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RESUMEN

Las raices de Heliopsis longipes (Asteraceae) conocidas como chilcuague,
sintetizan compuestos bioactivos, principalmente alcamidas, siendo la afinina la
mas abundante. La afinina tiene la capacidad de atravesar la mucosa oral y la piel,
alcanzando facilmente el torrente circulatorio para ejercer efectos farmacoldgicos y
organolépticos. Sin embargo, la informacion existente acerca de los efectos de
extractos H. longipes y de la afinina sobre el sistema vascular es escasa, por lo que
el objetivo de este estudio fue determinar el efecto del extracto etandlico (EEHL) y
de la afinina pura obtenidos de H. longipes sobre la formacién de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis). Se utilizé el ensayo de anillos adrticos de rata (n=9) y
el ensayo de angiogénesis in vivo con implantes de matrigel en ratones CD-1,
utilizando diferentes concentraciones (1, 10, 50 y 100 pg/mL) de ambas sustancias
a probar (n = 4). Los resultados demostraron que tanto el EEHL como la afinina
poseen un efecto angiogénico significativo (p <0.5) a las concentraciones bajas (1-
10 pg/mL y 10-50 pg/mL, en los ensayos ex vivo e in vivo, respectivamente),
mientras que el efecto fue inhibitorio sobre la angiogénesis a la concentracion mas
alta (100 pg/mL).

Palabras clave: chilcuague, Heliopsis longipes, planta medicinal, angiogénesis,

sistema vascular.



ABSTRACT

The roots of Heliopsis longipes (Asteraceae) known as chilcuague, synthesize
bioactive compounds, including alkamides, of which affinin is predominant. The
affinin easily permeates the oral mucosa and skin to access the bloodstream in order
to exert pharmacological and organoleptic effects. However, little is known regarding
the actions of extracts of H. longipes and affinin on the vascular system, therefore,
the objective of this study was to evaluate possible effects on the formation of new
blood vessels (angiogenesis) of the ethanolic extract (EEHL) and pure affinin
obtained from H. longipes. Different concentrations (1, 10,-50.and 100 pg / mL) of
both preparations were tested on the rat aortic ex vivo angiogenesis assay (n = 9)
and the in vivo Matrigel plug angiogenesis assay in CD-1 mice (n = 4). The results
demonstrated a significant angiogenic effect (p <0.5) at 1-10 pug / mL and 10-50 ug
/ mL for the ex vivo and in vivo assays respectively, while the antiangiogenic effect
at the highest concentration (100 pg/mL) was inhibitory.

Key words: medicinal plant, chilcuague, Heliopsis longipes, angiogenesis, vascular

system.
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[. INTRODUCCION

México posee alrededor de 4,000 especies de plantas con atributos medicinales, de
las cuales Uunicamente el 5% han sido evaluadas cientificamente (Ocegueda y col.,
2005). Heliopsis longipes S. F. Blake (Asteraceae) es una planta originaria de la
region central de México, cuyas raices se conocen comunmente como “chilcuague”
(Cilia-Lépez y col., 2014). Esta especie sintetiza en sus raices compuestos
bioactivos llamados alcamidas, siendo la afinina la mas abundante, la cual posee
numerosas actividades bioldgicas reportadas y patentadas (Lopez-Martinez y col.,
2011; Silveira y col., 2018) tales como: insecticida, larvicida (Hernandez-Morales y
col., 2015); antimicrobiano, fungistatico (Garcia-Chavez y col., 2004; Molina-Torres,
y col., 1999); anti inflamatorio (Hernandez y col., 2009), antinociceptivo (de la Rosa-
Lugo y col., 2017; Déciga-Campos Yy col., 2010) y ansiolitico y diurético (Gerbino y
col., 2016). Se ha demostrado que la afinina es un compuesto capaz de permear la
mucosa bucal y la piel (Boonen y col.; 2010a; Boonen y col., 2010b), penetrar
rapidamente en el torrente. sanguineo e incluso atravesar la barrera
hematoencefalica (Veryser y col., 2016; Veryser y col., 2014). Lo anterior indica la
facilidad con la que esta molécula pudiera interactuar con el sistema vascular, sin
embargo, la evidencia cientifica acerca de los posibles efectos de la afinina y otras

alcamidas sobre el sistema cardiovascular es escasa.

Recientemente se reportd que extractos de H. longipes y la afinina interaccionan
con el sistema vascular, produciendo un efecto vasodilatador dependiente de la
concentracion sobre anillos de aorta de rata. Asi mismo, el estudio del mecanismo
de accion de la afinina confirmé la participacion de la via de los gasotransmisores
(GTs), que incluyen al 6xido nitrico (NO), al sulfaro de hidrégeno (H2S) y al mondxido
de carbono (CO), asi como de la via de prostaciclina (PGl2) (Castro-Ruiz y col.,
2017). Cabe destacar que las vias de sefializacién implicadas en la vasodilataciéon
mediada por GTs también participan, de manera paralela, en el proceso de la

angiogénesis que es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los



preexistentes (Coletta y col., 2012; Hasan y col., 2017; Seo y col., 2003; Wang y
col., 2005); desempefiando un papel central en procesos fisiopatolégicos como la
cicatrizacion, desarrollo del endometrio uterino, hematopoyesis y crecimiento

tumoral (Freedman e Isner, 2001).

La informacién existente acerca de los efectos de la afinina y otras isobutilamidas
en el sistema vascular es escasa y se desconoce la posible influencia sobre la
angiogénesis. Por lo tanto, el objetivo de la presente tesis fue determinar el efecto
angiogénico del extracto etandlico de H. longipes y de la afinina purificada en

modelos ex vivo e in vivo de angiogénesis.



II. ANTECEDENTES

2.1 Usos de la medicina tradicional

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define en 2013 a una planta medicinal
como “cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser
empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de
precursores para la sintesis de nuevos farmacos”. Asi mismo, la Organizacion
reconoce la importancia de las plantas medicinales en el tratamiento y prevencion
de mudltiples enfermedades, asi como la relevancia a nivel econémico en
comparacion a la sintesis de nuevos farmacos. El interés cientifico sobre las plantas
medicinales, ha impulsado la valorizacion de su empleo en muchas partes del
mundo representando una forma complementaria de curar, en que el empirismo y
la etnologia de la terapia quedan atras-en funcion de la evidencia cientifica,
armonizando la medicina tradicional con las terapias oficiales de cada pais (OMS,
2013).

En Mesoamérica, existe una diversidad de plantas medicinales usadas a través del
tiempo con el propésito de tratar malestares. Las plantas medicinales son un
elemento importante en la tradicion de la medicina especialmente en México, en
donde crecen alrededor de 4,000 especies de plantas con flores y aproximadamente
el 15% de la flora total tienen atributos medicinales, es decir que poseen alguna
propiedad curativa. Sin embargo, en el lado cientifico, se estima que la validacién
quimica, farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se ha
llevado a cabo solo en 5% de estas especies (Ocegueda y col., 2005). Una sola
planta medicinal puede contener de ocho a 10 compuestos bioactivos. Estos
compuestos quimicos se extraen por diferentes procedimientos y se presentan
como infusiones, extractos o capsulas siendo un potencial benéfico para la salud
(Ibarra-Alvarado y col., 2010).



2.2 Chilcuague (H. longipes)

En México, en las sierras de Alvarez y Gorda, donde coinciden los estados de
Querétaro, Guanajuato y San Luis Potosi (Figura 1), crece Heliopsis longipes S. F.
Blake, una planta medicinal cuyas raices (con longitud de 15 a 30 cm) son conacidas
comunmente como “chilcuague, raiz azteca o raiz de oro” perteneciente a la familia
Asteraceae: Heliantheae, junto con otras 25,000 especies (Figura 2) (Cilia-Lopez y
col., 2014). Culinariamente se usa para condimentar salsas, frijoles, nopales y otros
platillos de las regiones donde crece y comunmente las personas que la prueban en
una infusién de té, describen que posee un sabor picante que estimula la secrecion
salival (Arriaga-Alba y col., 2013). En la medicina popular se utiliza como analgésico,
anestésico local y como antibiético para infecciones de los aparatos respiratorio y
digestivo (Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001); debido a que contiene

compuestos bioactivos llamados alcamidas (Lopez-Martinez y col., 2011).

