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RESUMEN

Las plantas medicinales constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de
los paises en desarrollo y tienen una gran importancia en la medicina moderna..La
Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que mas del 80% de la poblacion
mundial utiliza rutinariamente la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades de atencion primaria de salud y que gran parte de los tratamientos
tradicionales implica el uso de extractos de plantas. Entre las enfermedades
atendidas de manera tradicional, se encuentran las cardiovasculares, las cuales se
han convertido hoy en dia en una epidemia en los paises de bajos y medianos
ingresos, incluyendo México. Aunque existen medicamentos manufacturados para
controlar dichas enfermedades, no todos los pacientes tienen acceso a ellos,
ademas de que algunos producen efectos secundarios de consideracion. Las
plantas medicinales, que son mas accesibles, constituyen una alternativa. Entre las
gue se usan para ese tipo de padecimiento, destacan las pertenecientes al género
Crataegus, 15 de las cuales se encuentran en México. De plantas del género,
existen extractos estandarizados elaborados.en otros paises, que se comercializan
en forma de fitomedicamentos, cuyos efectos benéficos e inocuidad han sido
comprobados. Debido al uso tradicional, se asume que la especie mexicana
Crataegus rosei tiene metabolitos secundarios con efecto vasorrelajante, y por lo
tanto, con potencial hipotensor. La presente propuesta consistio en evaluar la
actividad vasorrelajante del extracto metandlico de una muestra de las hojas de C.
rosei recolectada en Guanajuato y posteriormente caracterizar quimicamente
algunos de sus principios vasorrelajantes. Para la evaluacion farmacoldgica, se
utilizo el ensayo de aorta aislada de rata y para la parte quimica, se siguieron los
métodos fitoquimicos ‘convencionales, los cuales incluyeron tres de las
cromatografias y la Resonancia Magnética Nuclear. El extracto metandlico obtenido
(EM) de las hojas fue sometido a dos procedimientos de fraccionamiento primario,
los cuales proporcionaron por una parte un extracto libre de grasas, clorofilas y
taninos (EMLGT), y por otra, la porcion de taninos. El extracto original sin
fraccionamiento previo produjo per se una vasorrelajacion significativa de la aorta,
con una CEso de 55.49 [intervalo de confianza: 37.31 a 82.52] ug/mL y un efecto
maximo (Emax) de 78.01 + 3.03% de relajacién, con una potencia 6 veces menor que
la de la-ACh utilizada como control positivo [CEse = 8.6 (7.22 a 10.49) pug/mL; Emax
= 69.50 + 5.75%], mientras que el EMLGT relaj6 la aorta con una CEso de 7.2 [3.03
a 17.14] pg/mL, una potencia similar a la de la ACh (Emax = 66.95 + 6.59%). Los
estudios quimicos condujeron al aislamiento y a la caracterizacion estructural de
cuatro &cidos triterpénicos: el ursdlico, el euscapico (también conocido como
euscéfico), el 3-epicorosélico y el maslinico, cuyas actividades vasorrelajantes
(excepto para el epicorosélico) habian sido efectivamente reportadas por otros
autores. Estos compuestos han de contribuir de manera significativa al efecto
hipotensor que se atribuye a las hojas de esta planta.



ABSTRACT

Medicinal plants are important resources in the health systems of the developing
countries and are of great importance in modern medicine. The World Health
Organization has estimated that more than 80% of the world's population routinely
use traditional medicine to meet their primary health care needs and that much of
traditional treatments involve the use of plant extracts. Cardiovascular diseases, that
have reached an epidemic level in low- and middle-income countries, including
Mexico, are among those most commonly treated by medicinal plants. Although
there are conventional drugs to control these diseases, not all patients can provide
themselves with these drugs, and some produce considerable side effects.
Medicinal plants, which are more accessible, represent the other alternative. Among
those used for this type of conditions are species belonging to the genus Crataegus,
15 of which are found in Mexico. In fact, from plants of the genus, there are
commercial standardized extracts from other countries, which are marketed in the
form of phytomedicines, whose beneficial effects and safety have been proven. Due
to traditional uses, it is assumed that the Mexican Crataegus rosei has secondary
metabolites which possess relaxing effect and therefore hypotensive potential. The
current project aimed to assess the vasorelaxant activity of the methanol extract of
a sample of C. rosei leaves collected in Guanajuato and subsequently chemically
characterize some of its active principles. For the pharmacological evaluation, the
isolated rat aorta assay was used and for the chemical study, conventional
phytochemical methods were followed, which included chromatography techniques
and Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR). The methanol extract
obtained (EM) from' the leaves was subjected to two primary fractionation
procedures, which provided, on one hand, a chlorophylls and fats-free extract
(EMLGT), and onthe other, tannins. The original extract without prior fractionation
produced per se asignificant vasorelaxing effect on the aorta, with an CEso de 55.49
[confidence interval: 37.31 to 82.52] ug/mL and Emax = 78.01 + 3.03%, that was 6
times less potent than that of ACh, which was used as positive control [CEsp = 8.6
(7.2210.10.49) pg/mL and Emax = 69.50 + 5.75%], while the EMLGT relaxed the aorta
with an ECso = 7.2 [3.03 to 17.14] pg/ml and Emax = 66.95 + 6.59%, with a similar
potency than that of ACh. The chemical studies led to the isolation and structural
characterization of four triterpene acids [ursolic, euscapic (also known as
euscaphic), 3-epicorosolic and maslinic], whose vasorelaxant activities (except for
epicorosolic acid) had previously been confirmed by other authors. So these
compounds contribute significantly to the hypotensive effect attributed to the leaves
of this plant species.
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1. INTRODUCCION
La medicina tradicional representa una extensa variedad de terapias y practicas que
son diferentes entre paises y regiones. Es denominada también como medicina
alternativa o complementaria por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018).
Desde hace miles de afios, la medicina tradicional ha contribuido ampliamente a la
salud humana. Los productos naturales, entre ellos las plantas medicinales que
constituyen parte importante de esta contribucion, han mantenido su popularidad en
todo el mundo. En los paises industrializados, aproximadamente el 20% de las
prescripciones médicas son en base a plantas, las cuales, de hecho, representan
casi el 80% en la terapéutica en los paises en desarrollo. Por ejemplo, la terapia de
las enfermedades infecciosas se basa casi enteramente sobre los productos
naturales (Newman y Cragg, 2016). Las plantas-medicinales representan un area
de gran utilidad como materia prima para la obtencion de extractos o sustancias
naturales puras. De esa forma, estas sustancias puras y los extractos
estandarizados tienen gran relevancia para la terapéutica (Bermadez y col., 2005).
Aunque en cierto momento del siglo pasado hubo una explosion de sustancias
sintéticas y su uso terapéutico, relegando a segundo plano los productos naturales,
la medicina tradicional ha resurgido a partir de la década de 1990 en varios paises
desarrollados y en desarrollo, debido a multiples factores. Por ejemplo, la mayor
parte de la poblacion de los paises en desarrollo no tiene acceso a los
medicamentos. industrializados; esto justifica el amplio uso de las plantas
medicinales en esos lugares, ya que en muchas ocasiones es el Unico recurso
terapéutico disponible. De los recursos empleados en dicha medicina, las plantas
medicinales se usan cada vez mas. Otros factores que han incidido en el interés por
los productos naturales incluyen las limitaciones en sintesis organica, sobre todo
cuando se trata de generar compuestos con centros quirales especificos. Ademas,
aunque algunos de los productos naturales han sido toxicos, los efectos indeseables

de compuestos sintéticos han sido mas relevantes.



Desde épocas antiguas, en la medicina tradicional se han utilizado las hojas y las
flores de plantas del género Crataegus para tratar afecciones relacionadas con la
funcion cardiacay nerviosa. También estos 6rganos vegetales han permitido regular
la presion arterial, palpitaciones, irritabilidad y agotamiento. En el siglo |, Dioscorides
nombra por primera vez a Crataegus como remedio cardiotdnico y en el siglo XIX
se documentd en el continente americano el uso de Crataegus para el tratamiento
de distintas enfermedades del corazén, angina de pecho, para potenciar el efecto
de Digitalis, o0 en casos de latidos cardiacos irregulares cuando Digitalis no es
tolerado; también se indica su uso como preparacion ténica para el corazén y para
regular la circulacion. Se menciona también para el tratamiento de arteriosclerosis
y neurosis cardiaca de dispépticos. Hoy en dia, en la Union Europea, Crataegus
monogyna, reconocida por su uso tradicional para aliviar sintomas de molestias
cardiacas temporales como palpitaciones, latidos cardiacos adicionales percibidos
debido a ansiedad leve y para el alivio de sintomas leves de trastorno mental, estrés

y para ayudar a dormir (Abuashwashi y col., 2016).

El presente proyecto tuvo como meta contribuir al conocimiento de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto metandlico de una muestra de las hojas de
Crataegus rosei colectadas en el Estado de Guanajuato y corroborar si el extracto,
y eventualmente alguno de los compuestos aislados, tienen efecto vasodilatador
sobre la aorta aislada de rata pre-contraida, como potenciales agentes hipotensivos
para pacientes con ese padecimiento, lo cual ayudaria mucho para evitar o aminorar

las complicaciones cardiovasculares posteriores.



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades cardiovasculares

2.1.1 Definicion y epidemiologia

Las enfermedades cardiovasculares (EC) son un conjunto de alteraciones del
corazoén y de los vasos sanguineos. En los Ultimos afios, estas enfermedades han
tenido un impacto significativo sobre la morbilidad y la mortalidad. en diferentes
partes del mundo. Segun la OMS, las enfermedades cardiovasculares representan
la causa principal de muerte a nivel mundial (OMS, 2015).

En México, estudios recientes del INEGI reportaron 703,047 defunciones en
el afo 2017, de las cuales las enfermedades cardiovasculares representaron la
primera causa en nuestro pais, correspondiendo a un total de 141,619 defunciones,
lo cual representa un 20.1% a nivel nacional. Cabe mencionar que del total de estas
muertes, 101,877 se debieron a enfermedades isquémicas, esto es un 71.9%,
seguida por las hipertensivas con 23,215 casos (16.4%) y 15,763 defunciones se
relacionan con problemas de la circulacion pulmonar y otras enfermedades del
corazén con un 11.1%, y por Ultimo, a la fiebre reuméatica aguda y enfermedades
cardiacas reumaticas cronicas, les correspondié en conjunto el 0.6% con 764
defunciones (Figura-1) (INEGI, 2018).

