 Efecto vasodilatador de extractos de H. longipes y de la afinina

Los extractos de diclorometano y etandlico de raices de H. longipes, asi como la
afinina, indujeron una relajacion dependiente de la concentracion en anillos adrticos
de rata con endotelio funcional. En la Figura 24 se muestran las curvas
concentracion respuesta de ambos extractos, de la afinina y de acetilcolina, la cual
se empled como control positivo. El extracto de diclorometano (Emax= 100 + 3.11%
y ECs0 = 76.99 + 1.14 pug/mL) fue aproximadamente dos veces mas potente que el
extracto etanolico (Emax= 100 + 4.54% y ECso = 140.5 + 1.16 pg/mL), mientras que
la afinina resulté ser significativamente mas potente que ambos extractos (Emax =
100 £ 3.10% y ECsp = 27.38 + 1.20 pg/mL).
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Figura 24. Efecto vasodilatador de extractos y de la afinina, obtenidos de las raices de Heliopsis
longipes.

La afinina resultd ser aproximadamente veinticinco veces menos potente que la
acetilcolina (Emax= 70.02 £ 1.43% y ECso = 1.094 + 1.14 pg/mL, respectivamente),
sin embargo, esta alcamida produjo un efecto vasodilatador maximo, mayor que el
control positivo. La carboximetilcelulosa 1% (CMC), empleada como vehiculo, no

mostro efecto vasodilatador significativo como se puede apreciar en la Figura 25.
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Figura 25. Efecto vasodilatador provocado por el vehiculo, carboximetilcelulosa (CMC).

7.3 Dependencia del endotelio vascular en la vasodilatacién inducida por
afinina

La remocién de la capa endotelial vascular provocé un desplazamiento significativo
de la curva concentracion respuesta del efecto vasodilatador de la afinina a la
derecha, sin afectar la respuesta maxima (Emax= 100 + 4.5% y ECso = 231.2 + 1.13
pg/mL, P < 0.01) (Figura 26).
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Figura 26. Efecto vasodilatador de la afinina en presencia (E+) y ausencia (E-) de endotelio. Los
valores se expresan como la media + error estandar de la media (SEM) (n = 6); + p < 0.01.

7.4 Participacion de los gasotransmisores en el efecto vasodilatador
producido por la afinina

El efecto vasodilatador de la afinina se redujo significativamente, cuando se inhibi6é
la eNOS con L-NAME (100 pM), la HO con CrMP (15 uM) y la CSE con PAG (1
mM), lo cual indicé que las vias del NO/cGMP, del CO/cGMP y del H2S/Katp estan
involucradas en este efecto. El efecto vasodilatador de la afinina también se redujo
significativamente, inhibiendo a la sGC con ODQ (10 pM), lo cual confirmo la
participacion de la via del NO/cGMP en este efecto. Sin embargo, este resultado
también sugiere que la afinina activa directamente a la sGC en la célula muscular
lisa, sugiriendo que el efecto vasodilatador de esta alcamida involucra la

participacion de un mecanismo independiente de endotelio (Figura 27).
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Figura 27. Participacion de las vias de los gasotransmisores y de la sGC en el efecto vasodilatador
de la afinina. En ausencia (control) y presencia de PAG (1 mM), mesoporfirina de cromo (CrMP, 15
pM), NE-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 100 pM) y ODQ (10 pM). Los valores se expresan
como la media * error estdndar de la media (SEM) (n = 6); + p < 0.01; * p < 0.001.

Con la finalidad de estudiar la interaccién entre las vias del NO/cGMP y del H2S/Katp
en el efecto vasodilatador de la afinina, se inhibieron simultineamente la eNOS con
L-NAME y la CSE con PAG (Figura 28). La inhibicion simultdnea de estas enzimas
produjo un efecto aditivo en la disminucién del efecto vasodilatador de la afinina, sin
embargo, al aumentar la concentracién de este compuesto, se alcanzé el efecto
méaximo de relajacion vascular (Evax = 100 %), lo que sugiere la posible participacion

de mecanismos vasodilatadores independientes de endotelio.
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Figura 28. Intercomunicacion entre el NO y el H2S en el efecto vasodilatador de la afinina. Curva
concentracién respuesta que muestra el efecto vasodilatador de la afinina en presencia de los
inhibidores L-NAME y PAG. Los valores se expresan como la media + error estdndar de la media
(SEM) (n = 6); * p < 0.001.

Para confirmar si el efecto vasodilatador de la afinina involucra la activacion directa
de la sGC en el musculo liso arterial, se removio la capa endotelial de anillos de
aortay se incubaron con ODQ (10 uM), un inhibidor de la sGC. La inhibicién de esta
enzima disminuyé significativamente el efecto vasodilatador de la afinina, lo cual
sugiere que esta alcamida es capaz de generar vasodilatacion, por medio de
mecanismos independientes de endotelio y que uno de esos mecanismos es la

activacion directa de la enzima sGC (Figura 29).