,' Rio Verde, San Ciro,
«San Luis Potosi
San Luis de la Paz, Xich,
Guanajuato
Jalpan,
sQuerétaro

Figura 1. Distribucién geogréafica de Heliopsis longipes en los estados de Querétaro,

Guanajuato y San Luis Potosi, México. Fuente: Modificado (Cilia-L6pez y col., 2014).



Figura 2. Planta de Heliopsis longipes y sus raices secas.

2.2.1 Alcamidas

Las N-alcamidas o alcamidas son compuestos bioactivos presentes en al menos 33
familias de plantas, con 300 derivados. Su estructura quimica parte de la union de
una amida (condensacién-quimica de un 4cido con una amina) y un acido graso con
longitud de cadena mediana a larga de ocho a dieciocho carbonos, generalmente
alifatica o lineal. Las amidas cuya cadena acidica es alifatica, dependiendo del tipo
de enlaces insaturados que presenten, se clasifica en dos grupos: las alcamidas
olefinicas, con al menos una doble ligadura; y las alcamidas acetilénicas, con al
menos una triple ligadura. La importancia de las alcamidas, radica en que son
compuestos bioactivos, lo que significa que producen una respuesta notable en
células receptoras (Garcia-Chavez y col., 2004; Greger, 2016; Molina-Torres y
Garcia-Chavez, 2001, Rios, 2013).

La familia Asteraceae es caracterizada por su contenido de alcamidas alifaticas, se
destacan los géneros de Achilea, Acmella, Echinaceae, Heliopsis y Spilanthes con
estudios fitoquimicos y farmacoldgicos (Boonen, y col., 2010; Garcia-Chavez y col.,



2004; Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001; Rios, 2013). Otro conjunto de
alcamidas, lo constituyen las amidas que presentan anillos homo o heterociclicos,
estructuras observadas en la capsaicina presente en algunos chiles (Capsicum
spp.) y la piperina presente en pimientas (Piper spp.), entre otras (Boonen y col.,
2012; Greger, 2016; Johns y col., 1982; Rios y Olivo, 2014).

Las alcamidas representan una clase de compuestos lipidicos relacionados
estructuralmente  con  compuestos enddégenos en  mamiferos, los
endocannabinoides. La anandamida  (N-araquidonoiletanolamina), un
neurotransmisor cerebral cannabinoide enddégeno con wuna-similitud estructural
notable a las alcamidas, tiene su mayor actividad en el sistema nervioso central, en

donde evoca sus efectos bioldgicos (Rios, 2013).

2.2.2 Afinina

Isobutilamida alifatica insaturada (N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida), también
conocida como espilantol, se encuentra en diversas plantas que se usan como
remedio tradicional en numerosos paises (Rios y Olivo, 2014). Esta alcamida se
aislé por primera vez de las raices de H. longipes en 1945 y se le atribuy6 la
propiedad de insecticida (Acree y col.,, 1945a,b; Jacobson y col., 1947). La
estructura molecular de este compuesto se ha elucidado gracias a estudios
espectroscopicos reportados por diferentes grupos de investigacién (Boonen y col.,
2010a,b; Correay col., 1971; Crombie y col., 1963; Crombie y Krasimski, 1962;
Nakatani y Nagashima,1992) asi como sus caracteristicas fisicas y quimicas

mostradas en el Cuadro 1 (lkeda y col., 1984; Jacobson, 1957).



Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de la afinina.

Caracteristicas Valores
Peso molecular 221.339 g/mol
Color Amarillo claro
Punto de fusion 23 °C
Punto de ebullicion 165 °C
indice de refraccion a 298 °C 1.5135
Absorcion maxima UV 228.5 nm

Heliopsis longipes acumula en sus raices 20 alcamidas, de las cuales, esta
reportado que la afinina es la mas abundante en un 45% del peso total en extractos
(Déciga-Campos y col., 2010; Lépez-Martinez y col., 2011; Rios y col., 2007). Asi
mismo, la afinina esta presente en otras plantas del género Spilanthes, como

Spilanthes acmella (Boonen y col., 2010).

La estructura quimica de la afinina (Figura 3) posee, al igual que otras alcamidas,
una parte relativamente polar que corresponde a la amida y a su vez se une con un
acido graso menos polar, lo que da a la molécula en general una caracteristica

antipética, aunque su afinidad prevalente es lipofilica (Yasuday col., 1980).

Figura 3. Estructura quimica de la afinina.



En una variedad de estudios se ha comprobado que la afinina es responsable de
efectos biolégicos como anestesia local, saborizante, insecticida y larvicida (10-14
pug/mL) (Herndndez-Morales y col., 2015), antimicrobiano (25-300 pug/mL) (Molina-
Torres y col., 1999), bactericida y fungistatico en dos especies de Sclerotium (5-150
png/mL) (Molina-Torres y col., 2004). Asi mismo, se han evidenciado efectos
farmacoldgicos de la afinina como antiinflamatorio en linea celular de macréfagos
(90-180 pM) (Wu y col., 2008) y en roedores (DEso= 0.8 mg/kg per os (p.o.))
(Hernandez y col., 2009), antinociceptivo (DEso= 6.98 mg/kg p.0.; DEso= 36 + 5
mg/kg intraperitoneal (i.p.) en ratones) (Carifio-Cortés y col., 2010; Déciga-Campos
y col., 2010), ansiolitico (3-30 mg/kg i.p. en ratones) y diurético (800 mg/kg p.o. en
ratones) (Gerbino y col., 2016) y recientemente se reporté un efecto vasodilatador
en aorta de rata (27.8ug/mL) (Castro-Ruiz y col., 2017). De manera similar,
diferentes extractos organicos obtenidos de las raices de H. longipes han mostrado
efectos farmacologicos tales como antihiperalgésico con EEHL p.o. y diclofenaco
I.p. (EDso= 54.4+9.4 mg/kg en ratones) (Acosta-Madrid y col., 2009); efecto
antinociceptivo del EEHL (3-100 mg/kg p.o. dosis dependencia en ratones CD1,(3
mg/pata i.v. en ratones ICR) y efecto estimulante en el sistema nervioso central del
extracto (1 mg/kg i.v.); (DEso= 2.2+0.2 mg/kg i.p. en ratones ICR) (Carifio-Cortés y
col.,, 2010; Déciga-Campos y col., 2012; Déciga-Campos y col., 2010); efecto
analgésico del EEHL y efecto en el sistema neuronal antidepresivo (10 mg/kg i.p.
en ratones) (Cilia-L6pez y col., 2010); efecto antiinflamatorio (DEso= 0.8 mg/oreja de
ratbn topico) (Hernandez y col., 2009); efecto analgésico del extracto de

diclorometano (10 ug/mL en cortes de cerebro de ratones) (Rios y col., 2007).