2.1.2 Factores de riesgo

Las enfermedades cardiovasculares pueden ser ocasionadas por diversos
factores, entre los que sobresalen la edad y el sexo como no modificables (Baena-
Diez 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 causa un efecto téxico directo sobre el
endotelio vascular, ya que provoca trastornos del metabolismo de los lipidos y
estimula una respuesta inflamatoria por los macrofagos (Hernandez-Escolar y col.,
2010).



Enfermedades
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23215
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Figura 1. Defunciones por enfermedades del corazén (INEGI, 2018).

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-Escolar y col., 2010). El término
factores de riesgo cardiovasculares puede utilizarse en dos sentidos: el primero y
mas extenso, que engloba a aquellos factores que se cree benefician el desarrollo
y aparicion de lo que denominamos enfermedad cardiovascular; y el segundo que
es aplicable exclusivamenge a factores relacionados con cardiopatia coronaria.
Segun A. Jeremiah Stambler, a quien se le atribuye la primera mencion del término
de factores 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-Jiménez, 2003).



2.1.3 Principales enfermedades cardiovasculares

2.1.3.1 Hipertension arterial sistémica

La hipertension también conocida como presion arterial alta, se define como
la presion arterial sistélica mayor a 140 mm de mercurio (mm Hg) y una presién
diastélica mayor a 90 mm Hg (Hackfort y Mishra, 2016).

La hipertension desarrolla un estrés excesivo en la vasculatura (Hackfort y
Mishra, 2016), lo cual representa uno de los principales factores de riesgo para
desarrollar enfermedad cardiovascular, cerebrovascular e insuficiencia renal, siendo

estas, importantes causas de muerte en México (Saturno-Chiu, 2017).

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 hipertension arterial (Franco-Diez, 2013).

2.1.3.2 Cardiopatia isquémica

La isquemia ocurre cuando el aporte de oxigeno es insuficiente debido al flujo
sanguineo inadecuado (Fox, 2014 y Moreu-Burgos y Macaya-Miguel, 2007). La
aterosclerosis de las arterias coronarias es el origen mas frecuente de isquemia
miocardica (Fox, 2014).

Existen dos tipos de isquemia miocardica, la irreversible y la reversible. La
irreversible presenta tres tipos de muerte celular: la necrosis, la apoptosis y la
autofagia, mientras que en la reversible, la restauracion de la funcién de las células
cardiovasculares esta determinada por factores como el restablecimiento temprano
del flujo sanguineo coronario y fendmenos de pre- y pos-acondicionamiento

isquémico (Moreno y Portillo, 2016).



2.1.3.3 Aterosclerosis

El término aterosclerosis deriva del griego athero, que significa cera o
engrudo, que representa el nlcleo en la base de la placa aterosclerética, y sclerosis
que significa endurecimiento o induracion, refiriéendose a la capa fibrosa de
plaquetas en el borde luminal. A pesar de que aln no se ha definido una idea precisa
de su definicidn, la explicacién etimolégica refiere una idea global del concepto de
aterosclerosis. Aterosclerosis se define entonces como una enfermedad
multifactorial cronica que dafa al endotelio vascular de arterias de mediano y gran
calibre, asi como también areas de ramificacion, o como rumen, es considerada una
endoteliopatia crénica inflamatoria y degenerativa (Saturno-Chiu, 2017). La
prevalencia de esta enfermedad es igual en ambos sexos (Crawford y col., 2007).

2.1.3.4 Angina de pecho

La angina de pecho se define como uncuadro doloroso, que se produce por
déficit de oxigeno y por el alto consumo del miocardio; esto se debe a la oclusion
de una arteria coronaria o de una estenosis grave (Levine, 2014). La localizaciéon de
la angina de pecho esternal o subesternal abarca todo el pecho y puede diseminarse
hacia el cuello, epigastrio, mandibula o brazos (Saturno-Chiu, 2017). En la
cardiopatia isquémica, la angina de pecho es la expresion clinica mas frecuente y
la manifestacion-inicial de la enfermedad coronaria en aproximadamente 50% de
los pacientes (Aguilar-Souto y Gonzalez-Juanatey, 2010).
Los pacientes refieren al dolor como una opresion en el pecho o dolor toracico
(Levine, 2014), utilizando los adjetivos asfixiante, apretado, ardoroso y pesado,
ocasionalmente punzante variando con la posicion y la respiracion (Saturno-Chiu,
2017). El malestar puede encontrarse en una region del tamafio del pufio o aun mas

extenso (Levine, 2014).

2.1.3.5 Insuficiencia cardiaca
La insuficiencia cardiaca se define como un sindrome clinico que abarca un

conjunto de signos y sintomas secundarios a una alteracion, ya sea organica hasta



funcional del corazén. Esto puede ser ocasionado por una disminucion del gasto
cardiaco o por aumento de la presion intracardiaca. Cabe mencionar que estas
alteraciones pueden ocurrir inducidas por esfuerzo o hasta en mismo reposo. Este
sindrome representa el estado final de algunas afecciones al corazén. La
insuficiencia cardiaca consecuente presenta un alto riesgo de muerte, si. no-se

corrige a tiempo (Saturno-Chiu, 2017).

2.1.3.6 Infarto al miocardio

El infarto agudo al miocardio se define como la existencia de é&reas de
necrosis cardiaca en la anatomia patolégica, 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 formacién 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 0 ayudan a que se genere la trombosis como anemia
de células falciformes, estados de hipercoagulabilidad, inhalacion de monoéxido de
carbono, entre otros (Franco-Diez, 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 mafiana, al levantarse. Sus sintomas incluyen dolor epigastrico,
infarto de localizacion inferior, disnea o sincope, sin presentarse dolor toracico

previo (Franco-Diez, 2013).

2.2 Estructura y funcién de los vasos sanguineos
La principal funcion 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



metabdlicos, transmision de sefiales hormonales e interaccion del sistema inmune
a los tejidos (Daneman y Prat, 2015).
La estructura de los vasos sanguineos se compone de tres capas: la tanica

intima, la tinica media y la tunica adventicia (Seidelmann y col., 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la pared arterial (Zhao y col., 2015).

La tdnica intima o capa interna esta constituida por una capa de células
endoteliales (Seidelmann y col., 2014). Estas células recubren el interior de los
vasos sanguineos y tienen un papel fundamental en la regulacion del tono vascular.
La tunica media esta compuesta por fibras elasticas, las cuales son secretadas por
las células del musculo liso y estan distribuidas en arterias grandes conocidas como
arterias elasticas. En caso de las arterias musculares, la tinica media esta formada
por células musculares lisas, con fibras elasticas diseminadas y fibras de colageno
(Carvajal-Carvajal, 2017). La tanica adventicia, también conocida como tunica
externa, se compone de fibroblastos, nervios (Seidelmann y col., 2014) y tejido

adiposo perivascular. Estos componentes estan relacionados con el desarrollo y



remodelacién vascular, trafico de células inflamatorias e intercambio de sefiales

entre el vaso sanguineo y el tejido en el que se encuentran (Zhao y col., 2015).

2.2.1 Endotelio

El endotelio esta constituido por células que forman la superficie interna de
los vasos sanguineos, como capilares, venas y arterias (Pereira-Vatanabe y col.,
2017; Carvajal-Carvajal, 2017). En un adulto, aproximadamente de 1 a 6 x 10%®
células componen el endotelio, con un peso de alrededor de 1 kilogramo y cubriendo
un area de 1 a 7 m? (Carvajal-Carvajal, 2017). Estas células separan la sangre de
los tejidos y a su vez presentan amplias funciones como la regulacion del flujo
sanguineo y la perfusion tisular a través de modificaciones en el diametro y tono
vascular (Carvajal-Carvajal, 2017). El endotelio .cumple también una funcion en la
regulacion del tono vascular; esto lo hace mediante la liberacion de agentes
vasodilatadores y agentes vasoconstrictores (Basri y col., 2018). A continuacion se

mencionan algunos de estos agentes.

2.2.1.1 Factores constrictores derivados del endotelio

El endotelio produce los factores constrictores mas poderosos de
vasculatura, como son la endotelina 1 (ET-1) y la angiotensina Il (Ang Il) (Bernatova,
2014). Estos factores juegan un papel crucial en la patogénesis de muchas

enfermedades cardiovasculares (Planes y col., 2019).

2.2.1.1.1 Endotelina-1

En el afio 1988, se aislé por primera vez la endotelina (ET-1), la cual existe
en-tres isoformas: ET-1, ET-2 y ET-3 (Chen y col., 2019). La ET-1 es un péptido
compuesto por 21 aminoacidos y usualmente es producida en el endotelio, pero
también por células musculares lisas vasculares, cardiomiocitos, macréfagos,
leucocitos y fibroblastos. La isoforma ET-1 es la mas predominante y tiene mayor

efecto vasoconstrictor (Finch y Conklin, 2016).



Existen 2 tipos de receptores de la ET-1: el receptor ETa y ETs. Estos dos
receptores estan acoplados a proteinas G. Se puede encontrar el receptor ETa en
células del musculo liso vascular y en cardiomiocitos, generando una respuesta
contractil mediante el aumento de calcio citosélico (Finch y Conklin, 2016). Este
resultado se obtiene de la unién de la ET-1 con su receptor ETa en el sarcolema de
la célula del musculo liso vascular, activando la fosfolipasa C (PLC), lo cual activa a
su vez la hidrdlisis de los lipidos de inositol, produciendo dos segundos mensajeros:
1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a su receptor en
la superficie del reticulo sarcoplasmatico. Gracias a esta union, se libera el calcio
hacia el citosol, dando como resultado un aumento de calcio inicial y transitorio, que
produce la activacion de la cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK) y de Rho-
cinasa, que a su vez fosforila e inactiva la fosfatasa de cadena ligera de miosina
(MLCP). Por lo tanto, el aumento de la actividad de MLCK y la disminucion de la
actividad de MLCP conducen a la vasoconstriccion (Flores-Valdez, 2013; Cau,
Evora y Tostes, 2018). Por su parte, el receptor ETg se localiza en células
endoteliales, epiteliales, endocrinas y-nerviosas vasculares. Dicho receptor produce
la liberacion de vasodilatadores como el oxido nitrico (NO), a través de la
estimulacion de la via AKT, ya que fosforila a la enzima 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) (Chen y col., 2019; Finch y Conklin, 2016). El receptor ETg
presenta un subtipo, el ETgz, y aunque no se localiza en toda la vasculatura, produce
vasoconstriccion. Se dice que la ET-1 es el vasoconstrictor mas potente y al unirse
a ETa, es 100 veces mas potente, en comparacion con la norepinefrina (Finch y
Conklin, 2016).