57



- Afinina E-
1001
& E-+0DQ (+)
80
X
c
© 607
o
_CES
=
(O]
04 401
201
0" T T 1
0 1 2 3

Log concentracion, pg/mL

Figura 29. Estimulacion de la sGC en el efecto vasodilatador de la afinina. La curva concentracion
respuesta esqguematiza la actividad vasodilatadora de la afinina sobre segmentos de aorta de rata
sin endotelio (E-), en ausencia y en presencia de ODQ (10 uM). Los valores se expresan como la
media + error estandar de la media (SEM) (n = 6); * p < 0.001. ODQ, 1H-[1,2,4]oxadiazolo [4,3-q]
quinoxalin-1-uno.

7.5 Apertura de los canales de potasio en la vasodilatacion inducida por

afinina

Para determinar si la activacion de canales de potasio participaba en el efecto
vasodilatador de la afinina, se evalu6 el efecto relajante de esta alcamida en
presencia de glibenclamida (Gli, un bloqueador especifico de canales Katp) y
tetraetilamonio (TEA, bloqueador inespecifico de canales de potasio) en aorta de
rata. Ambos bloqueadores provocaron una disminucion del efecto vasodilatador de
la afinina (Figura 30), lo cual indic6 que la activacién de estos canales contribuye a

producir este efecto.
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Figura 30. Activacion de canales K+ en el efecto vasodilatador de la afinina. Experimentos llevados
a cabo en ausencia (control) y presencia de los bloqueadores de canales K+, glibenclamida (10 uM)
y tetraetilamonio (1 mM) en aorta de rata. Los valores se expresan como la media + error estandar
de la media (SEM) (n = 6); + p <0.01

7.6 Activacion de la via de la PGIl2/cAMP en la dilatacién de aorta de rata

inducida por la afinina

Para determinar si la via de la PGl2/cAMP estaba implicada en la relajacion arterial
inducida por afinina, se incubaron segmentos de aorta de rata con indometacina
(INDO, 10 uM) para inhibir a la ciclooxigenasa (COX). La inhibicion de esta enzima
redujo significativamente el efecto vasodilatador de la afinina (Figura 31), lo cual
indico que la activacion de la via de la PGl2/cAMP contribuye al efecto vasodilatador

de esta alcamida.
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Figura 31. Participacién de la prostaciclina (PGI2) en la vasodilatacion provocada por afinina. Los
experimentos se llevaron a cabo en presencia de indometacina (INDO, 10 uM). Los valores se
expresan como la media + error estandar de la media (SEM) (n = 6); * p < 0.001.

7.7 Apertura de canales TRPAL en la vasodilatacion inducida por la afinina.

Para determinar si la activacion de los canales TRPA1 estaba involucrada en el
efecto vasodilatador producido por la afinina, se incubaron segmentos adrticos de
rata con HC030031 (100 uM), un blogueador especifico de canales TRPAL. La
inhibicién de estos canales disminuy6 drasticamente el efecto vasodilatador de la
afinina (ECso = 199.1 + 1.17 pg/mL; Emax = 36.88 + 3.61 %) (Figura 32), indicando
que los canales TRPA1 juegan un papel muy importante en la vasodilatacion
producida por esta alcamida.
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Figura 32. Activacion de canales TRPALl en la actividad vasodilatadora de la afinina. Curvas
concentracion respuesta que muestran el efecto vasodilatador de la afinina en ausencia (negro) y en
presencia del bloqueador de canales TRPA1, HC300331 (100 uM) (azul). Los valores se expresan
como la media + error estandar de la media (SEM) (n = 6); * p < 0.001

Para determinar si la respuesta vasomotora provocada por la afinina involucra la
activacion de la via del HNO-TRPA1-CGRP (Eberhardt y col., 2014; Aubdool y col.,
2016), se construy0 la curva concentracion respuesta de la afinina en presencia del
CGRPs.37 (3 pM), antagonista del receptor CGRP. La respuesta vasodilatadora de
la afinina disminuy6, de manera significativa, en presencia de este antagonista
(ECso = 76.32 + 1.65 ug/mL), sin afectar la respuesta maxima (Emax = 100 + 2.65 %)
(Figura 33). Los resultados de estos experimentos sugieren que la via del HNO-

TRPAL1-CGRP participa en el efecto vasodilatador de la afinina.
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Figura 33. Contribucién del CGRP al efecto vasomotor mediado por la afinina. Se emple6 CGRPg37
(3 uM) como inhibidor del receptor a CGRP. Los valores se expresan como la media + error estandar
de la media (SEM) (n = 6); * p < 0.01.

