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RESUMEN

Las plantas medicinales, no solo se siguen utilizando de manera tradicional, sino
que ademas han sido fuentes primarias de principios activos de muchos
medicamentos. Esas plantas tienen la ventaja sobre la quimica sintética, por ser
grandes laboratorios donde se genera una amplia variedad de estructuras quimicas,
las cuales pueden tener diversas actividades farmacologicas, haciendo que una
planta sea utilizada para enfermedades con etiologia diferente. Ademas, los
compuestos aislados de plantas han servido de fuentes de inspiracion para el disefio
y sintesis en laboratorio de anélogos semi-, o totalmente sintéticos. Ejemplos
famosos incluyen el antipaludico natural quinina y las “quinas” analogas (cloroquina,
nivaquina, flavoquina), asi como el anestésico natural, pero adictivo, cocaina y sus
analogos (procaina, lidocaina, benzocaina, etc.). Para el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares, hoy en dia se recurre mucho a las plantas
medicinales, entre ellas las del género Crataegus, lo cual se debe a los altos costos
de los medicamentos patentados que los hace inaccesibles para la mayoria de los
pacientes en todo el mundo. La presente tesis se enfocé en determinar la actividad
vasodilatadora ex vivo de la fraccion de taninos y la caracterizacion de algunos de
sus constituyentes fendlicos. Para los ensayos farmacoldgicos, se utilizaron anillos
de aorta aislada de rata y un poligrafo marca Grass, mientras que, para los estudios
quimicos, se recurrid a la cromatografia de liquidos de alta resolucion donde se
empled-un panel de los estandares fenolicos mas comunes en plantas y que son los
mayores vasodilatadores descritos. La fraccion de taninos relajo la aorta de manera
dependiente de la concentracién, mostrando un efecto maximo del 100% con una
CEso de 61.25 [33.76 a 111] yg/mL. Dicho efecto relajante fue mayor que el
producido por la acetilcolina utilizada como control. Los estudios quimicos revelaron
la complejidad de la muestra. Sin embargo, se identificaron la vitexina, la rutina, la
(-)-epicatequina, el hiperdsido, la quercetina y el acido clorogénico.



1. ANTECEDENTES

1.1. Enfermedades cardiovasculares

1.1.1. Definicion y epidemiologia

Las enfermedades cardiovasculares (EC) son un conjunto de desérdenes del
corazéon y de los vasos sanguineos que tienen un gran impacto en la morbilidad y
mortalidad de diversas partes del mundo, incluyendo Meéxico. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las EC son la causa principal de muerte
en todo el mundo (OMS, 2015).

En México, datos estadisticos del INEGI del afio 2018 reportan las
enfermedades del corazén como el primer lugar entre las diez principales causas
de muerte, con un nimero de fallecidos que ascendié a 149,368 defunciones,
destacando en particular las enfermedades isquémicas del corazon. Del total de
defunciones por ECV, las isquémicas representaron el 72.7% con 108,616 casos,
seguidas por las hipertensivas, con 15.9% (23,715 casos) y las relacionadas con la
circulacion pulmonar y otras enfermedades del corazén con 10.9% (16,278 casos).
A la fiebre reumética aguda y enfermedades cardiacas reumaticas cronicas, les
correspondio en conjunto, el 0.5% (Figura 1) (INEGI, 2019).

Defunciones por enfermedades del corazén

Fiebre reumatica aguda y enfermedades

Enfermedades cardiacas reumadticas cronicas
isquemicas del corazén 759
108 616 0.5%

72.7%

Enfermedades de la circulacién pulmonar y
otras enfermedades del corazéon
16 278
10.9%

Enfermedades hipertensivas
23715
15.9%

Figura 1. Defunciones por enfermedades del corazon en México.
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1.1.2. Factores de riesgo

Las enfermedades cardiovasculares pueden ser condicionadas por diversos
factores, entre los que sobresalen la edad y el sexo. Estos dos son no modificables
(Baena y col., 2005). Otros factores, pero que son modificables, incluyen la
hipertension arterial, la hipercolesterolemia, la diabetes mellitus y el tabaquismo
(OMS, 2015). Por ejemplo, este ultimo factor causa un efecto toxico directo sobre el
endotelio vascular, ya que provoca trastornos del metabolismo de los lipidos y
estimula una respuesta inflamatoria por los macréfagos (Hernandez y col., 2010).

Otros factores que se relacionan con las enfermedades cardiovasculares son
el sedentarismo, la ingesta elevada de grasas saturadas y grasas trans, asi como
consumo excesivo de sodio y alcohol (Hernandez y col., 2010). El término “factor de
riesgo cardiovascular” puede utilizarse en dos sentidos: el primero y mas extenso,
gue engloba a aquellos factores que se cree benefician el desarrollo y aparicion de
lo que denominamos enfermedad cardiovascular; b) el segundo que es aplicable
exclusivamente a factores relacionados con cardiopatia coronaria. Segun A.
Jeremiah Stambler, a quien se le atribuye la primera mencién del término de factor
de riesgo cardiovascular (FRCV) en 1948, cualquier condicion relacionada que
involucre un riesgo de presentar algunas de las patologias cardiovasculares mas

comunes es considerada como factor de riesgo cardiovascular (Ruiz, 2003).

1.1.3. Principales enfermedades cardiovasculares

1.1.3.1. Hipertension arterial (HTA) sistémica
La hipertension se define como la presion arterial (PA) alta que, como
referencia, parte de tener una presion sistolica mayor de 140 mm Hg y una presién
diastolica mayor de 90 mm Hg (Rosas y Borrayo, 2018).
La hipertension desarrolla un estrés excesivo en la vasculatura (Hackfort y
Mishra, 2016), por lo que constituye el factor de riesgo cardiovascular mas comudn
asociado con la enfermedad de la arteria coronaria y la muerte cardiovascular. La

hipertension arterial sistémica no tiene una etiologia definida, cohabita



frecuentemente con diabetes, dislipidemia y obesidad, ya sea en pares o como
sindrome metabdlico y estos factores de riesgo tienen vias fisiopatolégicas comunes
y se sabe que uno potencia al otro respecto a la progresion del dafio tisular (Rosas
y Borrayo, 2018).

Existen factores como la edad, el tabaquismo, el estilo de vida sedentario, el
alto consumo de sodio y grasas saturadas, presencia de enfermedades cronicas
como diabetes, obesidad, dislipidemias, entre otras, que participan en la aparicion

de la hipertensién arterial (Franco, 2013).

1.1.3.2. Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica es una enfermedad prevalente a nivel mundial, con
una importante mortalidad. Se define como la enfermedad cardiaca producida como
consecuencia de las alteraciones fisiopatoldgicas secundarias a la aparicion de un
desequilibrio entre la demanda y el aporte de oxigeno del masculo cardiaco. La
causa mas frecuente de cardiopatia isquémica es la enfermedad aterosclerética de
las arterias coronarias epicardicas (Alcala y col., 2017).

Sus dos formas clinicas generales de presentacion, la irreversible y la
reversible, tienen mecanismos fisiopatogénicos distintos. La irreversible presenta
tres tipos de muerte celular: la necrosis, la apoptosis y la autofagia, mientras que en
la reversible, la restauracion de la funcion de las células cardiovasculares esta
determinada por factores como el restablecimiento temprano del flujo sanguineo
coronario y fenbmenos de pre- y pos-acondicionamiento isquémico (Moreno y
Portillo, 2016).

Esta patologia estd muy relacionada con los llamados factores de riesgo
cardiovascular, entre los que destacan la edad, el sexo, la hipertension arterial, el

tabaquismo, la diabetes mellitus y la dislipidemia (Alcala y col., 2017).

1.1.3.3. Arteriosclerosis y Aterosclerosis
La aterosclerosis es un tipo especifico de arteriosclerosis. Aunque algunas
veces ambos términos se usan indistintamente, no son lo mismo, pero se catalogan

como una enfermedad vascular inflamatoria crénica, progresiva (Custodio y col.,



2020; Lahoz y Mostaza, 2007). La palabra arteriosclerosis se refiere al concepto
clasico de engrosamiento y endurecimiento de las arterias, fendbmeno que puede
aparecer en cualquier lugar del organismo (Alcala y col., 2017). Por otra parte, la
aterosclerosis es caracterizada por la acumulacion de lipidos, especialmente la
fraccion conocida como lipoproteina de baja densidad (LDL), por debajo de la capa
intima de los vasos sanguineos. El factor de riesgo mas conocido y estudiado para
el desarrollo de la arteriosclerosis o aterosclerosis es la obesidad, ya que este
padecimiento puede causar otras afecciones que conllevan finalmente a padecer
este tipo de enfermedades cardiovasculares (Custodio y col.,, 2020; Lahoz y
Mostaza, 2007).