2.2.1.1.2 Angiotensina ll

La angiotensina Il es un octapéptido del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS) y es un potente vasoconstrictor (Busse y col., 2017). Cumple
grandes funciones en la fisiologia cardiovascular, neurolégica, renal y también esta
relacionada con el mantenimiento de la presién arterial, sensacién de sed,

respuestas al reflejo de barorreceptores, entre otros; sin embargo, conlleva algunas
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fisiopatologias del sistema cardiovascular (Busse y col., 2017), como la
hipertension, la aterosclerosis (Sato y col.,, 2018), la hipertrofia cardiaca, la
remodelacion ventricular miocardica y una elevacioén en la presion arterial (Bussard
y Busse, 2018).

La renina, que se secreta en el aparato yuxtaglomerular del rifidn, transforma
el angiotensindgeno producido en el higado, en angiotensina | (Ang |), la cual es
convertida en angiotensina Il por la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
Esto sucede en el endotelio de los pulmones, pero de igual forma también en el
plasma, lecho vascular de rifiones, corazon y cerebro (Bussard y Busse, 2018).

Se conocen cuatro tipos de receptores de angiotensina: AT1, ATz, ATz y ATa
(Sato y col., 2018). Cuando la Ang Il se une a los receptores AT, produce
vasoconstriccion, inotropia y remodelacion cardiaca, potenciacion del sistema
nervioso simpatico, liberacion de vasopresina'y regulacion del mecanismo de sed
(Bussard y Busse, 2018). EI mecanismo por el cual ocurre la vasoconstriccion
mediada por la angiotensina es el siguiente: el receptor ATi, por medio de la
Proteina Gq, activa la isoforma B de la fosfolipasa C (PLCPB), disparando la
secuencia de inositol-trifosfato, calcio intracelular, union calcio-calmodulina y
activacion de ATPasas y cinasas que median la respuesta celular. También cuando
se activa la PLCB 'y la fosfolipasa D, se induce la formacién de diacilglicerol y la
activacion de la proteincinasa C. En células cromafines, ganglio simpatico o
miocardio, la angiotensina Il produce despolarizacion y entrada de Ca?* a través de

canales de Ca?* dependientes de voltaje (Fl6rez, 2014).

Por otro lado, la activacion de los receptores AT; produce la estimulacion de
la fosfolipasa A2 y libera eicosanoides. Por ejemplo en los tejidos suprarrenal, renal
o hepatico, el receptor de angiotensina Il estd acoplado negativamente a la adenilato
ciclasa mediante una proteina G inhibidora (Gi), lo cual reduce la actividad de la

proteincinasa A (Florez, 2014).
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2.2.1.2 Factores relajantes derivados del endotelio (FRDE)

En el endotelio, se liberan factores como el oOxido nitrico (NO) y la
prostaciclina (PGl2), que son conocidos como factores relajantes derivados del
endotelio (FRDE). De igual modo, se consideran los FRDE al sulfuro de hidrogeno
y a los factores hiperpolarizantes derivados del endotelio (Loh y col., 2018). Los
FRDE son fundamentales para modular el tono vasomotor en microvasos y cabe
mencionar que factores de hiperpolarizacion derivados del endotelioy el NO
comparten la funcion de mantener la relajacion vascular (Dunn y-Das, 2017).

2.2.1.2.1 Prostaciclina (PGlz)

Dentro de los factores relajantes del endotelio, la prostaciclina (PGl3) fue la
primera en ser descubierta (Bernatova, 2014). La PGI, también es conocida como
prostaglandina 1> (Loh y col., 2018) y algunas de sus funciones incluyen la
vasodilatacion, la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la adhesion celular y
gastroproteccion (Pluchart y col., 2017).

La prostaciclina se sintetiza en-el endotelio (Loh y col., 2018; Pluchart y col.,
2017) a partir del acido araquiddnico (AA) que es liberado en el citosol; éste es
convertido por la ciclooxigenasa en prostaglandina H> (PGH2) y por ultimo, la
prostaciclina sintetasa cataliza la descomposicion de PGH; a PGI». La prostaciclina
se une al receptor IP y como este receptor estd acoplado a la proteina Gs con
subunidad aq, la cual une trifosfato de guanosina (GTP) y estimula a la adenilato
ciclasa (AC), que convierte el trifosfato de adenosina (ATP) en 3',5'-monofosfato de
adenosina ciclica (AMPc). Esta cadena de eventos activa la PKA, la cual produce

un efecto vasodilatador (Loh y col., 2018).

2.2.1.2.2 El sulfuro de hidrogeno (H2S)

Fue descubierto en el afio de 1777 como un gas incoloro, con un olor
caracteristico a “huevo podrido”. Se creia que era una sustancia téxica que se
encuentra en el gas de alcantarillado, gas de pantano y en la descarga volcanica

(Hackfort y Mishra, 2016). A pesar de ello, logré ser reconocido por su importancia
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citoprotectora y pleiotropica que tiene en varios tejidos de mamiferos. El sulfuro de
hidrégeno es sintetizado por algunas enzimas como la cistationina-y-liasa (CSE), la
cistationina-p-sintasa (CBS) y la 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MT) con
ayuda de la cisteina aminotransferasa (aspartato aminotransferasa) (Kram y col.,
2013). Las enzimas cistationina-y-liasa (CSE) y la cistationina-p-sintasa (CBS) se
expresan en tejidos especificos. Por ejemplo, la CBS se localiza en el sistema
nervioso y la CSE se localiza en diferentes tejidos vasculares y en el corazén (Wang,
20009).

La activacion de los receptores de acetilcolina activa a su.vez la enzima CSE
dependiente de Ca?*/calmodulina. Esta enzima promueve la sintesis de sulfuro de
hidrogeno a partir de L-cisteina. El sulfuro de hidrégeno puede activar la ruta
PI3K/Akt, lo que conduce a la fosforilacion de la eNOS y al aumento de la actividad
de eNOS. Por otro lado, el sulfuro de hidrégeno tiene efecto inhibidor de
fosfodiesterasa tipo 5 (PDES), por lo tanto impide la degradacion de GMPc. La
elevacion de los niveles de GMPc activa a su vez la PKG, provocando de esta forma
la angiogénesis y la vasorrelajacion dependiente de endotelio (Coletta y col., 2012).

Todo esto expresa una relacién de cooperacion entre las dos vias (NO y H»S).

2.2.1.2.3. Oxido nitrico (NO)

El oxido nitrico es un gas soluble (Tousoulis y col., 2012). Existen cuatro
isoenzimas, conocidas como Oxido nitrico sintasas, que sintetizan el 6xido nitrico.
Estas son las siguientes: la neuronal (nNOS), la inducible (iNOS), la mitocondrial
(mtNOS) y la endotelial (eNOS) (Bernatova, 2014).

La produccion de 6xido nitrico que se lleva a cabo en el endotelio ocurre con
ellaumento de la concentracion de calcio en el citosol, lo cual favorece la formacion
del complejo calcio-calmodulina. Este complejo activa la enzima eNOS (Loh y col.,
2018), convirtiendo L-arginina a éxido nitrico y L-citrulina (Pandolfi y De Filippis,
2007). Por otra parte, se puede activar la eNOS de manera independiente de calcio:
las proteinas cinasas A (PKA) y proteina cinasa B (Akt) activan eNOS al fosforilar

Serll177 en respuesta a varios estimulos (Zhao y col., 2015).
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El 6xido nitrico originado del endotelio se difunde en las células del musculo
liso vascular, activando la cascada de sefalizacion de la guanilato ciclasa soluble
(GCs) (Loh y col., 2018; Pandolfi y De Filippis, 2007), ya que se ha reportado que
ésta es la receptora del 6xido nitrico. Cuando se activa la GCs, se libera un segundo
mensajero, el monofosfato de guanosina ciclica (GMPc), el cual activa la proteina
cinasa dependiente de GMPc (PKG); lo cual lleva a una disminucién de calcio
intracelular, produciendo vasorrelajacion (Bernatova, 2014).

Algunas de las funciones del 6xido nitrico son importantes en el sistema
cardiovascular, como por ejemplo la supresion de la inflamacién y de la adhesion
celular en los macrovasos, la inhibicion de la trombosis que favorece el flujo
sanguineo, la limitacion de la vasoconstriccion y la remodelacion de la pared del
vaso. En los microvasos y capilares, el 6xido nitrico, acompafiado de los factores
de crecimiento, impulsa la angiogénesis (formacion de nuevos vasos) (Ghimire y
col., 2017). Ademas, el NO también realiza funciones en el sistema nervioso e
inmunologico; por ejemplo, ayuda a regular la motilidad gastrointestinal y apoya a
los mecanismos de defensa contra algunas infecciones y tumores (Zhao y col.,
2015).

2.3 Género Crataegus

2.3.1 Taxonomia del género Crataegus

A-la fecha, existen datos dispersos sobre el numero de especies de
Crataegus a nivel mundial. La dificultad de su identificacién se debe en parte a la
frecuente hibridacion entre diferentes especies. Por esta razon, es particularmente
notorio el cambio de nombre para la misma especie. Por ejemplo, Crataegus
pubescens ha pasado a denominarse C. mexicana Yy, recientemente, se ha ido
sosteniendo, sin que esté muy claro, que es la misma especie que hoy en dia se
conoce como C. gracilior. En México, la taxonomia de este género no esta bien

determinada, ya que solo se cuenta con dos estudios relacionados con la

14



identificacion de las especies nativas, el primero del siglo XX descrito por Eggleston
y el més reciente propuesto por Phipps. Sin embargo, todas comparten las especies
de este género que se conocen en México con el nombre comun de “tejocote”
(NUfez-Colin y Hernandez-Martinez, 2011), nombre que proviene del nahuatl “tetl-
xocotl”, que significa fruta agria salvaje o dura (Garcia-Mateos y col., 2013). El
namero total de especies del género se ha estimado en 140 por algunos autores
(Phipps Yy col., 2003), mientras que otros reportan hasta 300 especies (Tassell y col.,
2010). De las existentes, se ha mencionado que 95 de ellas se localizan en el
continente americano, de las cuales 15 se encuentran en México (Lépez-Santiago
y col., 2008).