Para determinar si el efecto vasodilatador producido por la afinina involucra la
activacion de canales TRPAL presentes en el endotelio, se realizaron experimentos
en segmentos adrticos de rata sin endotelio en presencia de HC030031. Como se
puede apreciar en la Figura 34, el bloqueo de los canales TRPAL en aorta sin
endotelio provoco una disminucién leve pero significativa del efecto vasodilatador
de la afinina, sin afectar la respuesta maxima (ECso = 461.9 + 1.3 ug/mL; Emax = 100
+ 3.1 %), lo cual sugiere que la participacion de canales TRPA1 endoteliales juega
un papel importante en el efecto vasodilatador de la afinina. De manera adicional,
estos resultados sugieren que esta alcamida también produce su efecto
vasodilatador, activando canales TRPA1 localizados en células perivasculares,

aungue en una proporcion mucho menor.
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Figura 34. Participacion de los canales TRPAL endoteliales y perivasculares en la vasodilatacion
provocada por la afinina. Curvas concentracién respuesta del efecto vasodilatador de la afinina sobre
anillos de aorta de rata sin endotelio, en ausencia y en presencia del bloqueador de canales TRPAL,
HC-30031 (100 uM). Los valores se expresan como la media + error estandar de la media (SEM) (n
=6); +p <0.01.

7.8 Activacion de los canales TRPV1 en el efecto vasodilatador de la afinina

Considerando que los canales TRPAL se coexpresan en un 60-75% con los canales
TRPV1 presentes en tejido nervioso (Story y col., 2003; Kobayashi y col., 2005), se
determiné si el efecto vasodilatador de la afinina involucra también la activacion de
los canales TRPV1 en aorta aislada de rata. Por esta razén, se incubaron
segmentos de aorta de rata con bloqueadores especificos (capsaicina, 10 uM y
BCTC, 10 uM) (Figuras 35 y 36) e inespecificos (rojo de rutenio, 10 uM y SKF365,
30 uM) (Figuras 37 y 38) de los canales TRPV1. Aunque el compuesto SKF-96365
es un inhibidor inespecifico de canales TRP, se ha utilizado para bloguear con

mayor especificidad canales TRP del tipo C (Garcia y col., 2016).
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Figura 35. Activacion de los canales TRPV1 en la vasodilatacion causada por afinina. La curva
concentraciéon respuesta muestra el efecto vasodilatador de la afinina en ausencia (control) y en

presencia de capsaicina (10 uM). Los valores se expresan como la media + error estandar de la
media (SEM) (n = 6); * p < 0.01.
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Figura 36. Efecto vasodilatador de la afinina en presencia del bloqueador especifico de canales

TRPV1, BCTC (10 uM). Los valores se expresan como la media * error estdndar de la media (SEM)
(n=6); *p <0.01.

64



- Afinina

100
—@®- Rojo de rutenio

80

%

60

40

Relajaci6n,

20

0-T T T 1
0 1 2 3

Log concentracién, pg/mL

Figura 37. Vasodilatacién producida por afinina en presencia del inhibidor inespecifico de canales

TRPV1, rojo de rutenio (10 uM). Los valores se expresan como la media * error estdndar de la media
(SEM) (n=6); *p<0.01
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Figura 38. Influencia del bloqueador de canales TRP SKF96365 (30 uM) en la vasodilatacion

producida por la afinina. Los valores se expresan como la media + error estandar de la media (SEM)
(n=6); *p <0.01.
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Los cuatro blogueadores de canales TRPV evaluados, disminuyeron
significativamente la potencia de la afinina sin afectar su efecto vasodilatador
maximo: capsaicina (ECso = 174.2 + 1.12 pug/mL; Emax = 100 + 2.1%), BCTC (ECso
=178.5+ 1.2 pg/mL; Emax = 100 = 2.2%), rojo de rutenio (ECso = 288.9 + 1.07 pg/mL;
Emax = 100 £ 1.5%) y SKF96365 (ECso = 70.27 £ 1.06 pg/mL; Emax = 100 + 2.3%).
Estos resultados indican que los canales TRPV1 participan en el efecto
vasodilatador producido por la afinina y que es posible que los canales TRPC

también contribuyan a este efecto.

7.9 Participacion del receptor a cannabinoides de tipo endotelial en el efecto
vasodilatador de la afinina.

Con el fin de determinar si el efecto vasodilatador de la afinina también es generado
por la activaciébn de receptores a cannabinoides de tipo endotelial (eCB), se
construy0d la curva concentracion respuesta del efecto vasodilatador de este
compuesto en presencia del inhibidor del receptor eCB, 0-1918 (10 uM) (Figura 39).
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Figura 39. Respuesta vasodilatadora de la afinina en presencia del inhibidor del receptor a
cannabinoides del tipo endotelial O-1918 (10 uM). Los valores se expresan como la media * error
estandar de la media (SEM) (n = 6); * p < 0.01.
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La inhibicién de este receptor disminuyé significativamente (ECso = 86.59 + 2.72
png/mL) el efecto vasodilatador de la afinina, sin afectar la respuesta maxima (Ewvax
= 100% * 2%). Estos resultados indicaron que la vasodilatacion dependiente de
endotelio producida por la afinina se debe, en parte, a la activacion de receptores a

cannabinoides del tipo endotelial.
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8. DISCUSION

En México, las raices de H. longipes se han utilizado tradicionalmente con fines
culinarios y medicinales. Numerosos estudios han evidenciado que extractos
organicos, derivados de las raices de esta especie, y la afinina, su metabolito
mayoritario, poseen efectos bioldgicos y farmacolégicos importantes (Ogura y col.,
1982; Molina-Torres y col., 1999; Molina-Torres y col., 2004; Rios y col., 2007;
Acosta-Madrid y col., 2009; Hernandez y col., 2009a; Hernandez y col., 2009b;
Carifio-Cortés y col., 2010; Cilia-Lopez y col., 2010; Déciga-Campos y col., 2010;
Déciga-Campos y col., 2012; Hernandez-Morales y col., 2015; de la Rosa-Lugo y
col., 2017). Sin embargo, actualmente, ninguna investigacion se habia centrado en
el estudio de los efectos de los extractos de H. longipes y de la afinina sobre el tono

del musculo liso vascular.