Adicionalmente, se han llevado a cabo diferentes estudios toxicolégicos, para
establecer la seguridad de la afinina. Mediante un ensayo de toxicidad aguda en
ratones ICR, se obtuvo una dosis letal media (LDso) de 113 mg/kg p.o., asi mismo
se obtuvo una LDso= 62 mg/kg p.o. del EEHL (Déciga-Campos y col., 2012). Cabe
mencionar que la LDso es mayor en comparacion con la dosis requerida para

obtener antinocicepcion con la afinina (DEso= 365 mg/kg i.p.; DEso= 6.98 mg/kg



p.o.) (Déciga-Campos y col., 2010; Ogura y col., 1982). Ademas, un analisis
mediante la prueba de Ames revel6 que tanto la afinina como el EEHL no son
mutagénicos (Déciga-Campos y col., 2012) y en una investigacion posterior, se
demostré que la afinina es un compuesto con propiedades antimutagénicas
(Arriaga-Alba y col., 2013). En 2010, se reporto la toxicidad aguda del EEHL en
ratones CD1 (LDso= 288 mg/kg p.o.) y se establecio la ausencia de efectos
genotoxicos y citotoxicos en dosis bioactivas in vivo (Carifio-Cortés y col., 2010).
Con analisis histopatolégicos se ha demostrado que una dosis-de 1000 mg/kg de
EEHL produce dafio cerebral, sin embargo, esta dosis es mas alta de la que
normalmente se consume como condimento o ‘tratamiento analgésico vy
antiinflamatorio dental y oral por los humanos (Carifio-Cortés y col., 2010; Molina-
Torres y Garcia, 2001). Se ha demostrado que-la afinina es capaz de interactuar
con la circulacion sanguinea y cruzar la barrera hematoencefélica en concentracion

de 4 mg/mL i.v. en ratones ICR-CD1 sin mostrar toxicidad (Verysery col., 2016).

En estudios citotoxicos se ha reportado la concentracion inhibitoria media (ICso) de
la afinina (260 pug/mL) y del extracto metandlico de A. oleracea (234 pg/mL) en
células embrionarias de rifidn- humano (HEK 293), sin embargo, los efectos
biolégicos se observaron en concentraciones de 100 pug/mL o menores (Gerbino y
col., 2016). Se ha demostrado que la afinina inhibe mediadores pro inflamatorios
(180 uM) sin casuar citotoxicidad en macrofagos murinos RAW 264.7 (Wu vy col.,
2008). Recientemente, ensayos de citotoxicidad de la afinina y del EEHL dieron
como resultado efecto citotdéxico para la inhibicion selectiva de la proliferacion de
células cancerosas (HelLa, K-562, MCF-7) (Willig y col., 2019).

El efecto farmacoldgico més estudiado de extractos de H. longipes y la afinina es la
antinocicepcion (Acosta-Madrid y col., 2009; Carifio-Cortés y col., 2010; Déciga-
Campos y col., 2010; Déciga-Campos y col., 2012; Ogura y col., 1982). Estudios
realizados en animales, han demostrado que tanto los extractos como la afinina
producen un efecto analgésico dependiente de la concentracién con una potencia

comparable a farmacos ampliamente utilizados como la morfina y anti-inflamatorios



no esteroideos (AINEs) (Déciga-Campos y col., 2010; Rios y col., 2007). Estudios
enfocados en elucidar el posible mecanismo de accién de la afinina, sugieren su
interaccién con varias vias de sefializacibn como la via del acido gamma-
aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés), serotonina, opioide, la via del NOy
la activacion de canales potenciales de receptor transitorio (TRP, por sus siglas-en
inglés) especificamente la activacion de los TRPV1 como potencial tratamiento de
analgesia para el dolor orofacial (de la Rosa-Lugo y col., 2017; Déciga-Campos y
col., 2010).

La afinina, es un compuesto capaz de permear la mucosabucal y la piel, (Boonen,
y col., 2010a; Boonen y col., 2010b) una prueba de permeabilidad in vitro mostro
que la afinina (10 pug/ mL) penetra monocapas de células CaCo-2 en cultivo por
difusién pasiva y, consecuentemente, se mostré en modelos in vivo que alcanza la
circulacion sanguinea, cruzando la barrera hematoencefdlica en grandes
cantidades (~98%) (Veryser y col., 2016; Veryser y col., 2014). Lo anterior indica
qgue la afinina accede e interactda con la vasculatura. Sin embargo, la evidencia
cientifica acerca de los posibles efectos de la afinina y otras alcamidas sobre el

sistema cardiovascular es escasa.

Nuestro grupo de trabajo se ha centrado en el estudio de la respuesta vasomotora
producida por extractos de diclorometano y etandlico de H. longipes enriquecidos
en afinina y de la afinina pura sobre la vasculatura de rata. La afinina se purificé a
partir del extracto de diclorometano mediante una columna abierta con una fase
estatica de silica gel (1 kg, Kiesegel 60 Merck 100—230 mesh, 8 x 110 cm) y una
fase movil conformada por una relacion hexano: acetato de etilo (10:0 a 6:4). Se
colectaron 21 fracciones, entre las cuales se recuperaron 21.8 g de afinina.
Posteriormente se identifico la afinina por comparaciébn con muestra auténtica
mediante sus datos analizados por técnicas espectroscopicas de resonancia
magnética nuclear de C13 y proténica (**C-NMR y *H-NMR). Asi mismo, se analiz6
la pureza del compuesto por medio de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) (Waters 600 Associates, Milford, MA, USA), acoplada a un detector de
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arreglo de diodos (Waters 2998) (HPLC-PDA). Se utilizé una columna C18 modelo
XBridge (4.6 x 100 mm 3.5 um) con una velocidad de flujo de la fase mouvil
(acetonitrilo/agua 44:56 v/v) de 0.5 mL/min con una temperatura constante de la
columna de 30 °C y una longitud de onda de deteccion de 229 nm (Castro-Ruiz y
col., 2017).

Los resultados del estudio para determinar el efecto vasodilatador mostraron que
tanto la afinina como los extractos de diclorometano y etandlico, producen
vasodilatacion dependiente de la concentracion en segmentos de aorta aislada de
rata. Experimentos para determinar el mecanismo de accion.vasodilatador de la
afinina confirmaron la participacion de la via de los GTs [0xido nitrico (NO), sulftro
de hidrégeno (H2S) y monoxido de carbono (CO)], asi como de la prostaciclina
(PGI2) (Castro-Ruiz y col., 2017). Ademas, la via de sefializacion implicadas en la
vasodilatacién mediada por NO también participan de manera paralela en el proceso
de angiogénesis (Figura 4) (Coletta y col., 2012; Seo y col., 2003; Wang y col.,
2005).
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Figura 4. Vias moleculares de sefializacién que involucran a los GTs, y su participacion en

la angiogénesis y la vasodilatacion. Fuente: Modificado (Coletta y col., 2012)
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2.3 Angiogénesis

La angiogénesis se define como la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir
de vasos sanguineos ya existentes y este proceso implica la degradacion de matriz
extracelular, migracion, proliferacion y reorganizacion estructural de las células
endoteliales diferenciadas (Figura 4) (Freedman e Isner, 2001; Kumar y col., 1998;
Torres y col., 2017). La angiogénesis ocurre en estados fisiolégicos.como en el
crecimiento de 6rganos y tejidos durante el desarrollo, eventos reproductivos en las
hembras (crecimiento ciclico del endometrio, formacion de la placenta y de la
glandula mamaria durante el embarazo, etc) y la reparacion de heridas. La
angiogénesis también es determinante de estados patologicos, cuando se interfiere
la homeostasis angiogénica, como durante la formacién de tumores, retinopatias
vasoproliferativas, o enfermedades inflamatorias cronicas, tales como, artritis
reumatoide, psoriasis y periodontitis (Freedman e Isner, 2001; Johnson y Wilgus,
2014). La activacion del factor pro-angiogénico mas prominente, el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus silgas en inglés), es consecuencia
de estimulos como la hipoxia, la inflamacion y la transformacion tumoral (Zimna y
Kurpisz, 2015).

‘ Angiogénesis
1. Factores angiogénicos (FGF, VEGF) se enlazan a los

receptores de las células endoteliales

2. Degradacion de la membrana basal por matriz
metaloproteinasas y receptor de uroquinasas (uPAR)

3. Proliferacién y migracion de células endoteliales

4. Formacién de tubos, elongacion y remodelacion
(integrinas)

S. Estabilizacion de vasos (pericitos y células del
musculo liso por Ang-1, TGF-B)

Figura 5. Proceso de angiogénesis. (1) Interaccion de factores angiogénicos con sus

respectivos receptores de las células endoteliales y activacion de las vias de transduccion
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de sefales. (2) Se degrada la matriz extracelular por medio de la activacion de matriz
metaloproteinasas (MMP’s). (3) Las células endoteliales migran a partir de la pared
capilaridad preexistente e inicia la proliferacion. (4) Células endoteliales expresan
integrinas, facilitan su adhesion a la matriz extracelular y su migracién para la formacién.de
nuevos tubos capilares. (5) Angiopoyetina | (Ang-1) se embona a receptores de Tie-2 para
la estimulacion del reclutamiento de pericitos y la estabilizacion de los nuevos vasos

sanguineos. Modificado (Yoo y Kwon, 2013).