2.3.2 Distribucion geografica del género Crataegus

Se ha descrito que las especies de Crataegus se encuentran en 20 estados
de la Republica Mexicana, en altitudes que van de los 400 a los 3000 metros sobre
el nivel del mar, en clima humedo, semiseco y seco. Se localizan en las zonas
montafosas de la Sierra Madre Oriental entre los estados de Tamaulipas, Coahuila
y Nuevo Leodn hasta las zonas altas de Veracruz, la Sierra Madre Occidental que
abarcaria desde la sierra de Durango en la frontera con Sinaloa hasta la sierra
Tarahumara en Chihuahua y hasta el estado de Jalisco; en la Sierra Madre del Sur,
se localizan en la Sierra de Oaxaca y los altos de Chiapas; en el Eje Neo-Volcanico
gue abarca desde las zonas altas de Veracruz en la frontera con Puebla hasta las

zonas montafiosas de Jalisco (Banderas-Tarabay y col., 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion en México de especies de Crataegus (Banderas-Tarabay y
col., 2015).

Con base en los estudios realizados en el afio 1909 por Eggleston, en 1990 por
Phipps y colaboradores, en 1997 por Phipps, en el 2000 por McVaugh y en el 2003
por Phipps y colaboradores, actualmente la taxonomia del género mexicano se
clasifica en seis series: Serie Parvifoliae, Serie Mexicanae, Serie Crus-galli, Serie
Madrenses, Serie Greggianae, Serie Baroussanae, de las cuales Crataegus rosei
Eggleston pertenece a la serie Crus-galli, teniendo dos supespecies: C. rosei
subespecie parryana, la cual se puede encontrar en Tamaulipas, San Luis Potosi,
Nuevo Leon e Hidalgo y C. rosei subespecie rosei que presenta tres variedades
botanicas: C. rosei subespecie rosei var. rosei, que se localiza en Chihuahua,
Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Nayarit, Nuevo Ledn, Querétaro, San Luis
Potosi, Sinaloa y Tamaulipas, C. rosei subespecie rosei var. mahindae encontrada
en San Luis Potosi, Nuevo Ledn y Tamaulipas y por ultimo, C. rosei subespecie
rosei var. amoena, localizada en Coahuilay Nuevo Ledn (Nufiez-Colin y Hernandez-
Martinez, 2011).
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2.3.3 Descripcion botéanica del género Crataegus

Se describe al género Crataegus como arbustos florecientes, carnosos o
arboles pequefios que son originarios de regiones templadas del norte, las cuales
engloban areas de Norteamérica, Europa y Asia (Lund y col., 2017). La mayoria de
las hojas de las especies de Crataegus miden de 15 mm a 5 cm de largo; son lisas,
anchas u ovaladas y cuentan con bordes dentados de tres a siete I6bulos. Sus flores
se desarrollan en racimos de 5 a 12, con rangos de color blanco a rosa o rosa a
rojo. Las frutas, conocidas también como bayas de espino, son de color verde
cuando brotan, sucesivamente se pintan de un color rojo brillante'y después de un
rojo intenso (Kumar y col., 2012).

La especie rosei se destaca por su extenso grupo endémico y variabilidad de
todas las especies mesoamericanas de Crataegus. También tiene una enorme
variacion morfoldgica, principalmente en color, forma de la fruta y margen de la hoja,
por lo tanto, existe una gran polémica sobre el grupo de esta especie. En 1909,
Eggleston describe a Crataegus rosei como fruta roja, como se aprecia en la Figura
4 (Piedra-Malagon y col., 2016).

Figura 4. Frutos de Crataegus rosei (Piedra-Malagén y col., 2016).

2.3.4 Composicion quimica del género Crataegus
Las hojas, frutas, raices y ramitas de Crataegus contienen muchos

nutrientes, incluyendo proteinas, grasas, fibra dietética, vitaminas y muchos
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metabolitos secundarios con actividad biologica benéfica para los humanos (Zhao y
col., 2017). Enlos estudios quimicos de Crataegus, se ha demostrado el contenido
guimico de por lo menos 27 especies distintas y dos hibridos provenientes de Asia,
Europa y Norteamérica. Se han identificado 49 flavonoides distintos, 5 acidos
hidroxicinamicos, 6 azucares, 10 &cidos organicos o fendlicos, 26 terpenos y 56
componentes del aceite esencial (Edwards y col., 2012). Se ha sostenido que las
flavonas se sintetizan como respuesta al estrés ambiental, asi como defensa contra
depredadores y patégenos (Zhao y col., 2017).

Los compuestos sintetizados por flores, hojas y bayas son fitoquimicamente
parecidos, pero solo son distintos en su proporcién de flavonoides especificos y
procianidinas presentes. Las flores contienen un elevado nivel de flavonoides,
mientras que en las hojas se encuentran los mas altos niveles de procianidinas
oligoméricas (Tassell y col., 2010), siendo éstas ultimas los constituyentes mas

importantes del género (Wang y col., 2013).

2.3.4.1 Procianidinas oligoméricas
En las plantas, se llevan a cabo reacciones de oxidacion donde las catequinas
y epicatequinas suelen participar para formar dimeros, trimeros y estructuras

oligoméricas, nombradas procianidinas (Figura 5).

Como se observa, quimicamente son macromoléculas formadas por la
condensacion de flavanonas [en esta Figura, la (-)-epicatequina], las cuales son
ejemplos.de la proantocianidina mas grande y taninos condensados (Nabavi y col.,
2015). Las proantocianidinas se pueden catalogar dependiendo de la union de las

unidades de flavan-3-ol.

Por ejemplo, si las unidades de flavan-3-ol se unen a través de C4 — C6 y/o C4 —
C8, entonces catalogamos a las proantocianidinas de tipo B y las de tipo A, en las
gue los flavan-3-oles se unenen 2 —- O — 7 0 28 — O — 5 (Hellenbrand y col.,
2015).
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Figura 5. Estructura de una procianidina trimérica de la (-)-epicatequina (Wang y
col., 2013).

Las procianidinas se pueden clasificar en oligoméricas y poliméricas. Las
oligoméricas contienen en su estructura de 2 a 6 unidades de flavanol, mientras las
poliméricas cuentan con mas de 6 unidades de flavanol (Svedstrom y col., 2002).
En algunas especies del género Crataegus, se aislaron y cuantificaron algunas
procianidinas como los dimeros B2, B4 y B5, el trimero C1, el tetrdmero D1 vy el
pentamero E1 (Figura 6). Estas procianidinas son ejemplos de proantocianidinas de
tipo B (Svedstrom'y col., 2002; Edwards y col., 2012 y Nabavi y col., 2015).

2.3.4.2 Flavonoides descritos en el género Crataegus

Los flavonoides son de gran importancia para los tejocotes, ya que les
ayudan a proporcionar su pigmentacion, los protegen contra los rayos solares y los
agentes patogenos. Pero los flavonoides no son esenciales para la supervivencia
del “tejocote”. Sus concentraciones dependen principalmente de factores
ambientales, como el estrés hidrico, intensidad solar y el tipo de terreno (Banderas-
Tarabay y col., 2015).
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Figura 6. Estructuras de algunas procianidinas reportadas en el género.

Estos compuestos se subdividen en varias clases, como flavonoles,

flavononas, flavanos, antocianidinas, isoflavonas, neoflavonas y chalconas (Nabavi

y col., 2015).
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En las especies de Crataegus, se han identifican principalmente los flavonoides
como vitexina, apigenina, luteolina y sus derivados, por ejemplo, vitexina-2"-O—
ramnoésido y acetilvitexina-2"-O—ramnésido. En las flores, se concentran los
glicésidos de flavonol y en las hojas, derivados de flavona y polimeros de (-)-
epicatequina y (+)-catequina (Edwards y col., 2012; Yang y Liu 2012). También se
han encontrado algunos glicésidos de flavonol como la quercetina, el kaempferol, la
sexangularetina (8-metoxikaempferol), el hiperdsido, la isoquercitrina, la rutina
(Yang y Liu, 2012). Algunos ejemplos de flavonoides se encuentran.en la Figura 7.
Con respecto a Crataegus mexicana, se han detectado algunos flavonoides como
la quercetina y sus derivados glicosilados (Figura 7) (Banderas-Tarabay y col.,
2015).

OH O

Kaempferol

R = H: Quercetina
R = Azucares (glicésidos)

Figura 7. Estructuras de algunos flavonoides representativos del género

Crataegus.

21



2.3.4.3 Terpenos identificados en el género Crataegus

Los terpenos estan presentes en todas las plantas. Esos metabolitos actian
como toxinas, repelentes y atrayentes. Los estudios realizados cuantificaron
terpenos en Crataegus pinnatifida como el acido oleandlico y el acido ursolico
(Figura 8); asi mismo se cuantificaron glucésidos monoterpénicos de las hojas de
Crataegus pinnatifida (Edwards y col., 2012).

En otras especies de Crataegus, se han aislado los acidos corosdlico,
euscapico, betulinico y el butirospermol (Edwards y col., 2012; Nabavi y col., 2015).

Acido oleandlico

Acido ursélico

Figura 8. Estructuras de los acidos oleandlico y ursélico (Edwards y col., 2012).