En la presente investigacion, tanto el extracto etandlico, como el de diclorometano
obtenidos de las raices de H. longipes, produjeron una relajacion significativa en
aorta aislada de rata. Hasta ahora, esto no se habia reportado previamente. En
2008, Wongsawaktul y col. (Wongsawatkul y col., 2008) describieron el efecto
vasodilatador de cuatro extractos organicos (hexano, cloroformo, metanol y acetato
de etilo), preparados a partir de las partes aéreas de la planta Acmella oleracea,
sobre anillos de aorta de rata. En este estudio, el extracto de acetato de etilo, exhibié
el efecto vasodilatador mas potente y, de acuerdo a los autores, este efecto podria
ser atribuido a la presencia de triterpenos y compuestos fendlicos polares.
Adicionalmente, el extracto de cloroformo relajé segmentos de aorta de rata con
mayor eficacia. Los autores atribuyeron este efecto a triterpenos y alcoholes grasos
0 ésteres presentes en el extracto cloroférmico. De manera adicional, la
vasodilatacién producida por A. oleracea fue completamente abatida en ausencia
de endotelio y disminuy0 significativamente en presencia de L-NAME (1 uM) e INDO

(1 uM), lo cual sugirio la participacion del NO y la PGIlz (Wongsawatkul y col., 2008).

Otros estudios se llevaron a cabo para evaluar el efecto de la administracion oral

del extracto etandlico de las flores de A. oleracea a dosis de 50 a 150 mg/kg sobre
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el desempefio sexual de ratas macho. El extracto fue administrado durante 28 dias,
sin que se observaran efectos toxicos. Uno de los principales hallazgos fue el
aumento, dependiente de la dosis, en la funcion eréctil, inducido por el extracto.
Este efecto se mantuvo aun después de 15 dias de haber terminado el esquema de
administracion. En este mismo estudio, se encontrd una buena correlacion entre
estos resultados y un aumento en los niveles de NO, determinados en cultivos de
células DS-1 (linea celular de cuerpo cavernoso humano), estimulados con extracto
de A. oleracea (100 pg/mL). Los autores sugirieron una posible contribucion de la
afinina y otras alcamidas, presentes en el extracto, en el comportamiento sexual
(Sharma y col., 2011). Estudios previos han mostrado que la funcion eréctil es
mediada por un complejo mecanismo, en donde el NO, sintetizado por la NOS, es
el factor mas importante que contribuye a la dilatacion de la vasculatura del pene
(Nangle y col., 2003; Dalaklioglu y Ozbey, 2013; Yetik-Anacak y col., 2014).

En el presente trabajo, se selecciond el extracto de diclorometano de H. longipes,
el cual present6 la mayor potencia vasodilatadora para realizar el estudio
fitoquimico, con la finalidad de aislar los compuestos responsables del efecto
vasodilatador. El analisis cromatografico permitio el aislamiento de la afinina, el
compuesto mayoritario presente en este extracto. Este resultado es consistente con
estudios previos que han demostrado que la afinina es la principal alcamida
presente en la raices de Heliopsis longipes (Molina-Torres y col., 1996; Molina-
Torres y col., 1999; Molina-Torres y col., 2004; Rios y col., 2007; Déciga-Campos y
col.,, 2010; Déciga-Campos y col., 2012; Hernandez-Morales y col., 2015). De
manera inesperada, la afinina produjo un intenso efecto vasodilatador; la potencia
de esta alcamida fue aproximadamente tres veces mas potente que la del extracto
crudo. Este hallazgo mostro, por vez primera, que la afinina es capaz de relajar el
musculo liso arterial. Considerando que la afinina es el constituyente mas abundante
en el extracto de diclorometano de H. longipes, es altamente probable que este
compuesto constituya el principal responsable del efecto vasodilatador provocado
por el extracto crudo.
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La remocion de la capa endotelial disminuyd, de manera parcial, pero
significativamente, la vasodilatacion inducida por la afinina, indicando que existen
dos vias involucradas en el mecanismo de accion: una dependiente y otra
independiente de la presencia de endotelio. En estudios anteriores, se ha reportado,
que diversos fitoquimicos relajan los vasos sanguineos, mediante vias
dependientes e independientes de endotelio (Yanagay col., 2006; Huo y col., 2015;
Qu y col., 2015), sin embargo, la actividad vasodilatadora de la afinina o de
compuestos estructuralmente similares no se habia reportado. En un estudio previo,
se evalud el efecto vasodilatador, en aorta de rata, de cuatro extractos organicos de
la planta Spilanthes acmella, especie vegetal reconocida por sintetizar alcamidas,
mayoritariamente afinina. Este estudio revelé que la remocion del endotelio produjo
una disminucién significativa del efecto vasodilatador de todos los extractos
evaluados (Wongsawatkul y col., 2008). Existen varias diferencias importantes entre
los resultados obtenidos por el grupo de Wongsawatkul y col. y los obtenidos en la
presente tesis: 1) en este trabajo se determind el mecanismo de accién de un
compuesto puro, la afinina; mientras que en el estudio de Wongsawatkul y col. se
evaluaron solamente extractos; 2) los autores atribuyen los efectos vasodilatadores
a compuestos diferentes a las alcamidas, mientas que en la presente investigacion
se demostro que la afinina constituye el principal compuesto responsable del efecto
vasodilatador; 3) en la presente investigacion, la remocioén endotelial disminuyo el
efecto vasodilatador de la afinina, pero no lo abatié completamente, ni disminuy6 su
efecto maximo (100 %), mientas que en el estudio de Wongsawatkul y col. todos los
extractos evaluados en anillos de aorta de rata sin endotelio disminuyeron su efecto