Los factores promotores de la angiogénesis incluyen al VEGF, factor basico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF, por sus siglas en inglés), el factor de crecimiento
placentario (PIGF, por sus siglas en inglés), factor-alfa de necrosis tumoral (TNF-q,
por sus siglas en inglés) y angiopoyetinas (Ang). Entre los factores inhibidores de la
angiogénesis sobresalen la angiostatina, la trombospondina, la endostatina y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Folkman, 1995; Liekens y col.,
2001; Ucuzian y col., 2010; Wood, 2000; Yoo y Kwon, 2013).

El proceso angiogénico inicia con sefiales bioldgicas como la hipoxia, isquemia, y/o
dafio de vasos sanguineos que regulan la expresion de factores de crecimiento pro-
angiogénicos gue activan sus receptores. La permeabilidad vascular incrementa en
respuesta al VEGF, permitiendo asi la extravasacion de proteinas plasmaticas que
forman una estructura de soporte para la migraciéon de las células endoteliales.
Angiopoyetina-1 y angiopoyetina-2 (Ang-1 y Ang-2) ejercen una funcién de
regulacion homeostatica durante el desarrollo vascular, Ang-1 como inhibidor de la
permeabilidad vascular y Ang-2 que participa en la via de desestabilizacion del
desapego de las células del masculo liso y la promocion de la permeabilidad. Las
metaloproteinasas de matriz (MMP’s) promueven la angiogénesis por medio de la
degradacion de los componentes de la matriz extracelular. Las células endoteliales
gue proliferan subsecuentemente se unen y conforman estructuras tubulares. Las
integrinas a y B promueven la adhesién y migracion de las células endoteliales,
mientras que las cadherinas vasculares endoteliales (VE) incrementan la

supervivencia celular y promueven la adhesion celular. Una vez que los vasos
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sanguineos se han formado, pericitos y las células del musculo liso facilitan la
diferenciacion, estructura y estabilidad de los nuevos vasos (Ucuzian y col., 2010;

Yoo y Kwon, 2013; Zimna y Kurpisz, 2015).

2.3.1 Procesos celulares y moleculares de la angiogénesis

Dentro de las moléculas con sefal extracelular que favorecen el crecimiento, se
encuentran los mitdgenos, los cuales estimulan la division celular; los factores de
crecimiento, que estimulan el crecimiento celular por medio de la promocion de
sintesis proteica y otras macromoléculas inhibiendo su degradacion y los factores
de supervivencia, con funcién de mantener una supervivencia celular por medio de

la supresion de apoptosis (Ucuzian y col., 2010).

Los miembros de la familia del VEGF incluyen proteinas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C y VEGF-D; que realizan su funcion en las células diana a través de tres receptores
con actividad tirosina quinasa intrinseca. El receptor VEGFR-1, también llamado
tirosina de fosforilacion 1 (Flt-1, por sus siglas en inglés), expresado en varios tipos
celulares incluyendo monocitos.y macrofagos, musculo vascular liso y células
neuronales, tiene la funcion, entre otras, de unir al VEGF-A y de esta manera regular
su accesibilidad para interactuar con el receptor VEGFR-2, que es el principal
mediador de los efectos angiogénicos y de vasopermeabilidad del VEGF. El
receptor VEGFR-2 0 KDR (contiene el dominio de insercion de quinasa), localizados
en células endoteliales y en otros tipos celulares, juega un papel clave tanto en
angiogénesis embrionaria como en hematopoyesis y su activacion estimula una
serie de vias de transduccion de sefiales para la mitogénesis, la migracion y la
supervivencia de las células endoteliales. La expresion del VEGFR-3 en las Ultimas
etapas del desarrollo embrionario determina su exclusiva expresion en el endotelio
del sistema linfatico endotelial. La activacion Unica de este receptor es suficiente
para proteger a las células de apoptosis e inducir su proliferaciéon y migracion

(Johnson y Wilgus, 2014; Karamysheva, 2008; Ucuzian y col., 2010).
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El VEGF-A regula la angiogénesis y la permeabilidad vascular mediante la
activacion de dos receptores el VEGFR- 1 y VEGFR- 2. Ambos poseen siete
dominios de inmunoglobulinas como dominios extracelulares, un dominio
transmembrana y una secuencia tirosina quinasa que se interrumpe por una quinasa
insertada en el dominio, que pertenece a la misma familia de receptores que
contribuyen a la angiogénesis tumoral y la remodelacion vascular PDGFR, c¢-Kit, c-
Fms, Flt-3 y Flt-4 (Figura 6) (Torres y col., 2017; Wood, 2000).
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Figura 6. Interaccién de la familia del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) con

receptores de membrana celular. Fuente: (Karamysheva, 2008)

Flt-1 se une a VEGF-A y -B y al factor de crecimiento placentario (PIGF), mientras
gue KDR se une a VEGF- A, -Cy -D; y FIt-4 (VEGF -R3) se activa por VEGF-C y -
D. Aunque se demostré que la activacion de Flt-1 media respuestas bioldgicas, tales
como la migracién de células endoteliales y monocitos y la induccion del factor
tisular, la estimulacion con VEGF induce solo fosforilacion débil del receptor y sin
respuesta mitogénica significativa. Por otro lado, KDR esta fuertemente
autofosforilado en respuesta a la estimulacion de VEGF y regula una respuesta
mitogénica (Karamysheva, 2008; Ucuzian y col., 2010).
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Dentro de los otros factores de crecimiento se encuentra el FGF, del cual se han
identificado 20 subtipos y 4 diferentes receptores tirosina-quinasa (FGFRs). Los
principales factores estimulantes de angiogénesis, el FGF-1 (FGF &cido) y el FGF-
2 (FGF basico), estdn unidos a los cuatro receptores, siendo mitogénicos para
células endoteliales, fibroblastos y otros tipos celulares. Asi mismo, FGF-2
incrementa la expresion angiogénica del factor VEGF y proteasas; por lo tanto, el
FGF-2 es clave para cicatrizacion de heridas, ya que regula los brotes de nuevos
vasos sanguineos en los sitios de reparacion de tejidos, en diferencia del FGF-1
(Tahergorabi y Khazaei, 2012).

La cascada de sefializacion de angiogénesis comienza por medio de la activacion
de los factores de crecimiento con sus respectivos receptores, como el VEGF-A con
el VEGFR-2, lo cual genera un incremento de calcio dentro de la célula endotelial,
lo que hace que se sintetice NO por medio de la isoforma de NO sintasa endotelial
(eNOS, por sus siglas en inglés) lo que resulta en el aumento de la permeabilidad
vascular. La principal via de sefializacion del NO incluye la vinculacion a la
guanilil/guanilato ciclasa soluble (sGC, por sus siglas en inglés) y la produccion del
segundo mensajero, la guanosin 5° monofosfato ciclica (cGMP, por sus siglas en
inglés), seguida por la activacion de la proteina quinasa G (PKG, por sus siglas en
inglés). Ademas, recientemente se ha estudiado la via del sulfuro de hidrogeno
(H2S) vascular, generado de L-cisteina por dos enzimas piridoxales 5 -fosfato
dependientes: la cistationina-B-sintasa (CBS) y la cistationina-y-liasa (CSE, por sus
siglas en inglés). H2S no activa directamente la sGC, ya que tiene un efecto
inhibitorio por medio de la fosfodiesterasa 5A (PDESA, por sus siglas en inglés),
retrasando asi la degradacion de cGMP impidiendo la ciclacion. H2S activa la
fosfatidilinositol-3-OH-quinasa - proteina quinasa B (PI3K-Akt, por sus siglas en
inglés) generando un incremento en la supervivencia celular; esta sefializacion
aumenta la fosforilacion de eNOS, influyendo en el aumento de la permeabilidad
vascular. Una vez activada la PKG por la cascada de sefalizacion, se fosforilaran

quinasas reguladas por sefal extracelular (Erk 1 y 2, por sus siglas en inglés),
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expresando proliferacion y migracion a los nuevos vasos sanguineos. Asi mismo, al
fosforilarse la proteina quinasa activada por mitégenos (p38 MAP, por sus siglas en
inglés) incrementa la permeabilidad vascular y actia como reguladora de la
inflamacion (Cuadro 2) (Coletta y col.,, 2012; Katsouda y col., 2016; Szabd y
Papapetropoulos, 2011; Ucuzian y col., 2010; Wong, 2012).