1.1.3.4. Angina de pecho

Se define como angina, el dolor o malestar en el pecho que aparece como
consecuencia de la falta de aporte de sangre al musculo cardiaco. La angina de
pecho es una de las manifestaciones de la cardiopatia coronaria (CC), el tipo mas
comun de enfermedad cardiaca (Giménez, 2004). Existe angina de pecho por
esfuerzo, que a su vez se subdivide de acuerdo con el tiempo de evolucion en de
novo, que es estable y progresiva, y la espontanea. La primera se caracteriza por
episodios transitorios de dolor precordial, precipitados por el ejercicio u otras
situaciones que aumenten el consumo de oxigeno. La angina espontanea se
caracteriza por episodios de dolor toracico que ocurren sin que haya una relacion
aparente con incrementos de las demandas de oxigeno por parte del miocardio. La
angina de pecho es la consecuencia del desequilibrio entre las necesidades
miocardicas de oxigeno y las posibilidades de oferta del mismo por parte de la
circulacion arterial coronaria (Jadraque y col., 1988).

1.1.3.5. Insuficiencia cardiaca
Se considera a la insuficiencia cardiaca (IC) como un sindrome clinico
complejo y desde un punto de vista fisiopatologico, representa una situacion en la
que se reduce el gasto cardiaco por afectacion de la capacidad ventricular de

llenado o expulsion de sangre (Lopez, 2013). Se inicia a partir de un episodio que



produce una disminucion en la capacidad de bomba del corazon y en consecuencia,
compromete la capacidad de los ventriculos de llenarse y bombear sangre de
manera satisfactoria; de igual forma, es considerada el extremo final comun de
muchas de las enfermedades més prevalentes, como son la hipertension arterial, la
enfermedad coronaria, la diabetes mellitus y las valvulopatias, entre otras (Pereira
y col., 2016).

1.1.3.6. Infarto al miocardio

El infarto agudo al miocardio se define como la existencia de areas de
necrosis cardiaca en la anatomia patoldgica, asi como aumento en los niveles de
las enzimas cardiacas, en especial la troponina. Esta enfermedad se produce por la
rotura de una placa inestable y rica en lipidos, lo que conlleva a la formacion de
trombo que obstruye, ya sea total o parcialmente, la luz de la arteria coronaria,
provocando un déficit de riego distal. Cabe mencionar que ésta es la forma mas
frecuente secundaria a aterosclerosis. Existen otras causas como diseccion
coronaria y embolia coronaria. También existen causas extracardiacas que
disminuyen el flujo coronario o ayudan a que se genere la trombosis como anemia
de células falciformes, estados de hipercoagulabilidad, inhalacion de mondxido de
carbono, entre otros (Franco, 2013).

Dentro de las manifestaciones clinicas mas importantes, destaca el dolor de tipo
angor, pero prolongado, intenso y que sucede cuando el paciente se encuentra en
reposo. Este tipo de sintoma no se controla con nitratos sublinguales. El infarto se
presenta por la mafana, al levantarse. Sus sintomas incluyen dolor epigastrico,
infarto de localizacién inferior, disnea o sincope, sin presentarse dolor toracico

previo (Franco, 2013).
1.2.Estructura y funcién de los vasos sanguineos
1.2.1. Aparato cardiovascular

El aparato cardiovascular es un sistema tubular cerrado que esta compuesto

por dos compartimientos unidos entre si y en cuyo punto de interseccién se



encuentra el corazoén: la circulacibn menor (circulacién pulmonar) y la circulacién
mayor (circulacion sistémica). Tanto en la circulacion menor como en la circulacion
mayor, el corazon bombea la sangre hacia las arterias, que la distribuyen. Dichas
arterias se ramifican en forma sucesiva y en consecuencia se tornan cada vez mas
estrechas (Welsch, 2008).

1.2.2. Vasos sanguineos
El sistema vascular sanguineo esta compuesto por arterias, capilares y
venas. Las arterias son los vasos sanguineos que evacuan la sangre del corazony

las venas son los vasos que la devuelven a ese o6rgano (Welsch, 2008).

1.2.3. Funcion

La principal funcién de los vasos sanguineos es llevar la sangre rica en
oxigeno y nutrientes desde el corazon hacia todos los tejidos y 6rganos. Otras
funciones importantes son: la eliminacion de diéxido de carbono y desechos
metabolicos y la regulacion de la interaccion del sistema inmune periférico con todos

los tejidos (Daneman y Prat, 2015).

1.2.4. Estructura

Las paredes de los vasos sanguineos estan compuestas por capas de
musculo liso, tejido conectivo elastico y tejido conectivo fibroso. La capa interna de
todos los vasos sanguineos es una lamina delgada llamada endotelio, un tipo de
epitelio. El endotelio est4 rodeado por capas de tejido conectivo y musculo liso
(Silverthorn y col., 2008) (Figura 2).



Figura 2. Estructura de los vasos sanguineos (Zarrabeita, 2015).

La estructura de los vasos sanguineos se compone de tres capas: la tanica

intima, la tinica media y la tdnica adventicia (Zarrabeitia, 2015) (Figura 3).

<~ Célula endotelial

. Celula del musculo liso
Tunica intima B
Célula del tejido
Q adiposo perivascular
Tdnica media

< Célula de fibroblastos

Tanica externa = Fibra de colageno

‘ Q Terminaciones nerviosas

Figura 3. Estructura de la pared arterial (Zhao y col., 2015).
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1.2.5. Endotelio

El endotelio es una barrera altamente selectiva y un érgano metabodlicamente
muy activo; estd conformado por una monocapa de células endoteliales, mismas
que forman el sistema circulatorio. Dichas células recubren las paredes de las
arterias, venas, vasos y capilares.
El endotelio puede ser continuo o discontinuo. El continuo se caracteriza por células
endoteliales conectadas unas con otras por una membrana basal continua. Sus
uniones estan formadas por complejos multiproteicos. El endotelio discontinuo es
fenestrado. Las fenestraciones son poros transcelulares que se extienden a través
del grosor de toda la célula (Carvajal, 2017).
La funcién principal del endotelio es la regulacion y la perfusion sanguinea por todo
el organismo a través de cambios del tono vascular a consecuencia de la produccion
de Oxido nitrico. Otras de sus funciones importantes son el control de la coagulacion,
la fibrindlisis, la regulacion de la adherencia plaquetaria, la funcién inmunoldgica, la
intervencidn en el metabolismo lipoproteico, la migracion celular, la angiogénesis y
la regulacion del volumen y contenido electrolitico intra y extravascular (Garmendia,
2014).

1.3. Tratamiento convencional de la hipertension

La HTA es controlada con dos tipos de tratamientos: el no farmacolégico y el
farmacoldégico. El primero radica en las modificaciones del estilo de vida del paciente
hipertenso; estas reflejan un impacto positivo tanto en el control de su presion
arterial como en el tratamiento con farmacos. Los cambios en el estilo de vida
pueden retrasar o prevenir de forma segura y eficaz la HTA en personas no
hipertensas e incluso retrasar o prevenir el tratamiento farmacoldgico en pacientes
con HTA de grado 1 (Pérez y col., 2017). En cuanto al tratamiento farmacoldgico,
se consideran cinco clases mayores de agentes antihipertensivos, denominados
farmacos de primera linea, que son aptos para el inicio y el mantenimiento del
tratamiento antihipertensivo, solos o en combinacién, los cuales son: tiazidas
diuréticas, bloqueadores (0 bloqueantes) de los canales del calcio (AC), inhibidores

de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), antagonistas de los receptores



de la angiotensina Il y betabloqueadores (BB) (Sanchez y col., 2010). Existen otros
como los inhibidores de renina, los bloqueadores de los receptores alfa, los
antialdosterdnicos y los vasodilatadores directos que son utilizados como drogas de
segunda linea o bien que son empleados en combinacibn con otros

antihipertensivos (Pérez y col., 2017).