vasodilatador por debajo del 10% (Wongsawatkul y col., 2008).

El efecto vasodilatador se redujo significativamente en presencia de inhibidores de
las enzimas NOS, CSE y HO, lo cual evidencié que la activacion de las vias del
NO/cGMP, del H2S/Katp y del CO/cGMP contribuyen al efecto vasodilatador de la
afinina. De estas tres vias bioquimicas de transmisores gaseosos evaluadas, la
mayor inhibicién se observo, cuando la aorta se incubo con L-NAME (p < 0.001), lo
cual sugiri6 que la activacién de la via NO/cGMP desempefia un papel mas

prominente en el efecto vasodilatador de esta alcamida, que el proporcionado por
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las otras vias de sefializacion de gasotransmisores. Por otra parte, la inhibicion de
la sGC con ODQ (p < 0.001) también redujo significativamente el efecto
vasodilatador de la afinina, sugiriendo que esta alcamida tiene la capacidad de
activar directamente a la sGC, el principal receptor del NO (Zhao y col., 2015). Es
importante sefalar que existen isoformas de la sGC sensibles al CO en el musculo
liso vascular (Purohit y col., 2014), por lo tanto, este transmisor gaseoso se
considera también como un activador importante de esta clase de enzimas
(Derbyshire y Marletta, 2012). La activacion de la sGC en células musculares lisas
vasculares podria contribuir, al menos en parte, a la vasodilatacion, independiente

de endotelio, causada por la afinina.

Uno de los mecanismos clave, por medio del cual el NO, el CO y el Hz2S, sintetizados
en las células endoteliales, inducen vasodilatacion, es la activacion de canales de
potasio, localizados en las células del musculo liso vascular. Con respecto a la
vasodilatacién inducida por la via del NO/cGMP, se ha demostrado que la proteina
cinasa dependiente de cGMP (PKG) fosforila a canales de potasio activados por
calcio (Kca) en la membrana de las células del masculo liso, resultando en una
disminucién en la concentracidn del calcio intracelular (Boerth y col., 1997; White y
col., 2000). Este mecanismo también estd involucrado en la vasodilatacion
producida por el CO. Ademas, este transmisor gaseoso es capaz de activar
directamente canales de potasio, particularmente canales Kca (Wang y col., 1997;
Decaluwé y col., 2012). Por otro lado, el H2S regula la vasodilatacion via apertura
de canales de potasio dependientes de ATP (Katp) (Zhao y col., 2001; Zhang y col.,
2007; Mustafa y col., 2009; Yoo y col., 2015). En el presente estudio, se determiné
que el bloqueo de los canales Kca y Karp disminuyo significativamente la
vasodilatacion producida por la afinina, lo cual confirmé la participacion de la
activacion de las vias de sefalizacion de los transmisores gaseosos NO, CO y H2S

en el efecto relajante de la aorta producido por esta alcamida.

La activacion de canales TRPA1 puede inducir la liberacién de neuropéptidos en
tejido nervioso (Trevisani y col., 2007), tales como la sustancia P o el CGRP
(Pozsgai y col., 2012). El CGRP es un neuropéptido con efecto vasodilatador
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importante que se libera de neuronas sensitivas que, en condiciones fisiolégicas,
posee un efecto cardioprotector y profilactico contra la hipertensién (Kee y col.,
2018). Eberhardt y col. reportaron que el NO y el H2S reaccionan entre si para
generar el HNO, el cual activa a los canales TRPAL, provocando la liberacion del
CGRP, en nervios sensoriales, produciendo una disminucion del tono vascular
(Eberhardt y col., 2014). Los resultados de nuestros experimentos indicaron que el
efecto vasodilatador de la afinina pudiera involucrar la activacion de la via HNO-
TRPA1-CGRP, ya que la inhibicion de los canales TRPAL por HC030031 o de los
receptores al CGRP por el CGRPs-37 redujeron, de manera significativa, el efecto
vasodilatador producido por esta alcamida. Entonces, la afinina pudiera estar
actuando de manera individual o simultanea sobre las siguientes vias: 1) activando
directamente canales TRPAL, los cuales, a la vez, inducirian la liberacion de CGRP
para producir vasodilatacidon o, 2) la afinina pudiera estimular la liberaciéon de NO y
H2S, los cuales al reaccionar producen HNO, activando subsecuentemente la via
del HNO-TRPA1-CGRP para producir vasodilatacion.