2.3.4.4 Azucares y alcoholes derivados de azucares identificados en Crataegus

En las hojas de Crataegus, se producen los azlcares, que son transportados
a las vacuolas y a los espacios libres de la fruta en su desarrollo. Los azUcares
cuantificados en los frutos de Crataegus son glucosa, sacarosa, fructosa y xilosa.
Han sido cuantificados también alcoholes de azucares como el mio-inositol y el
sorbitol, siendo éste ultimo el mas importante en los frutos de Crataegus por ser el
principal azucar traslocante. En frutos de Crataegus, la fructosa es el azlicar de
mayor abundancia, mientras que la glucosa, sacarosa y xilosa se encuentran en

menor cantidad (Edwards y col., 2012).
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2.3.5 Efectos farmacolégicos del género Crataegus

En la medicina tradicional, el género Crataegus se destaca por su utilidad
para tratar enfermedades cardiovasculares (Rastogi y col., 2016), pero también se
ha utilizado para tratar otros padecimientos como la diarrea, el insomnio, las
enfermedades de la vesicula biliar y problemas respiratorios (tos, gripe, bronquitis,
asma) (Pawlaczyk-Graja, 2018). Por varios siglos, se ha utilizado también en la
alimentacién de varios paises, incluidos China, Norte América y algunos paises de
Europa (Lund y col., 2017). Se describe que a finales del siglo XIX, se empezé a
utilizar el género Crataegus en la medicina preventiva (Du y col., 2019); hoy en dia,
alrededor del mundo mas de veinte especies de Crataegus se utilizan como
ingredientes de medicamentos herbolarios (Rastogi y col., 2016). Como ya se ha
mencionado anteriormente, los extractos obtenidos de frutos, hojas y flores pueden
prevenir la hipertension. Ayudan a mejorar la circulacion sanguinea, disfuncion
miocardica, aterosclerosis, dislipidemia, hipotension, angina de pecho, arritmias,
insuficiencia cardiaca (Dong y col., 2017); Tienen ademas efectos inotropicos
positivos, efecto de remodelacion anticardiaco, antiagregante plaquetario,
vasodilatador, protector endotelial, de reduccion de la migracion y proliferacion de
células musculares lisas, efecto protector contra isquemia/lesion por reperfusion,
efecto antiarritmico (Wang y col., 2013). Con relacion a los efectos antiarritmicos,
los extractos de Crataegus prolongan el potencial de accion de mecanismos
inotropicos positivos a través de la inhibicion de canales de potasio internos (Brenyo
y Aktas, 2014).

Los estudios farmacoldégicos actuales sefialan que los extractos de
Crataegus tienen actividad vasoprotectora, asi como también son empleados para
el tratamiento profilactico y para afecciones como la disfuncion endotelial, la
enfermedad coronaria y para prevenir la reestenosis/reoclusion después del
tratamiento endovascular periférico (Koch y Malek, 2011). Algunos estudios
experimentales demuestran las propiedades antioxidantes de los extractos de

Crataegus a nivel celular y mitocondrial, ya que tiene un amplio espectro de
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proteccién contra la radiacion UV (Pawlaczyk-Graja, 2018). De esta forma, el género
contiene evidentemente muchos compuestos biolégicamente activos (Du y col.,
2019).

2.3.5.1 Efectos farmacolégicos de algunos compuestos del género

Los extractos estandarizados obtenidos a partir de hojas y flores, como el Li
132 y el WS 1442, contienen procianidinas oligoméricas, algunos flavonoides
(hiperdsido, vitexina, ramnosil vitexina y rutina), triterpenos y acidos fenilcarboxilicos
(Holubarsch, Colucci y Eha, 2018; Hernandez-Pérez y col., 2014).

La vitexina se encuentra en varias plantas medicinales, pero principalmente
en las hojas del género Crataegus (He y col,, 2016). Este metabolito tiene
propiedades farmacologicas como antioxidante, antiinflamatoria, antitumoral (Zhang
y col., 2017), anti-alzheimer, anti-espasmaodico, anti-hipoxia, antidepresivo, antiviral
(He y col., 2016) y desempefia un papel clave en los trastornos cardiovasculares
(Zhang y col., 2017), por ejemplo tiene efecto antihipertensivo (He y col., 2016).

El hiperdsido es un componente principal de los medicamentos de patente
tradicional chinos. Estudios demuestran que tiene propiedades antivirales,
antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas, antiisquémicas (Wang y col.,
2018) y posee propiedades cardioprotectoras, por ejemplo, mejora la funcion
cardiaca, protege los cardiomiocitos de las lesiones de isquemia/reperjusion (Xiao
y col., 2017) y reduce la lesion de isquemia/ reperfusion cerebral mediante la

regulacion de la via de sefializacion del 6xido nitrico (Gong y col., 2017).

Las proantocianidinas, también conocidas como taninos condensados, por
su parte, poseen efecto antioxidante, antiinflamatorio, mejoran el sistema
cardiovascular y disminuyen la hipertensiéon (Zeng y col., 2019). Se les atribuye a
las procianidinas la capacidad de reducir la probabilidad de sufrir un infarto (riesgo
vascular), debido a las propiedades vasodilatadoras que tienen (Novakovic y col.,

2017), gracias a su capacidad para estimular la formacién de 6xido nitrico a través
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de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), lo que conduce a un aumento
de la acumulacién de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Byun y col., 2014).

Existen estudios realizados con las procianidinas C1 y la B2, donde se
demuestra que esas tienen efecto vasodilatador dependiente de endotelio, a través
del aumento de los niveles de 6xido de nitrico, la hiperpolarizacién y la regulacion
de entrada de Ca?* en el endotelio vascular (Byun y col., 2014 y Novakovic y col.,
2017).

Algunos &cidos triterpénicos aislados también de Crataegus han demostrado
diversas actividades biolégicas. Se ha demostrado que el acido corosélico induce la
vasodilatacion dependiente del endotelio, mediante la activacion de las vias ATP
NO/GMPc y H>S/K (Luna-Vazquez y col., 2018) ademas de poseer actividades
antiinflamatorias, antiobesidad, antitumorales y antidiabéticos. Por su parte, el acido
betulinico tiene propiedad antitumoral y antiproliferativa con efecto citotoxico en
lineas celulares de melanoma o células de glioblastoma, antiinflamatoria, antiviral y
aumenta la produccion del NO mediante estimulacion de la NO sintasa endotelial
(eNOS) y la regulacion positiva de la expresion de eNOS (Hohmann y col., 2016).

El acido ursdlico posee efectos farmacologicos como anticancerigenos,
antitumorales, antiarrugas, antidiabéticos, antiinflamatorios, anti-aterosclerético y se
ha demostrado que causa una vasodilatacion dependiente del endotelio, efecto que
se produce a través de la via NO/GMPc y H2S/K atp. El &cido ursolico podria activar
la eNOS al unirse a un sitio alostérico ubicado en la enzima (Luna-Vazquez y col.,
2016).

2.3.6 Extractos estandarizados del género Crataegus

Dentro de los productos herbolarios medicinales mas utilizados en el mundo
occidental, se encuentran extractos elaborados a base de Crataegus spp. (Furst y
col., 2010). Desde el siglo I. d. C., se han elaborado productos a partir de hojas y

flores de algunas especies de Crataegus, como remedios para el tratamiento de
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enfermedades cardiacas asi como también para fortalecer el corazén (Holubarsch
y col., 2018).

Los extractos de Crataegus mas populares y estudiados son los
estandarizados WS 1442 Y LI 132, siendo éstos obtenidos de hojas y flores (Zorniak
y col., 2017). Se han realizado investigaciones tanto farmacolégicas como clinicas

con estos extractos (Koch y Malek, 2011).

2.3.6.1 Extracto estandarizado LI 132

El extracto estandarizado LI 132, preparado con metanol-H2O (70:30) a partir
de hojas y flores de ciertas especies de Crataegus, es ajustado a un contenido de
2.2% de flavonoides (Dahmer y Scott, 2010; Wang y col., 2013).

El extracto de LI 132 es utilizado como tratamiento complementario para la
insuficiencia cardiaca cronica ya que ayuda a controlar los sintomas y es favorable
a los resultados fisiolégicos (Dahmer y Scott, 2010). Sin embargo, dentro de los
estudios realizados, se encontraron algunos efectos secundarios como mareos,
vértigo, molestias gastrointestinales, dolor de cabeza, migrafia y palpitaciones
(Wang y col., 2013).

2.3.6.2 Extracto estandarizado WS 1442

El extracto de Crataegus nombrado WS 1442 (Furst y col., 2010), producido
por la compafia Dr. Willmar Schwabe Pharmaceuticals (Alemania) (Zorniak y col.,
2017), es.un extracto estandarizado preparado con etanol-H>O (45:55) (Holubarsch
y col.,, 2018), a partir de flores y hojas de ciertas especies de Crataegus (Frst y
col., 2010); es ajustado a un contenido de entre 17.3% y 20.1% de procianidinas
oligoméricas (Fursty col., 2010). Este extracto es utilizado para tratar la insuficiencia
cardiaca congestiva de clase Il, como la define la New York Heart Association
(Bubik y col., 2012). Numerosos ensayos demuestran la eficacia y seguridad del
extracto (Furst y col., 2010). Algunos de los efectos benéficos de este extracto para

tratar enfermedades cardiovasculares se deben a que contiene dos grupos de
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constituyentes quimicos como flavonoides monoméricos y procianidinas

oligoméricas (Furst y col., 2010).

Algunos de los efectos secundarios que pueden causar los extractos de
Crataegus pueden ser vértigo, mareos, nauseas, fatiga, sudoracién, palpitaciones,
dolor de cabeza y epistaxis, pero son muy escasos los reportes de que ocasiona
estos efectos secundarios (Zorniak y col., 2017). Sin embargo, se observo en otro
estudio que los extractos de Crataegus previenen los mareos en vez de provocar
toxicidad (Tassell y col., 2010).

Se han realizado estudios clinicos como de vigilancia, después de la
comercializacion de los extractos WS 1442, en donde se demostré que cumplen con
un perfil de seguridad favorable, ya que no se han observado reacciones adversas
e interacciones cuando se administra con otros farmacos cardiovasculares como
inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA), bloqueadores de
receptores (3, espironolactona, nitratos (Holubarsch y col., 2018) y la digoxina, por
lo tanto se concluy6 que WS 1442 se puede coadministrar con seguridad con otros

farmacos antihipertensivos (Tassell y col., 2010).

2.3.6.3 Mecanismos farmacologicos del extracto WS 1442

A pesar de gque existen muchos estudios de este extracto, son escasas las
investigaciones sobre los mecanismos farmacolégicos (Willer y col., 2012). Sin
embargo, se ha probado que el extracto de Crataegus WS 1442 muestra
propiedades vasoprotectoras e induce vasorrelajacion por el aumento del oxido
nitrico (NO), los factores relajantes derivados del endotelio (Peters y col., 2012), asi

como el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (Holubarsch y col., 2018).