1.3.1. Tiazidas diuréticas

Los diuréticos en el tratamiento de la hipertension arterial controlan los
valores de presién arterial en un importante porcentaje. El tratamiento con dosis
altas de diuréticos, tales como 25 a 50 mg de Hidroclorotiazida una vez al dia, eleva
la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona. Su accién hipotensora se
ejerce al bloguear la reabsorcién tubular de sodio y disminuir el volumen plasmético
(Padilla'y col., 2006). La clortalidona y la hidroclorotiazida son los medicamentos de
eleccion para iniciar tratamiento hipotensor en la mayor parte de los pacientes
hipertensos. Otros diuréticos empleados en el tratamiento de la HTA son los
ahorradores de potasio, de los cuales, los mas utilizados son la espironolactona, el
triantireno y la amilorida, que son administrados conjuntamente con los diuréticos
tiazidicos para limitar las posibles pérdidas de potasio (Pérez y col., 2017). Los
diuréticos tiazidicos son los farmacos con mayor evidencia en relacién con el efecto
benéfico cardiovascular, seguidos muy de cerca por los IECAS. Sin embargo,
pueden ocasionar dislipidemia e intolerancia a la glucosa. Otros efectos adversos
conocidos de estos farmacos son: hiponatremia, hipocalemia y gota (Andrade,
2015).

1.3.2. Bloqueadores de los canales del calcio (AC)

Los antagonistas de los canales de calcio (AC) constituyen un grupo diverso
de farmacos, cuyo mecanismo de accion radica en el bloqueo de los canales de
calcio (Ca) dependientes de voltaje. Estos canales son la principal via de entrada
de Ca?* en las células del musculo liso vascular (Bendersky y col., 2017). La accién
vasodilatadora de los AC se ejerce al interferir la entrada de los iones de calcio a

las células, principalmente a la célula muscular lisa de los vasos sanguineos, con lo



que dificultan sus acciones constrictivas y disminuyen la resistencia periférica, lo
cual contribuye a la regulacion del tono arterial y la presion arterial (Pérez y col.,
2017). Como describe Morr y col. en el 2007, los AC se clasifican en 3 grupos, de
acuerdo a su estructura quimica: dihidropiridinicos (nifedipina, amlodipina,
felodipina, lecardipina), derivados de las fenilalkilaminas (verapamilo) y derivados
de la benzotiazepina (diltiazem), existiendo diferencias entre los mismos en cuanto
a su efecto sobre la frecuencia cardiaca y sobre el nédulo atrioventricular (AV). Otra
clasificacion esta relacionada con el tipo de canal de calcio que bloquean. Con ese
enfoque, pueden dividirse en blogueadores de los canales L (dihidropiridinicos,
benzotiazepinicos, fenilaquilaminas), bloqueadores de los canales T (mibefradil) y
mixtos (bloqueadores de los canales L y de sodio) (Morr y col., 2007). Los
dihidropiridinicos presentan reacciones adversas, fundamentalmente al inicio del
tratamiento o al aumentar la dosis. Las alteraciones mas frecuentes dentro de este
tipo de farmacos son: cardiovasculares (palpitaciones, hipotension, enrojecimiento,
edema en piesy tobillos y fatiga), sobre el sistema nervioso central (vértigo, cefaleas
y somnolencia) y gastrointestinales (nauseas, dispepsia, sequedad de boca e
hiperplasia gingival). El verapamilo, por su parte, puede producir bloqueo

auriculoventricular (Olmedillo, 2017).

1.3.3. Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)

La accion fundamental de estos farmacos es la inhibicion de Ila
transformacién de la enzima angiotensina | en angiotensina ll, con lo que se obtiene
una limitacion del efecto vasoconstrictor de esta enzima a nivel periférico (Pérez y
col., 2017). Se clasifican en tres grupos: IECA con radical sulfhidrilo (captoprilo),
IECA con radical carboxilo (benazeprilo, cilazaprilo, enalaprilo, espiraprilo,
lisinoprilo, perindropilo, quinalaprilo, ramiprilo, trandolaprilo) y IECA con radical
fosfinico (fosinopril) (Diaz, 2000). Los IECA son excelentes en monodosis 0 en
combinacion con otros antihipertensivos, principalmente con diuréticos (Pérezy col.,
2017). En general, son farmacos bien tolerados en tratamientos de larga duracion

cuando son administrados a las dosis recomendadas. Las reacciones adversas son
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poco frecuentes, aun asi, las que llegan a presentarse son: hipotension,

hipercaliemia, fallo renal, angioedema y tos (Diaz, 2000).

1.3.4. Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il

Los antagonistas de los receptores de la Angiotensina Il (ARA 2 o AT1)
ejercen su accion vasodilatadora al bloquear la enzima angiotensina 1l cuando
interactian con los aminoacidos del dominio transmembrana del receptor AT1,
previniendo la unién del agonista (Jaimes y col., 2009). Los farmacos de eleccion
son: valsartan, losartan, irbesartdn, candesartdn y telmisartan, con variadas
dosificaciones, una de sus ventajas es el efecto antihipertensivo duradero que se
obtiene con una sola dosis al dia (Pérez y col., 2017). Las reacciones adversas para
estos farmacos suelen ser leves y transitorias como por ejemplo vértigos, mareo o
fatiga que desaparecen al suspender el tratamiento y que se van atenuando en los

dias posteriores (Garay y col., 2017).

1.3.5. Betabloqueadores

Los farmacos betabloqueadores tienen un efecto antihipertensivo,
antiarritmico y antiisquémico, los cuales han sido demostrados en mudltiples
escenarios clinicos, fisiologicos y patologicos (Lopez y col., 2011). Su accién
farmacoldgica se da por el bloqueo de los receptores adrenérgicos. El resultado de
su efecto hipotensor, cuyos mecanismos no estdn totalmente esclarecidos,
considera que estos medicamentos disminuyen el gasto cardiaco (Pérez y col.,
2017). Es importante recalcar que la guia del 2007 de las Sociedades Europea de
Hipertension y Cardiologia, asi como su actualizacion del 2009, mantuvieron a los
betabloqueadores como medicamento de primera linea, pero en los Ultimos afios,
se ha replanteado su estatus debido a que se han publicado diversos estudios que
arrojan una variabilidad residual de la presion arterial sistélica en pacientes tratados,
la cual se asocia con un riesgo elevado de eventos cardiovasculares (Salinas,
2011). De utilidad probada en el tratamiento de la HTA son atenolol y metoprolol,
como cardioselectivos, y propranolol, bisoprolol y nadolol entre los no

cardioselectivos (Pérez y col., 2017). En su mayoria, son farmacos bien tolerados.
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Sin embargo, quienes los utilizan pueden experimentar alguno de los siguientes
efectos adversos que ocurren a diferentes niveles como: cardiovasculares
(bradicardia e hipotension), respiratorios (broncoespasmo Yy rinitis vasomotora),
sistema circulatorio periférico  (vasoconstriccion periférica), metabolismo
(potenciacién y prolongacion de la hipoglucemia insulinica, variacion de los lipidos
plasmaticos e hiperuricemia) y sistema nervioso central (fatiga, depresion, insomnio,

alucinaciones visuales, delirio y reacciones psicoticas) (Martinez y Marmol, 2017).

1.4.Género Crataegus

Los remedios tradicionales, entre ellos las plantas medicinales, se han convertido
en un tema de importancia mundial, con implicaciones medicinales y econdmicas.
Las plantas del género Crataegus pertenecen a la familia Rosaceae, subtribu
Pyrinae, lo que formalmente constituye la subfamilia Maloideae. Estdn ampliamente
distribuidas. Hasta el afio 2011, se habia reportado que el género estaba constituido
aproximadamente por 140 especies dispersas en todo el mundo, las cuales se
dividen en 40 series, cuyas dos terceras partes se encuentran en Norteamérica y el
resto en Europa y Asia (Nufiez y Hernandez, 2011). Dichas plantas se han utilizado
durante mucho tiempo en la medicina popular para el tratamiento de diversas
dolencias.
Hay una serie de fitoquimicos medicinalmente activos que han sido aislados del
género, con la mayoria de los datos generados en estudios de aquellas especies
gue son nativas de Europa y Asia. Comparativamente, poco se sabe sobre las
especies norteamericanas. El género Crataegus es uno de los complejos
taxondmicos mas dificiles de tratar. Errores del pasado causan equivocaciones en
la identificacion de especies de este género; también existen nombres cientificos
gue causan confusion en la determinacién taxondmica. En otros paises, a las
plantas del género Crataegus, se les conoce como Espino y en México, el nombre
mas comun para las especies del género Crataegus es el “tejocote”, derivado del
Nahuatl “te-xocotl” que significa fruta dura y agria. El tejocote ha sido aprovechado
desde la época prehispanica en México y esta intimamente ligado a la cultura

tradicional mexicana (Nufiez y Hernandez, 2011).
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1.4.1. Crategus rosei