Algunas alcamidas, con estructura quimica similar a la afinina, son capaces de
activar canales TRP para ejercer efectos biolégicos como la disminuciéon de la
adipogénesis en células indiferenciadas y en estado de diferenciacién a adipocitos
(Lieder y col., 2017) y la disminucién de la inflamacion (Walker y col., 2017). Los
canales TRP son una superfamilia de canales que se encuentran de manera ubicua
en los mamiferos. Estos canales se expresan de manera abundante en la
vasculatura. Los canales TRPA1 participan en una amplia gama de procesos
fisiolégicos, dependientes de calcio, como la mecanotransduccion, la
termopercepcion, la nocicepcidn, la inflamacién y la respuesta a irritantes exégenos
y compuestos pungentes (Earley, 2012). La activacion del receptor TRPAL produce
vasodilatacién en diferentes lechos vasculares. En arterias de resistencia pre-
contraidas con fenilefrina, se observé que agonistas del canal TRPA1 produjeron
un efecto vasodilatador importante, que disminuyo en presencia de rojo de rutenio,
un bloqueador inespecifico de canales TRP, capsaicina y un antagonista de receptor
del CGRP. Sin embargo, en presencia del inhibidor especifico de canales TRPV1,

el efecto vasodilatador no se vio afectado (Bautista y col., 2005). Estos hallazgos
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mostraron, por primera vez, la presencia del canal TRPAL en tejido vascular y
posteriormente fueron confirmados por Pozgai y cols. (Pozgai y col., 2010). No
obstante, en arterias de conduccion, especificamente en aorta, existen escasos
reportes que asocien la presencia de TRPAL con la vasodilatacion. Yanaga y cols.
(Yanaga y col., 2006) estudiaron la vasodilatacion inducida por cinamaldehido, un
reconocido y potente agonista selectivo de los canales TRPA1L. En tal estudio, los
investigadores encontraron que el cinamaldehido produce vasodilatacion en
segmentos aorticos en presencia y ausencia del endotelio, y que tal efecto se
disminuye parcialmente en presencia de inhibidores de la sintesis de oxido nitrico
endotelial y de la sGC. En la presente investigacion, se demostré que el efecto
vasodilatador de la afinina disminuye de forma significativa en presencia del
bloqueador especifico de canales TRPA1 HC-030031. En experimentos adicionales
donde se evalu¢ el efecto vasodilatador de la afinina en anillos adrticos sin endotelio
y en presencia del inhibidor HC-030031, se observé una disminucién importante en
la potencia de la afinina, sin que la efectividad disminuyera (100%). Una posible
explicacion de estos resultados es que la afinina produce su efecto vasodilatador,
activando no solo los canales TRPAL que estan localizados en el endotelio, sino
también los que estan en las células perivasculares, de manera que cuando se
elimina el endotelio permanece el efecto vasodilatador producido por la activacion
de este tipo de canales en las terminaciones nerviosas de los anillos de aorta. Asi
pues, los resultados obtenidos en esta investigacion, sugieren fuertemente que la
afinina pudiera estar activando canales TRPAL presentes en el endotelio y en las

terminaciones nerviosas de la aorta de rata, para asi, generar vasodilatacion.

Los canales TRPV1 también fueron evaluados en la presente investigacion, pues
su participacion en la regulacion del tono vascular ha sido estudiada ampliamente
(Zygmunt y col., 1999; Herradon y col., 2007; Lépez-Miranda y col., 2008; Akerman
y col., 2004; Baylie y Brayden, 2011; Ivic y col., 2016). En el sistema vascular, se ha
reportado la presencia de estos canales en el endotelio, en las terminaciones
nerviosas perivasculares y en las células de muasculo liso vascular, por lo que se les
ha asociado a la liberacién de factores relajantes derivados de endotelio (Wang y