Tanto el NO como el H2S son GTs requeridos para el control fisiologico de la funcion
vascular, mostrado las vias de sefializacion de vasodilatacion y angiogénesis para
estimular el incremento de cGMP que activa PKG para seguir con la cascada de
sefializacion y activar Erk 1/2 y p38 en el caso de angiogénesis; y en la
vasodilatacién se activa la cadena ligera de miosina (MLC) fosfatasa, canales de
potasio activados por voltaje y calcio de gran conductancia (BKca), y IP3-R-asociado
a sustrato de cG-quinasa (IRAG), mostrado en la Figura 7 (Coletta y col., 2012;
Eberhardt y col. 2014; Katsouda y col., 2016; Szab6 y Papapetropoulos, 2011;
Wong, 2012)

Cuadro 2. Activacion de las vias moleculares del efecto angiogénico.

Molécula Efecto por activacion
eNOS Permeabilidad vascular
PI3K-Akt Supervivencia celular
Erk 1/2 fosforilada Proliferaciéon y migracion
P38 MAP fosforilada Permeabilidad vascular y regulador de
inflamacion

Tomando en cuenta que el sistema cardiovascular se encarga de transportar
oxigeno y nutrimentos a todas las células, tejidos y 6rganos. Cuando hay una
exposicidon prolongada a niveles bajos de oxigeno, las células sobreviven a través

de la activacién de una serie de genes que participan en la angiogénesis. El
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activador transcripcional sensible al oxigeno, el factor inducible a hipoxia-1 (HIF-1),
es el mediador clave de la regulacion de la angiogénesis, tanto fisiolégica como
patologica. HIF-1 participa en la formacion de la vasculatura por correlacion
sinérgica con otros factores pro-angiogénicos como el VEGF, PIGF, o

angiopeyetinas (Ucuzian y col., 2010; Zimna y Kurpisz, 2015).

2.3.2 Modelos ex vivo e in vivo para el estudio de angiogénesis

La importancia de la angiogénesis en las patologias ha generado uninterés general
en elucidar los mecanismos celulares y moleculares con el fin de identificar nuevos
tratamientos terapéuticos. Numerosos ensayos se han desarrollado para evaluar el
proceso angiogénico en modelo animal, ex vivo e in vivo (Go y col., 2003; Nilesh y
col., 2006; Zippel y col., 2016).

Como modelo intermedio entre los ensayos de angiogénesis in vitro que son mas
precisos y los in vivo mas completos y relevantes fisiolégicamente, los ensayos con
explantes de 6rganos (ex vivo) han ganado un amplio uso por brindar una mas
completa informacion y visualizacion de los mecanismos angiogénicos (crecimiento,
estabilidad y regresion de los nuevos vasos sanguineos) y las sustancias de prueba
que influyen en la angiogénesis; informacion a la que no se accede en otros ensayos
de angiogénesis. Los tipos de 6érganos mas utilizados para estudiar la angiogénesis
son la aorta (rata, raton, pollo, conejo y perro), arteria carétida (rata, cerdo y vaca),

vena cava (rata) y vena placentaria (rata y ratén) (Irvin y col., 2014).

El ensayo de anillos adrticos de rata, consiste en embeber segmentos de aorta en
una matriz extracelular, generalmente geles de fibrina o coldgeno (Nicosia, 2009;
Nicosia y col., 1997). El ensayo tiene como ventajas principales que es econémico
y que se obtiene informacion a lo largo de un periodo de tiempo relativamente corto,
pues se requieren pocos animales para obtener una muestra significativa y se puede
dar un seguimiento al desarrollo de nuevos brotes vasculares y capturar imagenes
representativas durante la duracion del experimento (6 a 12 dias). Asimismo,

recapitula las cuatro fases de la angiogénesis, por lo que es posible evaluar con
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éxito inhibidores de la angiogénesis y analizar los posibles factores moleculares

involucrados (Aplin y Nicosia, 2014; Go y col., 2003; Zippel y col., 2016).

Por otro lado, en los modelos in vivo se puede estudiar el proceso de angiogénesis
completo y su interaccion con todos los demas procesos que mantienen el estado
del organismo. La mayoria de estos ensayos tiene la finalidad de investigar los
efectos de farmacos o nuevos compuestos bioactivos, validar resultados y
observaciones de los mecanismos moleculares de la angiogénesis de estudios in
vitro y/o ex vivo. Los estudios in vivo son indispensables para el desarrollo de

nuevas terapias, en este caso angiogénicas (Irvin y col., 2014).

Dentro de los ensayos in vivo mas utilizados eficientemente para probar farmacos y
agentes bioldgicos, se encuentran el ensayo de-membrana corioalantoidea (CAM)
de huevo de gallina; modelo de retinopatia prematura en mamiferos neonatales;
ensayo de pez cebra con fluorescencia; modelo de raton tumoral y ensayos de
invasion in vivo con matriz de membrana basal (BME) solubilizada extraida del

sarcoma de raton Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) (Tahergorabi, y Khazaei, 2012).

Los modelos in vivo de invasion poseen la ventaja de llevarse a cabo en un tiempo
relativamente corto (~ 9 dias), asi como de poder realizar la estimacion de la
respuesta angiogénica de diversos compuestos por medio de técnicas bioquimicas
de fluorescencia 'y conteo directo de los brotes. Usualmente, se implanta una
porcién de BME bajo la piel del animal a evaluar, la cual puede ir impregnada de la
sustancia de interés (Malinda, 2009; Martin y Murray, 2009).

En la literatura cientifica figuran diversos reportes con algunas modificaciones para
optimizar los ensayos in vivo con BME, mediante el uso de dispositivos cilindricos
de silicona semicerrados con longitud de 1 cm, conocidos como angio-reactores
(Auerbach y col., 2000; Guedez y col., 2003). El ensayo con los angio-reactores
tiene la ventaja de delimitar un volumen estable de la muestra, mantener su
estructura (direcciona el crecimiento de los vasos sanguineos) y uso de una menor

cantidad de reactivos que en otros ensayos, lo que demuestra que es un modelo
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reproducible y cuantitativo; ademas de que permite recuperar el material contenido
en el ensayo para pruebas bioquimicas, celulares o genéticas adicionales. Por otro
lado, como desventaja puede haber una inadecuada manipulacion del material que
cause gelificacion prematura del BME o una inapropiada implantacion de los
dispositivos resultando en variabilidad de los resultados. (Guedez y col., 2003; Seo
y col., 2003; Wang y col., 2005).

Los modelos anteriormente mencionados, se han utilizado con farmacos sintéticos
y productos naturales. De éstos ultimos, se han utilizado extractos de plantas y
moléculas derivadas con el fin de elucidar tratamientos proy anti angiogénicos (Min
y col., 2004, Xie y col., 2015; Zihlif y col., 2012).
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ll. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales se han convertido tradicionalmente en una fuente de
tratamiento para padecimientos, sin embargo, en México Unicamente el 5% de las
plantas medicinales tienen validacion cientifica. Heliopsis Longipes, crece en la
zona centro de Meéxico, conocida por las multiples actividades bioldgicas que
efectlan sus raices. Los principales compuestos bioactivos de H. longipes son las

alcamidas, siendo la afinina la de mayor proporcion.