Phipps en el afio de 1997 reportd 13 especies de Crataegus nativas del norte
y centro de México, de las cuales nueve son endémicas, tres son compartidas con
los Estados Unidos de América y una con Peru y Ecuador (Nufiez y col., 2008).
También Phipps y colaboradores, en el afio 2003, clasificaron a las especies
mexicanas en 6 series: Parvifoliae, Mexicanae, Madrenses, Greggianae,
Baroussanae y la Crus-galli (NUfiez y Hernandez, 2011).
En la serie Crus-galli, se encuentran las especies Crataegus gracilior y C. rosei. Es
hasta 1997 que Phipps dio a conocer dos subespecies, la C. rosei subsp. rosei
(Eggl.) J.B. Phipps y C. rosei subsp. parryanana (Eggl.) J.B. Phipps. Las
subespecies se encuentran distribuidas en las montafias de la Sierra Madre Oriental
y la Sierra Madre Occidental, en la Meseta Mexicana, a lo largo del Cinturdn
Volcénico Trans Mexicano y en el Altiplano de Chiapas en México (Figura 4) (Piedra
y col., 2016).

Areas geograficas

0  Sierra Madre Occidental
Altiplanicie Central
Sierra Madre Oriental
M Sierra Volcanica Transversal
B Los Altos de Chiapas

-------

Figura 4. Distribucion geografica de Crataegus rosei en México (Modificada de
Piedra y col., 2016).
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1.4.2. Usos tradicionales

Las especies de Crataegus (tejocote) se han utilizado tradicionalmente desde
tiempos antiguos. Ademas, se ha propuesto que sus componentes antioxidantes
explican sus efectos terapéuticos beneficiosos (Kumar y col, 2012). Desde la
década de 1800, los productos naturales que contiene el tejocote se han utilizado
en América del Norte para el tratamiento de problemas cardiacos como
hipertension, angina de pecho, arritmia, y la insuficiencia cardiaca congestiva
(Wang y col.,, 2013). Tradicionalmente, las tribus nativas americanas usaban
tejocote (Crataegus spp.) para tratar dolencias gastrointestinales y problemas
cardiacos, y consumian la fruta como alimento.
En América del Norte, en Canada en particular, los llamados “natural health products
(NHPs)”, derivados de (Crataegus spp.), han sido utilizados en el tratamiento de
problemas relacionados con el corazon. También se consideran entre los mas
importantes usos del tejocote. Estos productos incluyen los obtenidos a partir de
especies de Crataegus, que estan ampliamente disponibles en Europa, Asia y
América del Norte. Los productos disponibles incluyen tinturas, tabletas, capsulas,
tés y extractos acuosos de hojas, flores y frutas, que se comercializan actualmente
como un tratamiento alternativo para la hipertension, la angina de pecho, la arritmia
y las primeras etapas de la insuficiencia cardiaca (Edwards, y col, 2012). En México,
la diabetes se trata con extractos de tejocote; este tratamiento puede ser de
considerable beneficio, especialmente durante las primeras etapas de la

enfermedad (Kumar y col, 2012).

1.4.3. Perfil quimico
Las hojas, flores y bayas del tejocote contienen una variedad de complejos
similares a bioflavonoides que parecen ser los principales responsables de las
acciones cardiacas de las plantas (Kumar y col., 2012). Las investigaciones de
Crataegus se centran tipicamente en la identificacion y cuantificacion de flavonoides
y antocianinas, que han demostrado tener actividad farmacologica. Los principales

flavonoides que se encuentran en Crataegus son el hiperésido, la vitexina y
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derivados glicosilados adicionales de estos compuestos (Edwards y col, 2012).
Otros componentes quimicos incluyen vitamina C, saponinas, taninos, aminas
cardiotonicas (feniletilamina, tiramina, isobutilamina, o-metoxi feniletilamina, colina
y acetilcolina), derivados de la purina (adenosina, adenina, guanina, migdalina),
acidos triterpenicos, entre ellos el ursolico (Verma y col, 2007).

1.4.4. Actividad antihipertensiva
Se ha observado que una fraccidén que contiene hipersésido y el extracto acuoso
de Crataegus tanacetifolia previenen la hipertension inducida por L-NAME en ratas
y tiene efectos beneficiosos sobre el sistema cardiovascular (Kocyildiz y col., 2006).
En otro estudio, las gotas combinadas de alcanfor y bayas de Crataegus (CCC)

disminuyen la caida ortostatica de la presion arterial (Belz y col., 2002).

1.5.Taninos
Los taninos (polifenoles) son metabolitos secundarios que se encuentran en los
vegetales. Comunmente, los podemos localizar en algunas familias como
Leguminosae, Rosaceae, Polygonaceae, Fagaceae, Rhyzophoraceae, Myrtaceae y
Melastomataceae. Estos metabolitos poseen cinco caracteristicas especiales: son
solubles en agua, tienen pesos moleculares entre 500 y 3000 o hasta 5000
Daltones, estructuras y caracter polifendlico, de 12 a 16 grupos fendlicosy 5 a 7
anillos aromaticos por cada 1000 unidades de masa molecular relativa,
complejacién intermolecular y su caracteristica estructural puede ser de

proantocianidinas (o taninos condensados) y taninos hidrolizables (Isaza, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1.General
Determinar la actividad vasorrelajante de la fracciéon de taninos obtenidos del
extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei e identificar sus principales

compuestos fendlicos.

2.2.Especificos
e Obtener la fraccidn de taninos a partir del extracto metandlico de las hojas
de Crataegus rosei.
e Determinar la actividad vasorrelajante de la fraccion de taninos en
segmentos de aorta aislada de rata.
e Identificar los principales compuestos fendlicos vasorrelajantes

presentes en la fraccidén de taninos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiales
3.1.1. Material de estudio

Extracto metanolico obtenido a partir de las hojas de Crataegus rosei.

3.1.2. Material de laboratorio

Se emplearon los siguientes disolventes para la extraccion de los taninos:

metanol, éter de petrdleo, acetato de etilo, 1-butanol de grado reactivo analitico y

una solucion de cloruro de sodio al 1% en agua (masa/volumen: m/v).

Para la evaluacion de la actividad vasodilatadora ex vivo, se emplearon la fraccidon

de los taninos obtenidos del extracto metandlico y las soluciones indicados en el

procedimiento estandarizado por Ibarra y col. (2010).

Se utiliz6 material de vidrio de uso comun en laboratorio (vasos de precipitado,

matraces, embudos, probetas, etc.).

3.1.3. Equipos que se emplearon para la realizacion del proyecto
Rotaevaporadores (marca BUCHI, modelo B-480) y bombas de vacio de
diferente alcance para el secado de los taninos obtenidos del extracto
metanolico.

Para el analisis de los compuestos mayoritarios de los taninos, se utilizaron
columnas analiticas de fase reversa XDB-C18 (4.6 x 150 mm con tamafio de
poro de 5-microns) (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA, USA) y una
columna analitica de fase reversa C18 Synergi (2 x 100 mm, 2.5 micrémetros).
Las muestras fueron analizadas utilizando dos sistemas cromatograficos: a) Un
cromatografo de liquidos integrado por una bomba cuaternaria de entrega
automatica de disolventes, modelo e2695 (Waters) y un detector de arreglo de
diodos (UV-Visible), modelo 2998 (Waters: Waters Chromatography Divison,
Milford, MA, USA). La adquisicion y el procesamiento de los datos obtenidos de
este sistema se llevaron a cabo utilizando el programa Empower3 (Waters). b)
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Espectrometro de masas de triple cuadrupolo (TSQ Endura de Thermo
Scientific).
e En la evaluacion del efecto vasodilatador, se trabajoé con un poligrafo de marca

Grass 7D con un transductor de desplazamiento de fuerza Grass FT03.