El extracto produce efecto vasorrelajante al aumentar la accion del
nitroprusiato (donador de oxido nitrico) (Holubarsch y col., 2018) e incrementa la
liberacion del NO a través de la fosforilacion de la enzima Oxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) en la serina 1177 (Serl1177) (Holubarsch y col., 2018; Zorniak y
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col., 2017). Debido al aumento del NO endotelial, retrasa la activacién de la
angiotensina y la senescencia endotelial (Holubarsch y col., 2018). También se ha
demostrado que este extracto activa rbcNOS vy origina la formacién de NO en los
glébulos rojos (Zorniak y col., 2017).

Algunos estudios muestran que WS 1442 protege el endotelio de la
hiperpermeabilidad. Esta proteccion se produce por un mecanismo dual. El primero
se debe a la disminucion de los niveles de calcio intracelular provocado por la
trombina, seguida de activacion de la proteina cinasa C (PKC) y la ATPasa RhoA
(enzima involucrada en la regulacion de la divisién celular), protegiendo de esta
forma la disrupcion de la barrera endotelial. EI segundo mecanismo se debe al
estimulo de AMPc, que conlleva al aumento de la activacion de la sefializacion de
Rapl/Racl (pequefias proteinas citosolicas pertenecientes a las familias GTPasa y
ATPasa respectivamente), lo que da como resultado la estabilizacion de la
integridad de la barrera endotelial (Figura 9) (Zorniak y col., 2017 y Willer y col.,
2012; Fuchs y col., 2017).
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Figura 9. Mecanismo molecular dual de proteccion de la barrera endotelial por el
extracto WS 1442 (tomada y editada de Fuchs y col. (2017).
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3. JUSTIFICACION

Diversas plantas medicinales se han utilizado en pacientes con insuficiencia
cardiaca congestiva, hipertension sistdlica, angina de pecho, aterosclerosis,
insuficiencia cerebral, insuficiencia venosa y arritmia. Esas enfermedades
cardiovasculares son las primeras causas de muerte en el mundo en general y
también en México, y por lo tanto, requieren estrategias innovadoras para una
prevencién y tratamiento mas eficaz en los casos donde la enfermedad esta

asentada.

Un reciente aumento en la popularidad de la medicina alternativa y productos
naturales ha revivido el interés en los remedios tradicionales que se han utilizado
para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Plantas del género
Crataegus han sido de las mas usadas para esos fines, ya que se han incorporado
en dicha terapia a mas de veinte especies y, hacia finales del siglo XX, se ha
comprobado que ayudan a mejorar la circulacion sanguinea, la disfuncion
miocardica, la hipertension y la aterosclerosis. Algunos extractos estandarizados

gue se comercializan ayudan a prevenir la insuficiencia cardiaca y la hipertension.

Dado que México cuenta con al menos 15 especies, no todas identificadas de
manera certera a pesar de que se estén utilizando en la medicina tradicional, es
importante explorar su potencial farmacolégico que combine estudios quimicos de
sus metabolitos secundarios y evaluacion de sus efectos sobre el sistema

cardiovascular.

La presente propuesta estuvo enfocada a generar conocimiento sobre los
compuestos mayoritarios presentes en Crataegus rosei y la actividad vasorrelajante,
tanto del extracto como de los compuestos individuales que se aislen de las hojas
de esta especie vegetal recolectada en el estado vecino de Guanajuato. Dicha
informacion contribuird a la validacion del uso tradicional y sentara las bases para

el desarrollo de un fitomedicamento basado en esta especie a mediano plazo.
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4. HIPOTESIS

El extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei mexicana contiene
compuestos que inducen un efecto vasorrelajante en segmentos de aorta aislada

de rata.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Determinar la actividad vasorrelajante del extracto metandlico de las hojas de
Crataegus rosei, identificar sus metabolitos secundarios mayoritarios y comprobar

sus efectos vasorrelajantes respectivos a nivel ex vivo.
5.2 Objetivos particulares

e Obtener el extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei y un extracto
metandlico libre de grasas y taninos

e Determinar la actividad vasorrelajante de ambos extractos en segmentos de
aorta aislada de rata

e Determinar el mecanismo de accion del extracto mas potente

e Obtener algunos de los compuestos mayoritarios presentes en el extracto
metanolico.

¢ |dentificar los compuestos aislados

e Determinar la actividad vasorrelajante de aquellos que se obtuvieren en

cantidades 6ptimas y cuyo efecto no haya sido determinado con anterioridad.
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6. METODOLOGIA

6.1 Recoleccion y conservaciéon del material vegetal

Las hojas de Crataegus rosei se recolectaron el dia 9 de septiembre de 2017,
en la localidad Mesa de Jesus ubicada en las coordenadas 21°30'05.33"N,
100°23'33.99" W, Municipio de San Luis de la Paz, estado de Guanajuato. La
identificacion fue realizada por la Dra. Mahinda Martinez, investigadora de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Una
muestra de referencia (Martinez 9459, voucher QMEX 318) fue depositada en el
Herbario Jerzy Rzedowski de dicha Facultad). Las hojas se desecaron en una estufa

disefiada ex profeso a la temperatura de 40 °C durante cinco dias.

6.2 Obtencion de extractos de las hojas secas

Se pesaron 1923 g de hojas secas de Crataegus rosei, las cuales fueron
molidas utilizando un molino manual. Posteriormente, se maceraron de manera
independiente y sucesiva con hexano, diclorometano y metanol, utilizando
voliumenes de aproximadamente 9 litros por un periodo de una semana. Cada
extracto se filtr0 y se seco a presion reducida en un rotaevaporador. Los extractos
secos se guardaron en refrigeracion hasta su posterior uso en procedimientos de

fraccionamiento y de evaluacion farmacologica.

El extracto metandlico seco se disolvié en metanol y se le hizo lavados con
éter de petroleo con la finalidad de eliminar las grasas y clorofilas, el extracto se
llevé a sequedad total. Teniendo el extracto totalmente seco se disolvié con acetato
de etilo y se extrajeron los taninos con una solucién acuosa de cloruro de sodio al
1% en agua (m/v), el extracto libre de grasas y taninos se llevé a sequedad total y

se determind la actividad vasorrelajante sobre aorta aislada de rata.

6.3 Evaluacioén de la actividad vasorrelajante ex vivo
Para la evaluacion de la actividad vasorrelajante del extracto metandlico, se

utilizo el ensayo de aorta aislada de rata mediante un procedimiento previamente
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estandarizado (lbarra-Alvarado y col., 2010). 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 al apartado 9.5.3.3 de la NOM-062-ZOO0-
1999. Se extirp6 la aorta toracica y se coloco en solucion de Krebs-Henseleit (NaCl
126.8 mM, KCI 5.9 mM, CaCl; 2.5 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3
30 mMy D-glucosa 5.0 mM con un pH 7.4) oxigenada con carbdgeno (95% O,y 5%
CO»). La aorta se lavd con solucion Krebs-Henseleit para evitar la formacion de
coagulos intravasculares. Se eliminé el tejido conectivo y se cortaron segmentos de
anillos de 4 a 5 mm de longitud que se sujetaron entre ganchos de acero inoxidable
en camaras de incubacion de 5 mL con soluciéon de Krebs-Heinseleit a 37°C y con
un burbujeo constante de carbdgeno. Los tejidos se equilibraron durante 60 minutos
bajo una tension de 1.5 g. Durante este periodo, el medio del bafio se cambi6 cada
15 min. Después del ajuste final a la tension basal de 1.5 g, los segmentos aodrticos
fueron contraidos con KCl 100 mM. Cuando se estabilizé la contraccion, el medio
de bafio se cambid para rehabilitar la tension basal de 1.5 g. Posteriormente, se
contrajeron los tejidos con 1 uM de L-fenilefrina y se registré la fuerza de contraccion
desarrollada, la cual fue definida como el 100%. En seguida, se afadié la muestra
a evaluar a diferentes concentraciones (0.1-1000 pg/mL) disueltas en
dimetilsufoxido (a concentraciones menores a 0.02%). Se utiliz6 como control
positivo la acetilcolina (ACh, 1 uM). La tension 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 fenilefrina.

El manejo de los animales de experimentacion utilizados en esta seccion se realizé
de-acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 para el cuidado y

uso de animales de laboratorio.
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6.3.1 Andlisis estadistico

Se realizaron de 6 a 8 evaluaciones para cada uno de los extractos. 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 CEsp se tomaron
como significativamente diferentes cuando sus intervalos de confianza de 95% no

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

6.4 Estudio quimico del extracto

6.4.1 Cromatografia en columna abierta (CC)

Para el aislamiento y purificacion de los compuestos, se siguio la metodologia
fitoquimica tradicional usada de manera rutinaria. Se selecciono el extracto
metanolico libre de grasas y tanino (EMLGT), del cual se pesaron 30 g que fueron
absorbidos en 19.5 g de gel de silice (Kiesegel 60 Merk, tamafio de poro 60 A, malla
de 70-230, tamafio de particula 0.063-0.200 mm). Posteriormente, la muestra
adsorbida seca se aplicé en una columna de 7 cm de diametro y 100 cm de alto,
previamente rellenada con 953.5 g de gel de silice suspendida en diclorometano. El
gradiente de elucion estuvo formado por distintas proporciones de diclorometano,
acetato de etilo y metanol, iniciando con 100 % de diclorometano y terminado con

100 % de metanol.

6.4.2 Andlisis cromatografico en capa fina (CCF)

Se utilizaron cromatofolios recubiertos con gel de silice (silica gel 60 GF254
Merck), los cuales fueron utilizados para analizar todas las fracciones obtenidas en
la cromatografia en columna. También se utilizé una lampara ultravioleta de longitud
de onda corta (254 nm) y larga (365 nm) que permitié visualizar los compuestos.
Finalmente, las fracciones monitoreadas por CCF se revelaron con una solucién de

sulfato cérico amoniacal, con un calentamiento a 80°C. El agente revelador del
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sulfato cérico amoniacal se prepard de la siguiente manera: se agregaron 12 g de
sulfato cérico amoniacal a 300 g de hielo (elaborado con agua destilada). A esta
mezcla, se adicionaron lentamente y con agitacién 22.5 mL de acido sulfarico
concentrado hasta la formacién de una solucibn homogénea, la cual fue utilizada
directamente para el revelado.

Las fracciones fueron agrupadas de acuerdo a su similitud de su perfil en CCF.