Se ha comprobado que la afinina es capaz de alcanzar la circulacién sistémica con
relativa facilidad y ejercer un efecto vasodilatador en arterias de rata a través de
mecanismos que involucran las vias de sefializacién de los gasotransmisores. Por
lo anterior, resulta de particular interés profundizar en el estudio de los efectos de
ésta alcamida en otros procesos bioldgicos del sistema vascular, como lo es la
angiogénesis, la cual comparte vias de sefializacion paralelas a las involucradas en
la regulacioén del tono vascular. La evaluacion farmacologica de fitoquimicos resulta
de gran interés, principalmente en las areas de investigacién y desarrollo
farmacéutico, debido a que se pueden disefiar formulaciones farmacoldgicas
aplicables en procedimientos terapéuticos relacionados a la cicatrizaciéon y

tratamiento de heridas.

En la vasculatura, los efectos de las alcamidas y extractos con alto contenido de
éstas han-sido escasamente estudiados. La investigacion de tales efectos
farmacolégicos representa una linea de investigacion novedosa a partir de un

recurso.natural presente en México.

Asi mismo, el impacto de la presente investigacion pudiera tener influencia en areas
de desarrollo empresarial y social; pues, se podria establecer un programa
multidisciplinario para el aprovechamiento y produccién de chilcuague en la zona
serrana Queretana, que incluya la participacion tanto de agricultores, como
profesionistas de diferentes areas como la farmacéutica, agrondmica, botanica,

biotecnoldgica, entre otros.
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IV. HIPOTESIS

El extracto etandlico enriquecido en afinina y la afinina purificada, obtenidos de
raices de H. longipes poseen un efecto angiogénico dependiente de la

concentracién en modelos ex vivo e in vivo.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto angiogénico del extracto etandlico y la afinina purificada,

obtenidos de la raiz de Heliopsis longipes, en modelo-animal ex vivo e in vivo.
5.2 Objetivos especificos

1. Cuantificar el contenido de afinina, por HPLC, en el extracto etandlico obtenido
a partir de raices de H. longipes.

2. Determinar el efecto angiogénico del extracto etandlico y de la afinina purificada
de H. longipes mediante el ensayo ex vivo de anillos adrticos de rata.

3. Evaluar el efecto angiogénico por medio del ensayo directo de angiogénesis in

vivo del extracto etandlico y la afinina purificada de H. longipes.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Estudio dividido en dos fases: la obtencion y analisis fitoquimico del extracto
etandlico y la afinina (Fase 1) y la evaluacion farmacoldgica del efecto angiogénico
(Fase 2).

6.1 Reactivos y solventes

Los reactivos y solventes empleados en el estudio fitoquimico de las raices de H.
longipes fueron adquiridos de JT Baker (Phillisburg, NJ, USA). Para las pruebas
farmacoldgicas, los estandares y reactivos se obtuvieron de Sigma-Adrich (St.
Louis, MO, USA). El Directed In Vivo Angiogenesis Assay (DIVAA®) Starter Kit que
se uso en la evaluacién farmacoldgica in vivo, se comproé de Trevigen (Gaithersburg,
Md., USA).

6.2 Animales

La presente investigacion se realizo bajo las directrices de los estandares de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 para la reproduccién, cuidado y uso
de los animales del laboratorio (Ochoa, 2001), y asi mismo, se aprobo por el Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Autonoma de

Querétaro con No. de Registro 10001.

En la evaluacion farmacoldgica en modelo ex vivo se emplearon ratas Wistar macho
(250-300 @), para el estudio in vivo se utilizaron ratones CD-1 hembras (25-30 g).
Los animales fueron adquiridos en el Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México, Campus Juriquilla, Querétaro, México. Los animales
se alojaron en jaulas estandar con temperatura controlada, ciclo luz-oscuridad de
12:12 h y el agua junto con los alimentos se proporcionaron a libre demanda. Se

realizé la limpieza de las camas sanitarias durante el alojamiento.

Los desechos de cadaveres (6rganos o sus partes, tejidos y liquidos corporales);

materiales punzocortantes, jeringas y agujas hipodérmicas, se manejaron y
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eliminaron de acuerdo con la Norma NOM-087-ECOL-94, asi como a la Ley General
del Equilibrio Ecologico y la Proteccién al Ambiente, para tal fin se utilizaron bolsas
de polietileno color amarillo para los cadaveres por ser residuos patolégicos en
estado solido y para residuos con flujo sanguineo se utilizaron bolsas de polietileno
color rojo; todas fueron marcadas con sus respectivas caracteristicas como-lo dicta
la Norma. Los desechos no contaminantes o bioldgicos infecciosos, se destinaron

al depdsito general de basura (Secretaria de Medio Ambiente, 2003).
6.3 Materia vegetal

Las raices de H. longipes (Asteraceae), fueron obtenidas de un proveedor local e
identificadas por comparacion con dos especimenes completos ubicados en el
herbario Jerzy Rzedowski de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad

Autonoma de Querétaro, Qro. (H. longipes vouchers J.E. Castro R.1.y R.2.).

6.4 Fase 1: Preparacién del extracto etandlico de Heliopsis longipes

Se usaron 700 g de las raicesde H..longipes, las cuales se secaron en estufa de
convecciéon a una temperatura de 60°C por 12 h y posteriormente se trituraron en
un molino (Thomas Wiley 4 Lab Mill, Thomas Scientific, USA), hasta obtener un
polvo fino usando una criba de 0.5 mm. Para la preparacion del extracto de la raiz,
el material molido de la planta (~700 g) se sometié a maceracién con etanol absoluto
por una semana en racion 1:10 (p/v). Adicionalmente en el transcurso de la
extraccion las soluciones se sonicaron en un sonicador (Branson 5510, Danbury,
CT) durante 15 min en el dia cero y tres de la semana. Después de eso, se filtro y
se 'usé roto evaporacion a 60°C (BUCHI R-200, Flawil, Switzerland), como se ha

reportado con anterioridad (Castro-Ruiz y col., 2017).

6.4.1 Andlisis fitoquimico por métodos cromatograficos

Se utilizé cromatografia de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) con fase estéatica
de silica gel y fase movil hexano:acetato de etilo (3:2) para comparar e identificar la
afinina purificada y el extracto etanolico. La placa de TLC se humedecié con una
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solucion de anisaldehido/acido sulfurico (0.5 mL anisaldehido en 50 mL de &cido
acético glacial y 1 mL de acido sulfarico al 97%) para revelar la afinina como una
mancha color violeta brillante, ya reportada para otras isobutil-amidas olefinicas en
un factor de retencién (FR) de 0.3 (Bauer y Remiger, 1989).

Subsecuentemente se efectué una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC,
por sus siglas en inglés) (Waters 600 Associates, Milford, MA, USA), acoplada a un
detector de arreglo de diodos (Waters 2998) (HPLC-PDA); utilizando la columna
utilizada para este analisis fue una columna C18 modelo XBridge (4.6 x 100 mm 3.5
pum). La velocidad de flujo de la fase movil (acetonitrilo/agua 44:56 v/v) fue de 0.5
mL/min con una temperatura constante de la columna de 30 °C y una longitud de

onda de deteccién de 229 nm.

6.4.2 Afinina purificada

La afinina se obtuvo de un stock, que se purificé previamente por el grupo de trabajo.
El proceso de purificacion fue analizado y cuantificado por métodos cromatograficos

de la TLC con el factor de retencion y por HPLC (Castro-Ruiz y col., 2017).