3.2.METODOS

3.2.1. Obtencidn y conservacion de la fraccion de taninos

Se pesaron 30 g del extracto metandlico seco obtenido segun la metodologia
descrita por Lépez (2019), los cuales fueron disueltos en metanol. La solucién se
sometié a lavados con éter de petroleo con la finalidad de eliminar las grasas y
clorofilas. Posteriormente, el extracto se llevé a sequedad total. El extracto
totalmente seco se disolvié con acetato de etilo y se extrajeron los taninos con una
solucion acuosa de cloruro de sodio al 1% en agua (m/v). En seguida, se realizaron
extracciones de la solucion salina que contiene los taninos, utilizando 1-butanol. Se
recupero la fraccion organica que se llevd a sequedad total. Los taninos secos se
conservaron en refrigeracién y de tal manera que no quedaran expuestos a la luz.

Luego, se determiné su actividad vasodilatadora sobre aorta aislada de rata.

3.2.2. Evaluacion de la actividad vasodilatadora ex vivo

La evaluacion de la actividad vasodilatadora de los taninos se realizd
mediante un procedimiento previamente estandarizado por Ibarra y col. (2010). En
ese ensayo, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso aproximado
de 275-325 g y, posteriormente, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion
conforme a lo que indica la NOM-062-ZO0-1999. Se extrajo la aorta toracica y se
colocaron en solucion de Krebs-Henseleit (NaCl 126.8 mM, KCI 5.9 mM, CaClz 2.5
mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 30 mM y D-glucosa 5.0 mM con un
pH de 7.4) oxigenada con carbdégeno (95% O2y 5% CO3). La aorta se lavo con una
solucion de Krebs-Henseleit para evitar la formacion de coagulos intravasculares.
Se elimind el tejido conectivo y se cortaron en anillos de 4 a 5 mm de longitud, los

cuales se sujetaron entre ganchos de acero inoxidable en camaras de incubacion
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de 5 mL con solucién de Krebs-Heinseleit a 37 °C y con un burbujeo constante de
carbdgeno. Los tejidos se equilibraron durante 60 minutos bajo una tensiéon de 1.5
g. Durante este periodo, el medio del bafio se cambi6é cada 15 min. Después del
ajuste final a la tension basal de 1.5 g, los segmentos adérticos fueron contraidos con
KCI 100 mM. Cuando se estabilizd la contraccion, el medio de bafio se cambio para
rehabilitar la tension basal de 1.5 g. Posteriormente, se contrajeron los tejidos con
1 UM de L-fenilefrina y se registro la fuerza de contraccion desarrollada, la cual fue
definida como el 100%. En cuanto la contraccion se mostro estable, se afiadio la
muestra a evaluar, la cual fue preparada en diluciones a diferentes concentraciones
(0.1-1000 pg/mL) disueltas en agua. Se utilizé como control positivo la acetilcolina
(ACh, 1 uM). La tensién isométrica se midié con un transductor de desplazamiento
de fuerza Grass FT03 unido a un poligrafo de marca Grass 7D. Las respuestas se
expresaron como el porcentaje de la contraccion inicial alcanzada al adicionar la L-

fenilefrina.

3.2.3. Analisis estadistico

Se realizaron 6 evaluaciones de la fraccion de taninos. Los datos obtenidos
se ajustaron a una ecuacion sigmoidal y se graficaron mediante el programa
PRISMA 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA) para la obtencién de las
curvas concentracion-respuesta. Los valores de CEso se tomaron como
significativamente diferentes cuando sus intervalos de confianza de 95% no se

traslapen entre ellos y se determiné el efecto maximo (Emax) con un error estandar.

3.2.4. Estudio quimico de la fraccion de taninos

Los andlisis cromatograficos por HPLC se realizaron en un cromatégrafo de
liquidos de la marca Waters descrito en el apartado 4.1.3., utilizando los métodos
descritos a continuacién (Tabla 1) con las condiciones adecuadas para una
separacion 6ptima y cuantificacion de los constituyentes individuales.

Para la identificacion de los compuestos individuales, se utilizé la coelucion
con estandares comunes disponibles en el laboratorio, los cuales incluyeron los

acidos galico, para-cumarico y caféico, ademas de los flavonoides (+)-catequina,
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(-)-epicatequina, kaempferol, rutina, Hesperetina, vitexina, apigenina, genisteina,
quercetina, naringina y naringenina. La identificacién de los compuestos se realizé
mediante la comparacion de los tiempos de retencion y de los espectros de UV-Vis
de los picos presentes en el cromatograma de la muestra de taninos con los de los
estandares que coeluyeron. Para la cuantificacién de los compuestos identificados
a través de la obtencion de curvas de calibracion, se emplearon las 2 condiciones

diferentes descritas a continuacion.

3.2.4.1. Condiciones para HPLC
Se implementaron las siguientes condiciones: gradiente con fases moviles
de H20 acidulada con acido fosforico (999:1) y MeOH acidulado con &cido fosférico
(999:1); flujo de 0.8 mL por min; longitud de onda (Amax) de deteccion de 280 nm. El

gradiente que se utilizé6 se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Gradiente de las fases moviles para el andlisis por medio de HPLC/UV-

Vis de la FT.
Tiempo (min)  MeOH:H3PO4 H20: H3PO4
0 0% 100%
45 100% 0%
55 0% 100%
65 0% 100%

3.2.4.2. Andlisis mediante el método acoplado HPLC-MS-MS

En colaboracion con SIASA LAB (Servicio Integral a la Industria, S.A. De C.V,
Querétaro), se realiz6 la confirmacion de los compuestos previamente identificados
mediante la técnica de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas.

Se realizaron dos tipos de analisis. El primero consistio en hacer un escaneo de
masas completo de la fraccion FT mediante la infusion (inyeccion) directa en un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo (TSQ Endura de Thermo Scientific)
empleando como método de ionizacion la electroaspersion (electrospray ionization:
ESI). Las condiciones de la fuente de ionizacion fueron las siguientes: modo

negativo, 350 °C (temperatura del vaporizador), 300 °C (linea de transferencia),
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presion del gas auxiliar: 7.97 L/min, presion del gas envolvente: 4.58 L/min, voltaje
de la fuente: 3000 V. La busqueda se hizo en el rango de 100 a 700 uma. Para la
“‘infusion” directa, se utilizd una bomba de jeringa externa, la cual inyecto la solucion
de la FT a un flujo de 50 uL por minuto. La FT se mezclo en la entrada de la fuente
de ionizacién con la fase mavil A (0.0125 N Ac. Acético en H20) la cual se inyect6 a
un flujo de 300 uL por minuto.

El segundo analisis consisti6 en un estudio SRM (de sus siglas en inglés:
Selected Reaction Monitoring) para busqueda de reacciones especificas de los
compuestos previamente identificados (rutina, [(—)-epicatequina, vitexina]. Para ello,
se hizo la optimizacion de los estandares correspondientes a los compuestos
identificados. Las condiciones de la fuente fueron las siguientes: modo de
ionizacion: negativo, temperatura del vaporizador: 330 °C, linea de transferencia:
250 °C, presion del gas auxiliar: 7.97 L/min, presion del gas envolvente: 4.58 L/min,
voltaje de la fuente: 3960 V. La busqueda se hizo de acuerdo al patron de
fragmentacion de cada estandar.

La inyeccion de la FT se realiz6 mediante cromatografia de alta resolucion para
la cual se utiliz6 una columna descrita en el apartado 4.1.3. Se implementaron las
siguientes condiciones:

Modo gradiente con 2 fases moviles (A y B), las cuales fueron constituidas por
una mezcla que contiene 95% de agua acidulada con &cido acético a una
concentracion de 0.0125N y 5% de acetonitrilo (fase A) y una mezcla de 50% de
agua acidulada con acido acético a una concentraciéon de 0.0125N y 50% de
acetonitrilo (fase B); temperatura: 40 °C, flujo: 0.35 mL por min. El gradiente que se
utilizé se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Gradiente método SRM.

Tiempo (min) Fase A Fase B
0.0 0.0% 100%
2.0 0.0% 100%
5.0 22.5% 77.5%
10.0 100% 0.0%
12.0 0.0% 100%
15.0 0.0% 100%
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4. RESULTADOS
4.1.Rendimiento de la Fraccién de Taninos (FT)
De los 30 g del extracto metandlico seco, se obtuvo 0.313 g de la fraccion de
taninos, la cual se conservé bajo refrigeracion y protegida de la luz hasta su

posterior uso.

4.2.Evaluacion farmacoldgica
El efecto vasodilatador de la FT fue dependiente de la concentracién, con una
CEso de 61.25[33.76 a 111] pg/mL (Emax: 100%). En contraste, el EM presentd una
CEso de 55.49 [37.31 a 82.52] pg/mL (Emax: 78.01 + 3.03%). La FT presenté mayor
eficacia que la ACh (Emax = 69.50 = 5.75%) utilizada como control positivo y que el
extracto metandlico (Figura 5).
A pesar de que las potencias de la FT y del EM son similares, la FT present6

mayor eficacia que el EM y que la ACh.