6.4.3 Purificacion de compuestos por medio de CCF preparativa (CCFP)

Para la purificacion de compuestos de algunas fracciones (seleccionadas de
acuerdo a su rendimiento y perfil cromatogréfico) obtenidas por CC, se pesaron 30
mg de la fraccion CRDF-257-290, los cuales se disolvieron en aproximadamente en
5 mL de metanol (MeOH). La solucion fue aplicada en una placa preparativa de
vidrio de 20 cm x 20 cm, recubierta con gel de silice (silica gel 60 GF254 Merck, con
espesor de la fase estacionaria de 500 pm), para la separacion de sus compuestos.
Como fase movil, se utilizé la mezcla de CH2Cl>-MeOH (95:05). Con la ayuda de la
lampara UV, se observaron las bandas, las cuales fueron delimitadas y raspadas.
Las bandas recuperadas fueron agitadas en un matraz Erlenmer durante 30 min con
MeOH, utilizando un agitador magnético, luego filtradas y las soluciones resultantes
evaporadas a sequedad para recuperar los correspondientes compuestos

individuales.

6.4.4 Purificacion de compuestos por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Para la purificacion de los compuestos por medio de cromatografia liquida de
alta resolucion (“HPLC”), se utilizd un sistema cromatografico de marca Waters
(Waters Chromatography Divison, Milford, MA, USA), integrado por una bomba
cuaternaria de entrega automatica de disolventes (fases moéviles), modelo e2695 y
un detector de arreglo de diodos (UV-Visible), modelo 2998. Como fase
estacionaria, se utilizé una columna preparativa Zorbax XDB-C18 (21.2 X 150 mm,
5 Micron) (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA, USA). Se utilizé una elucion

isocratica con una fase movil formada por CHsCN-MeOH (95:5) y un flujo de 1.25
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mL/min. Las inyecciones fueron de 1250 uL (equivalentes a 10 mg) de una solucién

previamente preparada en un volumen total de 1 mL.

6.4.5 Identificacion de compuestos purificados

La identificacion de los compuestos purificados se realizé mediante
resonancia magnética nuclear (RMN), para lo cual se obtuvieron los espectros
unidimensionales (*H y *3C) y bidimensionales homonucleares 'H-'H COSY vy
heteronucleares *H-13C en sus modalidades a un enlace (HSQC, de sus siglas en
inglés: Heteronucler Single Quantum Coherence o HMQC: Heteronucler Mutiple
Quantum Coherence) y a multiples enlaces (HMBC: Heteronuclear Multiple Bond
Correlation). El registro de los espectros de RMN se realiz6 mediante colaboracion
con la Universidad de Guanajuato. Todos los espectros de RMN fueron adquiridos
en un espectrometro de la marca Bruker Avance 11l HD de 500 MHz del Laboratorio
Nacional de Caracterizacion de Propiedades Fisicoquimicas y Estructura Molecular
(LACAPFEM) UG-UAA-CONACYT No. 123732 de la Universidad de Guanajuato. Se

utilizé CsDsN como disolvente y tetrametilsilicio (TMS) como estandar interno.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacion farmacoldgica de los extractos metanélicos

7.1.1 Evaluacion de los efectos vasorrelajantes de los extractos metandlicos

Los resultados obtenidos de la evaluacion farmacologica mostraron que los
dos extractos metandlicos evaluados [el metandlico original (EM) y el libre de grasas
y taninos (EMLGT)] relajaron la aorta de una manera dependiente de la
concentracion (Figura 10y Tabla 1). Con el EM, se obtuvo una CEsp de 55.49 [37.31
a 82.52] pg/mL y con el EMLGT una CEso de 7.2 [3.03 a 17.14] pg/mL. EIl EMLGT
relajo la aorta con una potencia similar a la de la ACh (CEso = 8.6 [7.22 a 10.49]
pg/mL) utilizada como control positivo, mientras que el EM presentd una potencia
mas de 6 veces menor que la de la ACh. Estos resultados indican que la eliminacion

de grasas y taninos incrementd el efecto vasodilatador del EM.

100+
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(0F T T T 1
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Log [concentracion], ug/mL

Figura 10. Curvas concentracion respuesta del efecto vasorrelajante de la ACh, el

EMy el EMLGT en presencia de endotelio.
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Tabla 1. Valores de Emax (% relajacion) y CEso de los dos extractos metandlicos y

de la acetilcolina (ACh).

AChy Emax (% relajacion) | CEsp (ug / mL) Potencia relativa:
extractos [CEso extracto/[ACh]
ACh 69.50+ 5.7 8.60[7.22 a 1
10.49]
EM 78.01 £ 3.03 55.49 [37.31 a 6.45 veces menos
82.52] potente que la ACh
EMLGT 66.95 + 6.59 7.20[3.03 a 0.83 mas potente
17.14]

7.1.2 Participacion del endotelio en el efecto vasorrelajante del EMLGT

Para determinar si el efecto vasorrelajante ejercido por el EMLGT depende
de endotelio, se realiz6 la evaluacién en ausencia de dicho tejido. En la Figura 11,
se muestra que la eliminacién del endotelio disminuyé de manera significativa el

porcentaje de vasorrelajacion, por lo tanto su efecto depende principalmente de

dicho tejido.

100~ -- E+

% Relajacion

O | | L}
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Log [concentracion], pg/mL

Figura 11. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorrelajante producido por

el EMLGT sobre la aorta en presencia (E+) y en ausencia de endotelio (E-).
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7.1.3 Determinacion de la participacion de la via del NO/GMPc en el mecanismo
vasorrelajante inducido por el extracto EMLGT

Con la finalidad de evaluar si el efecto vasorrelajante del extracto EMLGT involucra
la participacion de la via del NO/GMPc, se utilizé6 L-NAME, un inhibidor de la enzima
NO sintasa (NOS) y ODQ, un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble (GCs). La
inhibicién de las enzimas NOS con L-NAME y de la GCs con ODQ disminuy6
significativamente el efecto vasorrelajante producido por el EMLGT (Figura 12), lo
cual indicé que dicho efecto se debe principalmente a la activacion de la via del
NO/GMPc.

1009 -~ EMLGT
-2 [-NAME+EMLGT

801 —— ODQ+EMLGT

60+
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-1 0 1 2
Log [concentracion], pg/mL

Figura 12. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorrelajante producido por

el EMLGT en ausencia y en presencia de los inhibidores L-NAME y ODQ.

7.2 Estudios quimicos
7.2.1 Rendimiento de los extractos

Se pesaron 1923 g de hojas secas de Crataegus rosei y se obtuvieron 7 g de

extracto hexanico, 24 g de diclorometanico y 304.5 g de metandlico. Se ocuparon
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138 g del extracto metandlico para su tratamiento y se obtuvo 100.6 g de extracto

metandlico libres de grasas y taninos (EMLGT).

7.2.2 Fraccionamiento del EMLGT

El extracto metandlico tratado se seleccioné para llevar a cabo los estudios
qguimicos. Se obtuvieron 419 fracciones, las cuales fueron agrupadas por su perfil
guimico en 28 fracciones finales. En la Tabla 2, se muestran las fracciones
agrupadas, sus rendimientos y los sistemas de elucion empleados durante el

fraccionamiento.

Tabla 2. Fracciones colectadas y agrupadas de la cromatografia en columna del

EMLGT vy sus rendimientos.

FRACCIONES | FRACCIONES | PESO CLAVE

FASE MOVIL COLECTADAS | AGRUPADAS | (mg)

CH2Cl> 1-83 1-37 ND*

38-43 ND

44-97 723

CH:Cl2-AcOEt (95:05) 84-99

98-100 ND

101-111 48

CH:Cl,-AcOEt (85:15) 100-172 112-124 69.1
125-143 460 | ECGI

144-159 99.2
160-170 60.4

171-189 ND
190-196 273.4
197-211 400 | ECRD-199
CH2Cl>-AcOEt (75:25) 212-226 86.3
227-240 88.9
173-277 ECRD-241-

241-256 85.5 | 256
257-290 243.9

CH2Cl>-AcOEt (65:35) 278-322
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290-316 84.2

317-323 ND
324-345 155.8
CH2Cl>-AcOEt (1:1) 323-386 346-356 75
357-370 134.3
371-380 Vv
381-398 129.9
AcOEt 387:395
AcOEt-MeOH (80:20) 396-403 399-402 ND
403-405 ND
AcOEt-MeOH (1:1) 404-413 406 231.1
407 879.9
408-419 ND
MeOH 414-419

*ND: No determinado; AcOEt: acetato de etilo

7.2.3 Analisis cromatografico de las fracciones mediante CCF uni- y bidimensionales

Se decidio analizar la fraccion con clave ECGI por medio de CCF (ver Tabla
2), al observar que dicha fraccibn mostraba un precipitado blanco. Se obtuvo un

perfil cromatografico que indicaba un solo componente (Figura 13 A).

I
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; Elucion 1
(A) o
(B)

Figura 13. Cromatogramas en capa fina de la fraccion ECGI. Revelador: sulfato
cérico. Sistema de elucién: CH>Cl>-MeOH (95:05).
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Para comprobar si esta fraccion estaba pura, se realiz6 una CCF
bidimensional (Figura 13 B) y los resultados mostraron una sola mancha, sin

desdoblamiento. Por lo tanto, esta fraccion fue analizada por RMN.

Siguiendo con la elucién de la CC, se obtuvo un precipitado blanco en la
fraccion CRDF-199 (ver Tabla 2), el cual fue comparado con la fraccién ECGI por
medio de CCF (Figura 14). Como se observa, los perfiles de ambos fueron

diferentes.

Figura 14. Cromatograma en capa fina de la fraccion ECGI (128) y de la fraccion
ECRF-199 (199). Revelador: sulfato cérico. Sistema de elucion: CH,Cl,-MeOH
(95:05).

De la fraccion CRDF-257-290, precipité un sélido amarillo que fue analizado
por CCF (Figura 15), proporcionando un perfil cromatografico complejo, pero cuyos

constituyentes podian separarse mediante CCFP.
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Figura 15. Cromatograma en capa fina de la fraccion CRDF-257-290 (“261-270").
Revelador: sulfato cérico. Sistema de elucion: CH2Cl>-MeOH (90:10).