col., 2017), a la liberacion de neuropéptidos como el CGRP (Zygmunt y col., 1999)
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y a la vasoconstriccion derivada de una elevacion de [Ca?*]i en el musculo liso
vascular (Kark y col., 2008; Cavanaugh y col., 2011), respectivamente. Asi pues,
tenemos efectos vasoconstrictores y efectos relajantes, dependiendo de la
ubicacion de canales TRPV1. En este trabajo, la vasodilatacion inducida por afinina
disminuyo, cuando se incubaron segmentos de aorta con los inhibidores rojo de
rutenio 10 pM, capsaicina 10 uM y BCTC 10 uM. El rojo de rutenio, disminuyo la
potencia vasodilatadora de la afinina, aproximadamente diez veces, mientras que el
BCTC y la capsaicina produjeron una disminucion en la potencia del efecto
vasodilatador de esta alcamida de aproximadamente 6 veces. Una posible
explicacion a estos resultados es que el inhibidor rojo de rutenio es altamente
inespecifico y puede actuar como blogueador de distintos canales TRP, mientras
gue la capsaicina en concentraciones de 10 uM, es capaz de desensibilizar canales
TRPV1y TRPVA4. Asimismo, el BCTC es un inhibidor especifico de canales TRPV1.
Tomando en cuenta lo anterior, resulta evidente que la afinina es capaz de
interactuar con diferentes canales TRP, en particular con los de tipo V1, para
producir vasodilatacién. Es posible que la activacidon de este tipo de canales
producida por la afinina, dé como resultado la elevacién de los niveles de calcio en
la célula endotelial, activando la via de los gasotransmisores (Akerman y col., 2004;
Wang y col.,, 2017). Esta alcamida podria también activar la liberacion de
neuropéptidos vasoactivos como el CGRP, induciendo la relajacion arterial. Sin
embargo, es necesario realizar estudios adicionales para elucidar completamente

el mecanismo de accion vasodilatador de la afinina.

Por otra parte, es importante considerar que el canal TRPV1 ha sido propuesto
como un receptor a cannabinoides atipico, debido a que algunos
endocannabinoides son capaces de activarlo, generando vasodilatacion,
independientemente de la activacién del receptor a cannabinoides CB1 en distintos
lechos vasculares. Si se toma en cuenta que, la estructura quimica de las N-
alquilamidas o alcamidas (Boonen y col., 2012), como la afinina (Chiccay col., 2009;
Rios y Olivo, 2014; Martinez-Loredo y col., 2015), es similar a la de los acidos grasos
(Raduner y col., 2006; Sudhahar y col., 2009; Rios, 2013; Raboune y col., 2014) y
a la del endocanabinoide N-araquidonil-etanolamina o anandamida (Gertsch y col.,
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2010; Blancaflor y col., 2014; Di Marzo y Piscitelli, 2015; Lu y MacKie, 2016). La
anandamida produce un efecto vasodilatador muy potente a través de varios
mecanismos, incluyendo la activacion de canales TRPV1 y receptores acoplados a
proteina G, como los receptores CB1, CB2 y el no-CB1/ no-CB2 (eCB) (Zygmunt y
col., 1999; O’Sullivan y col., 2005; Herradon y col., 2007). En estudios previos, se
ha reportado que el efecto relajante de la anandamida en aorta de rata se debe
principalmente a la activacion del receptor endotelial (eCB), que a su vez activa la
via del NO/cGMP. Por lo tanto, considerando la similitud entre las estructuras
quimicas de la anandamida y la afinina, es posible que los receptores a
cannabinoides pudieran ser también blancos moleculares de la afinina en células
endoteliales. En el presente estudio, se determiné que la inhibicién del receptor eCB
con 01918 redujo significativamente el efecto vasodilatador de la afinina, lo cual
indic6 que estos receptores contribuyen, al menos en parte, a la vasodilatacion,
dependiente de endotelio, provocada por la afinina. Aunque algunos autores ponen
en duda la existencia del receptor eCB (Bondarenko, 2014), otros grupos de
investigacion han mostrado evidencia de su participacion en la vasodilatacion
provocada por endocannabinoides (Sudhahar y col., 2009; Hopps y col., 2012;
Stanley y col., 2015; Stanley y col., 2016).

En estudios recientes se ha reportado que las alcamidas denominadas riparina |, Il
y lll, obtenidas de la especie Aniba riparia, producen vasodilatacion independiente
de endotelio en arterias mesentéricas de ratén, a través de un mecanismo que
incluye la inhibicién del influjo de calcio en las células de musculo liso vascular a
través del bloqueo de canales de calcio tipo L y canales no selectivos a cationes,
ubicados en la membrana plasmatica. Es posible que los canales no selectivos a
cationes pertenezcan a la subfamilia de canales TRPC, ya que el efecto
vasodilatador producido por estas alcamidas disminuyé en presencia de SKF-96365
(30 uM), un inhibidor de canales TRP, principalmente de la subfamilia TRPC (Garcia
y col., 2016). En el presente estudio, se evaluo el efecto vasodilatador de la afinina
sobre aorta de rata en presencia del inhibidor SKF-96365 (30 uM), el cual se ha
utilizado para bloquear canales TRPC en arterias de conduccién y de resistencia en

ratas (Bencze y col., 2015). En presencia de este inhibidor, la afinina disminuyé su
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potencia vasodilatadora 2.5 veces, sin afectar el efecto maximo, lo que sugiere que
esta alcamida es capaz de activar también los canales TRPC, contribuyendo a su
efecto vasodilatador. Se ha propuesto que canales de la subfamilia TRPC ubicados
en el endotelio, especificamente en las uniones mioendoteliales, pueden ser
activados y subsecuentemente, incrementar la actividad de canales de potasio
sensibles a calcio de pequefia e intermedia conductancia (I/SKca) para inducir
hiperpolarizaion endotelial. El potasio introducido a través de estos canales se
conduce a las células de musculo liso vascular via uniones gap, induciendo asi,

vasodilatacion (Senadheera y col., 2012; Ellinsworth y col., 2014).