100+ o EM
go{ ™ ACh
5 -¥- Taninos
'S 60-
&
¢ 40-
X
20+

0| I I I 1
-1 0 1 2 3

Log [concentracion], pg/mL

Figura 5. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasodilatador de la FT, la
AChy el EM.
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Estos resultados nos indican que los compuestos polares presentes en la FT
contribuyen al efecto vasorrelajante del extracto metanolico. Ese efecto permitio

continuar con el analisis quimico de la fraccion.

4.3. Analisis por medio de HPLC/UV-Vis de la FT

De acuerdo con el analisis quimico por medio de la técnica cromatografica HPLC
acoplada a UV-VIS, se observo la presencia de diversos compuestos en la FT
(Figura 6). Este cromatograma se compard con otro obtenido del andlisis de una
mezcla de estdndares de compuestos polares (Figura 7). Los resultados mostraron
coincidencia en 4 picos con tiempos de retencion y Amax Similares. Los picos
correspondientes a tiempos de retencion de 19.74, 20.44, 25.37 y 27.50 minutos,
como se muestra en la Figura 6, concuerdan con los picos presentes en la FT
analizada con los picos correspondientes a 18.36, 20.50, 25.39 y 27.53 minutos
respectivamente, por lo que se decidié analizar individualmente los estandares y

cotejar con los picos de la FT.

16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00
Minutes

Figura 6. Cromatograma de la FT. Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x
150 mm, 3.5 p); gradiente: H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1); flujo:
0.8 mL por min (280 nm).
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Figura 7. Cromatograma de Mezclas de estandares: columna Zorbax Eclipse
XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 3.5 u); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado
(999:1); flujo: 0.8 mL por min (280 nm).

4.4.dentificacion de (-)-epicatequina, rutina y vitexina

Para la identificacion de cada uno de los compuestos fendlicos en la FT, se
determind la presencia del estandar (Figura 7) a través de su tiempo de retencién
(Rt) y las longitudes de onda de maxima absorcion (Amax) del pico correspondiente
en la FT (Figura 6). EI mismo procedimiento se realizé para cada uno de los
compuestos. Como ejemplo, se muestra lo correspondiente a la vitexina en la Figura
8A, en la cual se observan las Amax del estandar en 213.4 nm, 267.8 nmy 337.0 nm,
las que coincidieron con las de la Figura 8B con Amaxde 213.4 nm, 267.8 nmy 338.2
nm, correspondiente al pico con Rt de 25.39 min en la FT. En la Tabla 3 se muestra
un resumen de los tiempos de retencién y longitud de onda méaxima de los

estandares que coincidieron con los picos en presentes en la FT.
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Figura 8A 'y 8B. A) espectro UV-Vis del estandar vitexina; B) espectro UV-Vis del
pico con Rt de 25.39 en la FT.

Tabla 3. Tiempo de retencion y longitud de onda de maxima absorcion de los

estandares y de los picos correspondientes en la FT.

216.9 216.9

Acido caféico 18.36 19.74 241.7 239.4
325.0 323.8

(-)-Epicatequina 20.50 20.44 278.5 278.5
213.4 213.4

Vitexina 25.39 25.37 267.8 267.8
338.2 337.0

Rutina 27.53 27.50 254.8 254.8
354.9 354.8

De esta manera, se logré determinar que los picos presentes en la FT corresponden
a los estandares ya mencionados por lo que se puede marcar a cada uno de ellos
con su compuesto identificado en el cromatograma de la FT ilustrado en Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma de la FT con compuestos identificados: columna Zorbax
Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 3.5 W); gradiente: H20 acidulada (999:1)-MeOH
acidulado (999:1); flujo: 0.8 mL por min (280 nm).

4.5. Cuantificacion de los compuestos identificados

Al identificar los compuestos fendlicos, se continué con la cuantificacion de
cada uno de ellos, a excepcion de la vitexina. Para esto, se construy6 una curva de
calibracion. Dicha curva se construyd con 5 concentraciones conocidas diferentes:
0, 200, 400, 600, 800 y 1000 ug/ml. Se muestra ejemplo en la Figura 10.

4.5.1. Método de analisis y cuantificacion de flavonoides por medio de HPLC

En la Figura 10, se muestra como ejemplo la curva de calibracion de la (-)-
epicatequina, en la cual se puede observar que el punto rojo referente al pico
correspondiente a (-)-epicatequina en la FT entra dentro de la curva. Se cuantifico
la (-)-epicatequina en base al area bajo la curva, utilizando la ecuacion de la recta,
resultando en 228.081 ug de (-)-epicatequina por mL de solucién de la FT (Tabla
4). Por otra parte, mediante el método de regresion lineal (Tabla 5), se determinaron
los limites de cuantificacion (LQ) y de deteccion (LD) que se muestran en la Tabla
6, los cuales fueron calculados como se indican en las férmulas descritas en la

misma tabla.
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Curva de calibracion de la (-)-epicatequina

400000
350000 y =373.14x + 13249
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150000
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0 200 400 600 800 1000

[ug/mL]

Figura 10. Curva de calibracién para (-)-epicatequina.

Tabla 4. Concentracion de (-)-epicatequina calculada por regresion lineal.

10 mg/1.5 98355 228.081 ug/mL de
mL solucién de FT

Tabla 5. Regresion lineal para el calculo de los pardmetros de validacion.

0 0 13249 13249 175536001
200 97971 87877 -10094 101888836
400 175532 162505 -13027 169702729
600 235079 237133 2054 4218916
800 302645 311761 9116 83101456
1000 387677 386389 -1288 1658944
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Tabla 6. Parametros de validacion para la curva de calibracion de (-)-

epicatequina.

Parametro Férmula Valor calculado

Sx/y Z(y“ . y)z 9452.5734
n-—2

(Gaoy col.,2018)
Donde n es el # de concentraciones
utilizadas para construir la curva.
LD Sx/y * 3 75.9975
m
(Gao y col.,2018)
Donde m es la pendiente.
LQ Sx/y * 5 126.6625

m
(Gao y col.,2018)

Donde m es la pendiente.

De acuerdo con las concentraciones calculadas, a partir de la curva de calibracion
de la (-)-epicatequina y la rutina, se determin6é que por cada kg de hoja seca de
Crataegus rosei se obtienen 9.48 mg de (-)-epicatequina y 2.717 mg de rutina.
Como ejemplo, se detalla el calculo para la (-)-epicatequina. Dichas

concentraciones se calcularon a partir del siguiente analisis.

Hojas de
Crataegus
rosei (1923 g)

Extracto
metanolico
(EM) (304 g)

Se tomaron Fraccion de
30 g del EM taninos (FT)
(0.337g)
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de epi
[1.5mL sol de FT] 228u = 342 ug de epi en 10 mg de FT
mL 9 p 9

[342 ug de epi

= 34.2 [ FT
10 mg ] 34.2 ug de epi/mg de

34.2 mg de epi
1gdeFT
11.52 mg de epi
30 g de EM

0.337 g de FT[ ] = 11.52 mg de epi

mg de epi
g de EM

] = 0.384

) i 304 gde EM
1 g de hojas de C.rosei

=0.158 g de EM
(1923 g de hojas de C.rosei ] g ae

10.384 mg de epi

0.158 gde EM T gdeEM ] = 0.060 mg de epi
de EM 10.060 mg de epi mg de epi
0.158 g' - J P ] = 0.00948 g P -
g de hojade C.roseil 1gdeEM g de hoja de C.rosei
mg de epi 1000
0.00948 g P - [ J
g de hojade C.rosei | 1kg

= 9.48 mg de epi por cada kg de hoja de C.rosei

4.6. Confirmacion de los compuestos identificados por HPLC-EM

En la Figura 11 se representa un espectro de masas general de la FT, el cual fue
obtenido mediante electroaspersion (“electrospray”) en método de ionizacién
negativa. En dicho espectro, se encuentran marcadas y sefialadas las masas
correspondientes a los 6 compuestos fendlicos identificados. El pico de m/z 373.33
podria corresponder al 8-metoxicirsilineol, el cual ha sido reportado en Baccharis
pentlandii (Tarqui y col., 2012). En la Tabla 7 se resume los compuestos
identificados.
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Figura 11. Espectro de masas de baja resolucion de la fraccion de taninos de C.
rosei.