7.2.4 Purificacion de los compuestos

7.2.4.1 Purificacion de los compuestos de la fraccion FCRD-199 mediante HPLC

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) a nivel preparativo de
la fraccion ECRD-199 genero el siguiente cromatograma (Figura 16), del cual se
colectaron los siguientes picos con tiempos de retencion de 25.40 min (4.3 mg)
(clave: ECRD-199-1), 32.44 min (4.2 mg) (clave: ECRD-199-2), 36.73 min (4.5 mg)
(clave: ECRD-199-3) y 44.90 min (peso despreciable).

7.2.4.2 Purificacion de los compuestos de la fraccion CRDF-257-290 mediante
CCFP

Utilizando las mejores condiciones de resolucion a nivel analitico, se eligio la
fraccion CRDF-257-290 para la purificaciéon de sus compuestos a través de CCF
preparativa. La Figura 17 muestra la placa cromatografica preparativa, donde se
observan 4 bandas que fueron raspadas y recuperadas. El rendimiento de las

bandas se muestra en la Tabla 3.
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Figura 16. Cromatograma HPLC de la fraccion ECRD-199. Condiciones: (ver
punto 6.3.4).

-

CRDF-257-290-4

CRDF-257-290-3

CRDF-257-290-2

CRDF-257-290-1

Figura 17. Cromatograma en capa fina preparativa de la fraccion CRDF-
257-290. Revelador: Luz UV. Longitud de onda: 254 nm. Sistema de elucién:
CH2Cl>-MeOH (90:10).
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Tabla 3. Rendimiento de las bandas raspadas de la CCFP de la fraccion CRDF-257-

290.
Clave de la fraccion Rendimiento por cada
30 mg de muestra
CRDF-257-290-1 (banda 1) 5 mg
CRDF-257-290-2 (banda 2) 3.5 mg
CRDF-257-290-3 (banda 3) 3.5 mg
CRDF-257-290-4 (banda 4) 2.7 mg

Se llevaron a cabo andlisis mediante CCF uni- [Figura 18 A] y
bidimensionales [Figura 18 B] de los compuestos aislados para comprobar su
homogeneidad y se observé que las bandas 2 y 3 muestran algunas impurezas,
mientras que la banda 1 con clave CRDF-257-290-1 esta pura [Figura 18 B], por lo
cual se decidid registrar sus espectros de RMN. Sin embargo, su perfil no fue

favorable para analisis estructural.
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Figura 18. Cromatogramas en capa fina de las bandas aisladas de la fraccién
CRDF-257-290 [sulfato cérico, CH2Cl>-MeOH (90:10), 254 nm].
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7.2.5 Identificacion de los compuestos purificados

7.2.5.1 Fraccion ECGI

El analisis de los espectros de la fraccion ECGI permiti6 identificar 30 sefiales
en su espectro de RMN de 3C (Figura 19), una de las cuales en § = 179.9 de un
grupo acido, sefiales todas que son caracteristicas de triterpenos. El espectro de *H
(Figura 20) muestra a campo alto sefiales de metilos y metilenos, dos dobletes en §
=0.97 y 1.25, ambos con una J = 6.6 Hz, lo cual es caracteristico de un esqueleto
de ursano. Ademas, se identificaron 5 metilos singuletes, otra sefial en 6 = 3.47
como multiplete que corresponde al protdn de la posicion oxigenada (H-3) y en &
5.51 como un singulete ancho que corresponde a un proton vinilico. Ademas, en su
espectro DEPT (ver Figura A-1) se identificaron 2 metilenos, 5 metinos, un carbono
monoxigenado en & = 78.1 (C-3). El estudio de los espectros de RMN, incluyendo
el COSY, permitio identificar al compuesto ECGI como el acido ursdlico, el cual ya
habia sido reportado en otras especies de Crataegus, tanto europeas (Nabavi y col.,
2015) como asiaticas (Wen y col., 2017) y mexicanas (Hernandez-Pérez y col.,
2014).
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Figura 19. Espectro de RMN de 3C del compuesto ECGI identificado como acido
ursolico (CsDsN, 125 MHz).
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H del compuesto ECGI identificado como &cido
ursolico (CsDsN, 500 MHz).
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7.3.3 Identificacion preliminar de los compuestos de la fraccion ECRD-199

El espectro de 3C de la fraccion ECRD-199 mostré el perfil de una mezcla
de tres triterpenos (Figura 21), como se detalla a continuacion.

Se observaron tres sefiales de carbonilos de &cidos (C=0) en 6 = 180.64,
180.14 y 179.86, seis carbonos vinilicos, tres de los cuales se encuentran en la
region caracteristica de vinilicos cuaternarios (R1IR2C=CR3R4) en & = 144.81, 139.91
y 139.25, mientras que los 3 restantes en & = 127.95, 125.51 y 122.43, son
caracteristicos de metinos vinilicos (=CH). Estas dos series de sefiales (carbonilos
y vinilicos) indican claramente una mezcla de tres compuestos. Otra serie de

sefales entre 5 = 66.00 y 84.00 indica carbonos mono-oxigenados (C-O).
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Figura 21. Espectro de RMN de *3C de la fraccion ECRD-199 (CsDsN, 125 MHz).

A pesar de la complejidad del espectro, algunos desplazamientos quimicos de la
muestra coincidieron con los de los acidos euscapico, 3-epicorosolico y maslinico

publicados también, ya descritos en diversas plantas (Palencia y col., 2016). En las
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Tablas 4, 5y 6 se resumen algunas de las sefales que soportaron la propuesta de
identidad de los constituyentes quimicos de la muestra ECRD-199.

Tabla 4.- Comparacion de algunos &c (CsDsN) de la muestra ECRD-199 vy los del
acido euscépico (2) reportados en CsDsN por Palencia y col. (2016).

Posicion O 13C (ppm) | d 3C (ppm) (Palencia y col., 2016)
2 66.07 65.99

3 79.31 79.18

19 72.64 72.57

12 127.95 127.77

13 139.91 139.87

28 180.64 -

Tabla 5.- Comparacion de algunos 6c (CsDsN) de la muestra ECRD-199 vy los del
acido 3-epicorosolico (3) reportados en CsDsN por Palencia y col. (2016).

Posicion | & *C (ppm) d *3C (Palencia y col., 2016)
2 66.07 65.94

3 79.31 79.16

12 125.51 125.35

13 139.25 139.22

28 179.86 180.10

Tabla 6.- Comparacion de algunos dc (CsDsN) de la muestra ECRD-199 con los del

acido maslinico (4) reportados en CsDsN por Palencia y col. (2016).

Posicion | & C (ppm) d 13C (ppm) (Palencia y col., 2016)
2 68.55 68.29

3 83.78 83.63

12 122.43 122.17

13 144.81 144.87

28 180.14 180.18

Al separar los compuestos de la fraccibn ECRD-199 (ver cromatograma
Figura 16), solo el pico ECRD-199-3 proporcioné un espectro de *C (Figura 22)
adecuado para su andlisis, la cual confirmo6 que el mismo era el acido euscépico, ya

gue los carbonos bases de oxigeno en las posiciones C-2, C-3y C-19y el carbonilo
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C-28 en 180.64 coincidieron con los desplazamientos quimicos en la mezcla ECRD-
199.

Las estructuras de los compuestos identificados en el extracto metandlico de las
hojas de C. rosei se ilustran en la Figura 23.

Se ha reportado que el &cido ursolico tiene potencial para tratar la aterosclerosis (Li
y col., 2018) y algunos estudios demuestran que tiene efecto vasorrelajante en
anillos de aorta aislada de rata, al igual que el acido euscépico (Al-Habib y col.,
2015).

También algunos estudios han demostrado que el acido. maslinico tiene efecto
vasodilatador en aorta de ratas hipertensas (Lozano-Menay col., 2014).

Sin embargo, no existe reporte alguno de actividad vasorrelajante del acido

epicorosdlico.
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Figuras 22. Espectro de RMN de *3C del compuesto ECRD-199-3 identificado

como &cido euscéapico (CsDsN, 125 MHz).
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Figura 23. Estructuras de los acidos triterpénicos caracterizados en las hojas de C.

rosei.
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8. CONCLUSIONES

1. Los dos extractos preparados de las hojas de Crataegus rosei, el metandlico
original (EM) y el metandlico libre de grasas y taninos (EMLGT) relajaron la aorta de
manera dependiente de la concentracion. El EMLGT relajo el masculo liso arterial
con mayor potencia que el EM, lo cual puede deberse a que la eliminacién de las
grasas y los taninos del EM incrementd la concentracion de compuestos

vasodilatadores en el EMLGT, aumentando su efecto vasorrelajante.

2. En estudios previos, se ha reportado la presencia en otras especies del género
Crataegus de los acidos triterpénicos caracterizados en Crataegus rosei, 3 de los
cuales (ursalico, euscéapico, maslinico) poseen actividad vasorrelajante. Por |o tanto,
es posible que estos compuestos hayan contribuido a la actividad vasodilatadora de
los dos extractos y pueden justificar, al menos en parte, el uso tradicional de las

hojas de esta especie vegetal para tratar la hipertension arterial.
9. PERSPECTIVAS
Este proyecto continla con cuatro etapas:

a) El registro de los-espectros de la banda mayoritaria CRDF-257-290-1 obtenida
de la CCF preparativa de la fraccion CRDF-257-290 (Figura 20).

b) La purificacion de mas constituyentes individuales de las fracciones mayoritarias
restantes, su elucidacion estructural y la evaluacion de sus respectivos efectos

vasodilatadores en caso de que esos no hayan sido evaluados.

c) La extraccion selectiva de los taninos, la evaluacion de su actividad

vasodilatadora y la identificacion de sus principales constituyentes quimicos.

d) Evaluar la actividad vasorrelajante del acido epicorosélico para ver si contribuye

a la del extracto metandlico.
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11. ANEXO

Figura Pagina

A-1 Espectro DEPT 135°del compuesto ECGI 65
identificado como acido ursdlico (CsDsN)

A-2 Espectro COSY del compuesto ECGI identificado 66
como acido ursoélico (CsDsN).

A-3 Espectro HSQC del compuesto ECGI identificado 66
como acido ursoélico (CsDsN)

A-4 Espectro HMBC del compuesto ECGI identificado 67
como acido ursolico (CsDsN)

A-5 Espectro de RMN de H del pico identificado como 68

acido euscapico en la fraccion ECRD-199-3
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A-2. Espectro COSY del compuesto ECGl identificado como acido ursaolico
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