Por otra parte, los resultados indicaron que la vasodilatacion producida por la afinina
involucra también la activacion de la via de la PGl2/cAMP, ya que la inhibicién de la
ciclooxigenasa con indometacina provoco una reduccion significativa (p < 0.001) en
el efecto vasodilatador inducido por esta alcamida. Junto con los transmisores
gaseosos, la PGl se libera de las células endoteliales y provoca la relajacion de
musculo liso arterial, a través de la estimulacion de la adenilato ciclasa, la cual
subsecuentemente incrementa los niveles de cAMP. Este segundo mensajero
activa a la proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA), la cual fosforila y activa
canales Kca (Giles y col., 2012; Stoner y col., 2012). Estudios previos sugieren que
el CAMP es capaz de activar, de manera cruzada, a la PKG, incrementando la

actividad de canales Kca (White y col., 2000; Ibarra-Alvarado y col., 2002).

De acuerdo a los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo y otros grupos
de investigacion, es evidente que la afinina produce sus efectos sobre el musculo
liso arterial a través de la activacibn de varios blancos moleculares (efectos
pleiotrépicos). Debido a que el efecto vasodilatador de este compuesto no se
bloqgue6 completamente en ausencia de endotelio, se sugiere que la afinina es
capaz de producir sus efectos sobre la aorta, mediante la activacion de vias
dependientes e independientes de endotelio. En la presente investigacién se
muestran resultados que indican que la afinina activa las vias del NO/cGMP, del
CO/cGMP, del H2S/Katp y de la PGIl2/cAMP. De manera adicional, el efecto
vasodilatador de esta alcamida involucra la activacion de canales TRP y receptores
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a cannabinoides. La Figura 40 muestra las vias de sefalizacion propuestas

involucradas en el efecto vasodilatador de la afinina.

| Diana
Molecular

Uniones
mioendoteliales

|| Afinina

N °
|

Célula de
musculo liso

Figura 40. Mecanismo de accion propuesto para el efecto vasodilatador de la afinina.

Este es el primer reporte que describe el efecto vasodilatador de la afinina y las
principales vias de sefalizacion involucradas en su mecanismo de accion. La
concentracion efectiva media para producir vasodilatacion (ECso = 27.38 pg/mL)
coincide con los rangos de concentracién, dentro de los cuales este compuesto
produce otras actividades biolégicas y farmacolégicas. Por lo tanto, la concentracion
a la que la afinina produce su efecto vasodilatador esta dentro del rango de
concentracion inocua para células de mamifero, sin embargo, se requieren mas

estudios de citotoxicidad para establecer sus posibles efectos adversos.

El efecto vasodilatador producido por la afinina representa una nueva actividad
bioldgica importante que debe continuar estudidndose con la finalidad de elucidar

completamente su mecanismo de accion. Los resultados descritos en la presente
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investigacion proporcionan evidencias del gran potencial terapéutico de las raices
de Heliopsis longipes y de su principal constituyente, la afinina. Considerando
ademas que esta alcamida posee adecuadas propiedades farmacocinéticas y en
estudios preclinicos se ha demostrado que no induce toxicidad en los rangos de
dosis en los que ejerce sus efectos farmacolégicos, es factible que esta molécula
represente un nuevo prototipo estructural para el desarrollo de farmacos Utiles para

prevenir o tratar enfermedades cardiovasculares, tales como la hipertension.
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9. CONCLUSIONES

1. Los extractos etandlico y de diclorometano de las raices de Heliopsis longipes

relajan la aorta de rata, de una manera dependiente de la concentracion.
2. El extracto de diclorometano present6 la mayor potencia vasodilatadora.

3. La afinina constituye el compuesto mayoritario presente en las raices de Heliopsis
longipes y es la principal responsable del efecto vasodilatador producido por esta

especie vegetal.

4. El| efecto vasodilatador de la afinina involucra mecanismos de accion

dependientes e independientes de la presencia de endotelio.

5. En el efecto vasodilatador de la afinina participan diversos sistemas y blancos
moleculares: 1) las vias del NO/cGMP, del CO/cGMP, del H2S/Katp, de la
PGl2/cAMP y del HNO-TRPA1-CGRP; 2) los canales TRP (A1, V1y C) vy 3) el

receptor eCB.

6. La afinina constituye un prototipo estructural para el desarrollo de farmacos

alternativos para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.
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11. ANEXOS
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11.2. Articulo cientifico: “Affinin (spilanthol), isolated from Heliopsis Iongipe_s,
induces vasodilation via activation of gasotransmitters and prostacyclin
signaling phatways”.
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