6.5 Fase 2: Evaluacion farmacologica

6.5.1 Determinacion del efecto angiogénico del extracto etandlico y la afinina
por el ensayo de anillos aérticos de rata

Las ratas se sacrificaron por decapitacion de acuerdo a la NOM-062-ZO0-1999
(Diario Oficial de la Federacién, 2001). Posteriormente se extrajo quirirgicamente
la aorta toracica y se lavo el espacio intraluminal aértico en una caja de Petri con
solucion Krebs-Henseleit con la siguiente composicion (nM): 126.8 NaCl; 5.9 KCI;
1.2 KH2POg4; 1.2 MgSO0g4; 5.0 D-glucosa; 30 NaHCOs; 2.5 CaClz (pH de 7.4) con una
temperatura de 4°C, oxigenado con carbogeno (95% Oz y 5% CO3) para evitar la
formacion de coagulos sin dafar la pared aortica. Se limpié retirando el tejido
conectivo y adiposo circulante con tijeras y pinzas finas de diseccién. Finalmente,

se cortaron en delgados anillos de 1 a 2 mm de longitud y se pusieron en hilo de
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sutura para un mejor manejo. Los anillos aérticos pasaron por un tren de 6 lavados
consecutivos en hielo (4°C) con solucion salina balanceada de Hank (HBSS, por
sus siglas en inglés) con la composicion (M) de: 0.005 KCI; 0.0004 KH2PO4; 0.0005
MgClz; 0.0004 MgSO4; 0.14 NaCl; 0.0003 NazHPO4; 0.006 D-Glucosa; 0.001 CaClz;
0.00002 Rojo Fenol. La solucién se filtr6 con membrana de 0.22 micrasy se le
afiadio antibidtico-antimicético (Penicilia, Estreptomicina'y Amfotericina) 1X (Nicosia
y col., 1997 y Baker y col., 2012).

Los anillos de aorta se colocaron dentro de una campana de flujo laminar para
manejarlos en condiciones de esterilidad, en donde pasaron por otros 6 lavados con
solucion DBSS a 4°C. Mientras los anillos adrticos pasaban por el lavado, se
preparo el colageno tipo 1 de cola de rata de 4 mg/mL (Advanced BioMatrix) usado
anteriormente en ensayos de angiogénesis con anillos de aorta de rata (Blacher y
col., 2001; Go y col., 2003; Zippel y col., 2016). El colageno se prepardé mezclando
8 volumenes de colageno (4 mg/mL); 1 volumen de 10 x DMEM y 1 volumen de
H20, obteniendo una concentracion final del colageno de 2 mg/mL. La solucion se
ajustdé a un pH de 7.2 con una décima parte de solucién neutralizadora, que al
mezclarlo cambié a un color rosado. En todo momento se trabajé con material y
soluciones sobre hielo para mantener una temperatura de 4°C para evitar

polimerizacién prematura del colageno.

En una microplaca de 96 pozos estéril, se afiadieron 100 pL de colageno y un anillo
aortico por pozo, se cultivaron 6 anillos aérticos por grupo. Posteriormente, se
incubd la microplaca en una incubadora a 37°C con 5% de CO:z por 60 minutos para
qgue el colageno se solidificara. Transcurrido el tiempo, los anillos adrticos se
suplementaron con 150 pL de los tratamientos previamente preparados de la
siguiente manera: se utilizé medio de cultivo Opti-MEM con suero fetal bovino (SFB)
2.5% y 1% de anti-anti con ausencia (control negativo) o presencia de FGF a una
concentracion final de 30 ng/mL para el grupo control positivo (Baker y col., 2012);

o suplementados con concentraciones del EEHL o de la afinina de 1, 10 o 100
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pg/mL. Se utilizé 1 pL de dimetilsufoxido (DMSO) por cada 2 ug de muestra para su

dilucion y preparacion de los tratamientos.

Los anillos aodrticos se incubaron a 37 °C en condiciones de 95% de Oz y 5% de
COz2. Asi mismo, se les cambid el medio cada segundo dia, extrayendo 130 pLy
suplementando con 140 pL del respectivo tratamiento segun el grupo experimental.
Durante este periodo se obtuvieron imagenes digitales con objetivo 4x cada dia por
medio de una camara digital acoplada a un microscopio digital VE-BC3 PLUS
(Velab, Co; USA) con ayuda del software IS Capture 3.6.8 (ISCapture.ink). Las
imagenes del dia 10 se cuantificaron con el programa Image-Pro Plus version
5.1.2.59 para Windows XP (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD), obteniendo
la cantidad de nuevos vasos sanguineos (numero de objetos en la periferia del anillo
aortico) y el area de invasion por nuevos brotes sanguineos (um?) por imagen de
muestra (6 muestras por grupo). Los procedimientos de este ensayo se encuentran

representados en un diagrama en el Anexo 1.

En el dia 10, los anillos aédrticos se lavaron 2 veces con PBS 1X por 5 min, se fijaron
con 100 pL/pozo de formalinaal 4% por 30 min a temperatura ambiente, se volvieron
a lavar con PBS 1X, para posteriormente permeabilizarse con 0.5% de Triton X-100
por 30 min (37°C) en agitacion mecanica con un agitador de hibridacion a 10 rev/min
(Amersham Pharmacia Biotech, UK). Transcurrido el tiempo, se realizaron 2 lavados
con PBS 1X; después se marcaron con el fluoroforo FITC-Lectin (50 pg/mL) y la
placa se dejé incubando durante la noche a 4°C. El dia posterior, se realizaron 2
lavados con PBS 1X y los anillos adrticos se montaron sobre portaobjetos con
cubreobjetos. Las imagenes de escaneo laser confocal se capturaron utilizando un
microscopio invertido con sistema confocal de escaneo laser Zeiss LSM 510 (Carl
Zeiss, Thornwood, NY, USA).

6.5.2 Ensayo directo de angiogénesis in vivo (EDAIV)

El EDAIV (en inglés DIVAA, por sus siglas, Direct In Vivo Angiogenesis Assay), se
llevd a cabo como ha sido descrito anteriormente (Guedez y col., 2003). Se utilizo
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el kit DIVAA, que incluia “angiorreactores” (AR), dispositivos cilindricos estériles con
medidas de 1 cm de longitud, 3 mm de ancho y 0.15 cm de diametro interno. Dentro
de condiciones de esterilidad dentro de una campana laminar y trabajando con los
reactivos y material a 4°C, los AR se llenaron con 25 pL que contenian el factor de
crecimiento reducido de matriz de la membrana basal (BME); mezclado con PBS
1X (control negativo); o con el VEGF (3 ng/pL), el bFGF (9 ng/uL) y heparina (control
positivo). En cambio, para los tratamientos, los AR contenian las especificaciones
del grupo control positivo junto con el EEHL o la afinina, probados en diferentes

concentraciones de 1, 10, 50 o 100 pg/mL.

Para la polimerizacién del BME, los AR se incubaron a 37°C durante 1 h para pasar
a ser implantados en los ratones CD-1, previamente anestesiados con farmacos via
intamuscular (Xilacina/Zoletil 50). Se mantuvo una zona inocua en el area cervical
posterior donde se colocé el implante subcutdaneamente, utilizando de uno a dos
puntos de sutura. Después del procedimiento de implantacién, los animales se
mantuvieron en observacion, prestando atencién en signos de dolor (acialamiento,
actividad, comezdn, apetito) y monitoreo de sanacion de la herida. Después de un
periodo de mantenimiento de 12 dias, los animales se sacrificaron, se anestesiaron
con isoflurano 2% y se les realiz6 dislocacion cervical. Los AR se extrajeron
cortando cuidadosamente alrededor del dispositivo para cortar cualquier vaso
sanguineo que estuviera creciendo en él, como se muestra en la Figura 7. Se
depositaron en microtubos de centrifuga para su traslado y, posteriormente en una
caja de Petri estéril, se fotografiaron y se observaron en microscopio invertido

(Zeiss, Axio Vert. A1, Germany) con un objetivo de 4x.