Tabla 7. Compuestos identificados en la FT, de acuerdo a los espectros de masas
de baja resolucién (Figura 11).

Compuesto Masa experimental Masa Diferencia en
[M-H]* calculada masa
(-)-Epicatequina (1) 289.34 290.26 0.08
Quercetina (2) 301.20 302.23 0.03
Acido clorogénico 353.45 354.31 0.14

(3)*

Vitexina (4) 431.47 432.28 0.19
Hiperésido (5)* 463.43 464.38 0.05
Rutina (6) 609.53 610.51 0.02

*No identificados mediante HPLC/UV-Vis

Como se aprecia en el espectro de masas anterior, hay otros compuestos fenélicos
mayoritarios (m/z 153.20, 191. 23, 227.38, 311.50, 325.44, 373.33 (predominante),
375.34, 391.45, 451.40y 483.43) que no han sido todavia identificados. La

identificacion de esos podria lograrse combinando una intensa busqueda

bibliografica y la realizacién de experimentos de fragmentacién de tipo masa/masa

(EM/EM).
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4.6.1. Confirmacién de los compuestos identificados por HPLC-EM: estudio
SRM

Enla Tabla 8, se muestra el patron de fragmentacion de cada uno de los estandares

elegidos para confirmar su presencia en la FT.

Tabla 8. Patrones de fragmentacién de los estandares

Precursor Fragmentos
(m/z) (m/z)
203.00
205.03
245.00
283.07

vitexina 311.00
430.95 340.97

255.00

rutina 271.00
609.00 299.97

Estandar

(-)-epicatequina
288.91

La confirmacién de los compuestos fendlicos identificados [(-)-epicatequina,
rutina y vitexina], se logré por medio del método SRM a través un analisis HPLC-
EM (Figura 12).
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Figura 12. Cromatograma obtenido del método SRM.
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Finalmente, se determinaron los rendimientos de dos de los compuestos

confirmados (Tabla 9).

Tabla 9. Rendimientos de los compuestos cuantificados.

[ ]

[]

Calculada [ ] Calculada Porcentaje Porcentaje
Calculada
Compuesto por la por kg de en peso en peso de
en FT . .
curvade hojas en FT hojas secas
: . seca
calibracién secas
(-)-Epicatequina  228.081 ug 34.2 9.48 mg 3.41% 0.000948%
en1.5mL Mg/mg de
solucién de FT
FT
Rutina 292.988 ug 9.76 2.717 mg 0.975% 0.000271%
enlmL Mg/mg de
solucién de FT
FT
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5. DISCUSION

5.1.Evaluacion farmacolégica

La actividad vasodilatadora de las especies de Crataegus ha sido atribuida en
general a los compuestos fendlicos presentes en sus extractos. Dichos compuestos
son polares y por lo tanto, se encuentran en fracciones de mayor polaridad, como
lo es la de taninos (FT) extraidos del extracto metandlico de las hojas de esta planta.
Por eso, se decidi6 abordar de manera independiente los estudios quimicos y
farmacoldgicos de dicha fraccibn. Como se observa en la Figura 5, la fraccion de
taninos del extracto metandlico produjo un efecto vasodilatador mayor que el del
extracto metandlico que le dio origen, indicando una mayor concentracién de
compuestos vasodilatadores, entre los que se logro identificar, hasta este momento,
seis diferentes compuestos fendlicos, algunos de los cuales se habian caracterizado
en el género. Para esa identificacion, se utilizaron dos sistemas cromatograficos de
alta resolucién, con 2 detectores diferentes. Mediante el detector de ultravioleta-
visible (HPLC/UV-Vis), la identificacion se basé en los tiempos de retencion y los
espectros UV-Vis. Por su parte, con el detector de masas (HPLC-masas), se pudo
confirmar la identidad de 3 de los compuestos detectados mediante UV-Vis (la (-)-
epicatequina, la vitexina y la rutina). Sin embargo, el acido caféico que se consideré
presente en la fraccion a través del primer método no se pudo confirmar de manera
contundente en el método HPLC-masas. En este ultimo, se caracterizaron 3
compuestos mas, el acido clorogénico, la quercetina y el hiperésido, mediante el
analisis de los espectros de masas. En dicho espectro (Figura 11), se aprecia un

gran numero de compuestos que faltarian por identificar.

5.2. Actividad farmacoldgica de los compuestos identificados

En cuanto a las actividades de los compuestos caracterizados sobre el sistema
cardiovascular, se ha comprobado que todos ejercen efectos, en particular para
controlar la hipertension. La hipertension y la disfuncion endotelial han sido

asociadas con una reduccién de la sintesis y la disponibilidad del vasodilatador NO.
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Se ha corroborado de manera experimental que la (-)-epicatequina modula la
presion sanguinea, promoviendo el aumento y la restauracion de los niveles de NO
en la vasculatura. Dicho compuesto reduce la presion sanguinea y mejora la
vasorrelajacién en ratas espontaneamente hipertensas mediante un mecanismo

gue involucra el NO (Galleano y col., 2013).

Por su parte, la quercetina reduce de manera significativa la presion sanguinea
sistélica (-18%), asi como la diastolica (—23%), la media (-21%) y el ritmo cardiaco
(-12%) en ratas espontdneamente hipertensas, pero no en ratas normotensas, lo
cual es muy favorable para los consumidores de fuentes de este compuesto muy
ubicuo en plantas. Esos datos demuestran que la quercetina reduce la presion
arterial alta y la hipertrofia cardiaca y renal, sin ejercer efecto alguno en las ratas
normotensas (Duarte y col., 2001).

Aunque diferentes estudios clinicos llevados a cabo en poblaciones asiaticas han
demostrado que la ingesta de &cido clorogénico reduce de manera estadisticamente
significativa las presiones sanguineas sistélica y diastélica, se considera que la
variedad en los disefios experimentales hace necesarias evaluaciones a mayor
escala para alcanzar datos contundentes sobre los beneficios de este metabolito

(Onakpoya y col., 2015).

La vitexina forma parte de los metabolitos secundarios presentes en el muy famoso
extracto estandarizado WS 1442 preparado a partir de especies de Crataegus.
Dicho extracto es muy utilizado a nivel clinico para tratar principalmente la
insuficiencia cardiaca, pero también la hipertension (Holubarsch y col., 2018).
Coincidentemente, la vitexina ejerce per se un efecto hipotensor, aunque no
mediante una accion vasodilatadora, ni bloqueante de receptores adrenérgicos alfa
y beta, sino que dicho beneficio ha sido atribuido a su efecto diurético, a diferencia
de los compuestos anteriores (Al-jeboory y col., , 2006).
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La rutina ejerce efectos antihipertensivos, hipotensores y cronotropicos negativos.
Se sostiene que su actividad antihipertensiva podria ejercerse a través de la
inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (CE50 = 66.01 pg/mL), con la
cual se une de manera optima (Ganga et al., 2019).

Finalmente, al hiperdsido se le han atribuido efectos antiisquémicos y en general

cardioprotectores (Wang y col., 2018).

5.3.Identificacion y cuantificacion de los compuestos

Combinando dos métodos analiticos, se pudieron identificar seis compuestos
fendlicos (Tabla 7). Sélo 2 de ellos, que fueron identificados mediante HPLC/UV-Vis
pudieron ser cuantificados. El rendimiento en porcentaje de la (-)-epicatequina y la
rutina se muestra en la Tabla 9, tanto para la FT, como en las hojas de Crataegus
rosei. Podemos observar que ambos compuestos representan menos de 1% de un
kg de hojas secas. Esas cantidades pueden considerarse muy pequefias en
comparacion con las que se reportaron para otras especies del género. Edwards y
col. en el afio 2012 reportaron que para las hojas de Crategus monogyna, el
contenido de (-)-epicatequina es aproximadamente entre 1.35 a 21.78 mg/qg,
mientras que para las hojas de Crategus cueata, el contenido de rutina es de 0.1389
mg/g. La diferencia en cuanto a lo reportado es enorme. Sin embargo, el contenido
cuantificado en este trabajo no puede inferirse como el total en las hojas de
Crataegus rosei, debido a que se trabajé Unicamente a partir de la FT. Otras
fracciones polares, no pertenecientes a la FT, pudieran contener varios de esos
compuestos.
Todos los compuestos identificados en el presente trabajo también han sido
descritos en otras especies del género Crataegus (Kolodziej y col., 1984; Shahat y
col., 2002; Bahorun y col., 2003; Liu y col., 2010; Edwards y col., 2012) (Anexo A-
19).
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6. CONCLUSIONES

La fraccion de taninos (FT) objeto de este estudio relajé la aorta de manera
dependiente de la concentracion y se determind que posee una mayor eficacia que
el EM que le dio origen, lo cual puede atribuirse a la concentracion de los

compuestos fendlicos en dicha fraccidén y a la eliminacion de posibles antagonistas.

Se logro identificar a seis de los multiples compuestos fendlicos que componen la

FT, todos ellos con efecto vasodilatador.

Cinco de los compuestos identificados ejercen actividades hipotensoras, aunque a
través de diferentes mecanismos que pueden complementarse para reducir la

presidén sanguinea.

7. PERSPECTIVA

Una siguiente etapa con esta fraccién podria contemplar la caracterizacion quimica
de la mayoria de los compuestos no identificados, lo cual puede lograrse mediante
el estudio detallado de los espectros de masas, que a su vez puede ser
complementado con la separacion y la purificaciéon de dichos compuestos y su
elucidacion estructural a través del registro y andlisis de sus espectros de
resonancia magnética nuclear. Finalmente, se recomienda evaluar la actividad
vasodilatadora de los compuestos cuyos efectos en ese modelo biolégico no han
sido determinados, con la finalidad de buscar nuevos agentes antihipertensivos

naturales.
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A-1. Cromatograma del estandar hesperitina: columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1);
flujo: 0.8 mL por min (280 nm); Rt: 32.541 min.
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Minutes

A-2. Cromatograma del estandar rutina: columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 X
150 mm, 3.5 p); gradiente H.O acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1); flujo:
0.8 mL por min (280 nm); Rt: 27.064 min.
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A-3. Cromatograma del estandar acido cumarico: columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado
(999:1); flujo: 0.8 mL por min (280 nm).

AU

17.20 17.40 17.60 17.80 18.00 18.20 18.40 18.60 18.80 19.00 19.20 19.40 19.60 19.80 20.00 20.20 20.40 20.60 20.80 21.00 21.20 21.40 21.60 21.80 22.00 22.20 22.40 22.60 22.80 23.00 23.20 23.40 23.60 23.80 24.00
Minutes

A-4. Cromatograma del estandar acido caféico: columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado
(999:1); flujo: 0.8 mL por min (280 nm); Rt: 19.543 min.
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A-5. Cromatograma del estandar genisteina: columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1);
flujo: 0.8 mL por min (280 nm).
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A-6. Cromatograma del estandar quercetina: columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1);
flujo: 0.8 mL por min (280 nm).
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A-7. Cromatograma del estandar catequina: columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1);
flujo: 0.8 mL por min (280 nm).
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Minutes

A-8. Cromatograma del estandar apigenina: columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1);
flujo: 0.8 mL por min (280 nm).
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A-9. Cromatograma del estandar (—)-Epicatequina: columna Zorbax Eclipse XDB-

C

18 (4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado
(999:1); flujo: 0.8 mL por min (280 nm).
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A-10. Cromatograma del estdndar vitexina: columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(4.6 x 150 mm, 3.5 p); gradiente H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1);

flujo: 0.8 mL por min (280 nm); Rt: 25.597 min.
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Pico correspondiente a la

(-)-Epicatequina (estandar) (O)-Epicatequina en la ET
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A-11. Comparacion de los espectros UV-Vis para (-)-Epicatequina. C) espectro

UV-Vis del estandar (-)-Epicatequina; D) espectro UV-Vis del pico con Rt de 20.50
enla FT.

Pico correspondiente al acido

Acido caféico (estandar) caféico en la FT
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A-12. Comparacion de los espectros UV-Vis para el acido caféico. E) espectro UV-
Vis del estandar acido caféico; F) espectro UV-Vis del pico con Rt de 18.36 en la
FT.
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Rutina (estandar) Pico correspondiente a la rutina en
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A-13. Comparacion de los espectros UV-Vis para la rutina. G) espectro UV-Vis del

estandar rutina; H) espectro UV-Vis del pico con Rt de 27.53 en la FT.

Curva de calibracion de la rutina
300000

250000
y = 282.98x + 8290

R2=0.9967
200000

150000

Area

100000

50000

0 200 400 600 800 1000
[mg/mL]

A-14. Curva de calibracion para la rutina. El punto rojo que entra dentro de

la curva representa al pico correspondiente a la rutina en la FT.
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A-15. Concentracion de rutina calculada por regresion lineal.

30 mg/1 mL 91200 292.988 ug/mL de
solucion de FT

A-16. Regresion lineal para el calculo de los parametros de validacion de la rutina.

0 0 8290.3 8290.3 68729074.1
200 67804 64886.3 -2917.7 8512973.29
400 128490 121482.3 -7007.7 49107859.3
600 181305 178078.3 -3226.7 10411592.9
800 236995 234674.3 -2320.7 5385648.49

1000 284100 291270.3 7170.3 51413202.1

Tabla A-17. Parametros de validacion para la curva de calibracion de la rutina.

X" —y)?
n—2

Sx/y 5679.79
(Gao y col.,2018)
Donde n es el # de concentraciones
utilizadas para construir la curva.

Sx/ % 3
v
m
> (Gaoy col.,2018) 60.21
Donde m es la pendiente.
Sx/y * 5
-0 96.67

m
(Gaoy col.,2018)
Donde m es la pendiente.



A-18. Calculo detallado de la concentracion de la rutina en las hojas de Crataegus
rosei.

de rutina
[1mL sol de FT] [293 ,ug—] = 293 ug de rutina en 30 mg de FT

mL

[293 ug de rutina] 976 ua d " de FT
30myg = 9.76 ug de rutina/mg de

.76 mg de rutina
1gdeFT

[3.28 mg de rutina] mg de rutina

9
0.337gde FT [ ] = 3.28 mg de rutina

= 0.109
30 gde EM 0.10 g de EM

304 gde EM
1923 g de hojas de C.rosel

1 g de hojas de C.rosei ] = 0.158 g de EM

0.109 mg de rutina

0.158 g de EM[ ] = 0.0172 mg de rutina

1gde EM
0.158 g de EM [0.0172 mg de rutina ] — 0.00271 mg de rutina
' g de hoja de C.rosei 1gdeEM - g de hoja de C.rosei

0.00271 mg de rutina [
' g de hoja de C.rosei

1000 g
1kg

= 2.717 mg de rutina por cada kg de hoja de C.rosei

A-19. Identificacion en diversas especies del género Crataegus de los compuestos

encontrados en la FT.

Compuesto Especie de Crataegus Referencia
Crataegus oxyacantha Kolodziej y col., 1984
Crgtaegus pinnatifida var. Liuy col., 2010
major
Crataegus sinaica Shahat y col., 2002

(-)-Epicatequina  Crataegus scabrifolia
Crataegus azarolus var.
Aronia

Crataegus monogyna
Crataegus laevigata
Crataegus cuneata Edwards y col., 2012
Crataegus germanica

Edwards y col., 2012

Quercetina
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Acido clorogénico

Vitexina

Hiperdsido

Rutina

Crataegus azarolus var.
aronia

Crataegus microphyla
Crataegus monogyna
Crataegus pinnatifida var.
major

Crataegus scabrifolia
Crataegus pinnatifida var.
major

Crataegus monogyna
Crataegus germanica
Crataegus cuneata
Crataegus hupehensis
Crataegus laevigata
Crataegus monogyna
Crataegus microphyla
Crataegus pentagyna
Crataegus scabrifolia
Crataegus maximowiczii
Crataegus pinnatifida var.
major

Crataegus monogyna
Crataegus cuneata
Crataegus aronia var.
aronia

Crataegus brettschneideri
Crataegus hupehensis
Crataegus laevigata
Crataegus microphyla
Crataegus pentagyna
Crataegus scabrifolia
Crataegus xmacrocarpa
Crataegus azarolus var.
aronia

Crataegus cuneata
Crataegus hupehensis
Crataegus kansuensis
Crataegus laevigata
Crataegus monogyna
Crataegus scabrifolia
Crataegus anguinea
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Liuy col., 2010

Bahorun y col., 2003
Edwards y col., 2012

Edwards y col., 2012

Liuy col., 2010
Bahorun y col., 2003

Edwards y col., 2012

Edwards y col., 2012
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