Posteriormente, se expuls6 el BME fuera del AR a un microtubo de centrifuga y se
agregaron 300 pL de solucion dispasa para el proceso de digestion y se incubd
durante tres horas a 37°C. Después de la digestion, la mezcla de incubacion se llevo
a centrifugacion por 5 min a 1700 RPM) a temperatura ambiente en una centrifuga
(Allegra 21R - Beckman Coulter, Fullerton, California), se extrajo el sobrenadante y

se suspendié el pellet en medio DMEM con 10% SFB durante una horay se llevé a
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centrifugacion (5 min a 1800 RPM), para pasar por tres lavados de un Buffer de
lavado (DIVAA Wash Buffer). El producto de la digestion se marcé con el fluoréforo
de isolectina-B4 conjugada con isotiocinato de fluoresceina (FITC) y las muestras
se colocaron en una placa de 96 pozos. El dia posterior a la digestién y marcaje con
el fluordforo, se determiné la fluorescencia de cada muestra mediante lectura de
multimodo por espectrofluorimetria (Varioskan™ Flash, Thermo Scientific™, USA)
en un Software lector de microplacas (Thermo Scientific™, Skanlt™,USA) con
parametros de 485 nm de excitacién y 510 nm de emisidn; se estimo la cantidad en
el numero de células endoteliales formadas y se interpretaron como Unidades

Relativas de Fluorescencia (URF’s).

12 dias
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Figura 7. Diagrama del Ensayo Directo de Angiogénesis In Vivo en ratones CD-1.
6.6 Analisis estadistico

En el ensayo de aorta aislada de rata se utilizaron tres ratas diferentes por cada

grupo experimental y se realiz6 por triplicado (n=9) y para el EDAIV las diferentes

29



concentraciones de las sustancias probadas se llevaron a cabo en 4 ratones

diferentes (n=4).

Todos los valores se expresaron como la media * el error estandar de la media
(SEM) y se analizaron por el software estadistico GraphPad Prism version 6.01 (San
Diego, CA, USA) mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via'y una
prueba de post hoc de Tukey para evaluar diferencia significativa entre las medias
del grupo control con los experimentales. Se utilizé un intervalo de confianza de

95% y los valores de p <0.05 se consideraron como significativos.
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VIl. RESULTADOS
7.1 Fase 1: Preparacion del extracto etandlico y analisis fitoquimico

El rendimiento del extracto etandlico fue de 54.7 g/kg, resultando en una
optimizacion del método de extraccion. El analisis por cromatografia de capa fina
(TLC) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) corroboré que el extracto

etandlico contiene como metabolito principal la afinina (Figura 8).

A B

"2 @ Afininadel EEHL {Cas tro-Ruiz y col.,2017) l

02 W Afininadel EEHL del presente &s tudic

00
04
0o W

|
008} |J I

12— /Hh,.--.l,-'"'}“--"- I CE— N« NS A

0y 0% 100 15 00 250 k00 30 400 450 500 530 BO00D AN TOD TS A00 E50 900 050 1000
Warisned

Figura 8. Andlisis cromatografico del extracto etandlico de H. longipes (EEHL) y de la
afinina.. (A) Cromatografia de capa fina (TLC), se muestra la afinina (primer carril de
izquierda a derecha), comparada con el extracto etanolico de EEHL (segundo carril de
izquierda a derecha). (B) Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en presencia de

la afinina (marcada con una flecha).
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7.2 Fase 2: Evaluacion farmacologica

7.2.1 Efecto angiogénico del extracto etanélico de H. longipes y de la afinina

en anillos adrticos de rata

El extracto etandlico de H. longipes (EEHL), al igual que la afinina, provocaron la
formacion de nuevos vasos sanguineos en anillos aérticos de rata. En la Figura 9,
se muestra el efecto angiogénico cuantificado por invasiéon en area (um?) y nimero
de los nuevos brotes, en donde el EEHL tuvo su mayor efecto con la‘concentracion
probada en 1 pg/mL en area y en numero de nuevos brotes, en comparacién con
los controles. Por su parte, la concentracion con mayor efecto angiogénico de la
afinina fue de 10 pg/mL en area y en nimero de nuevos brotes, en comparacion
con los controles. Se destaca que en concentraciones de 100 pg/mL se inhibio el
efecto casi en su totalidad para ambas sustancias probadas.

La tincién con fluorescencia fue necesaria para obtener una mayor informacién de
la formacién de los nuevos vasos sanguineos. Las células endoteliales de los anillos
aorticos se marcaron con el FICT-Lectin (verde) como se muestra en la Figura 10,
usando microscopia confocal. EI EEHL y la afinina mostraron tener presencia de
células endoteliales en concentraciones de 1 y 10 ug/mL en comparacion con el
control negativo; incluso se observd mayor fluorescencia de las sustancias

probadas que en el control positivo con FGFb (30 ng/mL).
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Figura 9. Cuantificacién del efecto angiogénico del EEHL y de la afinina en ensayo de aorta
aislada de rata. Arriba: Microfotografias representativas del efecto angiogénico de EEHL y
afinina sobre aorta aislada de rata. Abajo: el efecto angiogénico se cuantificé por el area
(um?) invadida (A y B) y el nimero (C y D) de nuevos brotes sanguineos para las sustancias
probadas. Los valores se expresan como la media + error estandar de la media (SEM) (n=
9). Las letras sobre las barras representan diferencia estadisticamente significativa, p <
0.05. C-, control negativo; C+, control positivo.
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Figura 10. Presencia de células endoteliales por efecto angiogénico del EEHL y la afinina
en anillos adrticos de rata.
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7.2.2 Efecto angiogénico del extracto etandlico de H. longipes y de la afinina

en el ensayo directo de angiogénesis in vivo (EDAIV)

Durante el desarrollo del ensayo, ningun animal falleci6 ni mostré signos.de
toxicidad. Se observo una respuesta biolégica en los AR, después de su extraccion,
de las sustancias probadas dependiendo de la concentracion en comparacién con

los controles (Figura 11).
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Figura'11. Efecto angiogénico del EEHL y de la afinina. Angio-reactores obtenidos del
ensayo directo de angiogénesis in vivo (EDAIV). Se muestra el control negativo (-), positivo

con VEGF y bFGF (+) y las concentraciones examinadas del A. EEHL y B. de la afinina.

El EEHL y la afinina produjeron un efecto angiogénico dependiente de la
concentracion mostrado en la Figura 12. EI EEHL mostr6 un mayor efecto
significativo en la concentracion de 10 pg/mL (7.048 £ 0.9133) en comparacion al

control negativo y la afinina en 50 ug/mL (10.63 + 1.839) en contraste a los grupos
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control. Sin embargo, el efecto disminuy6 para las concentraciones probadas de

100 pg/mL en ambas sustancias probadas.
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Figura 12. Cuantificacién del efecto angiogénico-del EEHL y de la afinina del EDAIV. El
efecto angiogénico se estim6 en homogenados de los angio-reactores mediante
fluorometria en presencia o ausencia del EEHL (A) y de la afinina (B). Se representa la
media + error estdndar de la media (SEM) n = 4. Las letras sobre las barras representan
diferencia estadisticamente significativa, p<0.05. C-, control negativo; C+, control positivo;

RFU’s, unidades relativas de fluorescencia.
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VIII. DISCUSION

Heliopsis longipes pertenece a la familia Asteraceae, con amplia distribucion y
considerada la familia de plantas con flores més grande del mundo, conocida. por
su importancia etnofarmocoldgica; siendo de relevante que algunas de las especies
pertenecientes a esta familia se emplean de manera tradicional para el tratamiento
de heridas, debido a sus efectos directos sobre la curacién y en algunos casos
debido a sus acciones antiinflamatorias por medio de diferentes productos
derivados de las especies (compuestos aislados, aceites y extractos) son efectivos
en los modelos de curacion de heridas in vitro e in vivo (Carvalho y col., 2018). Se
ha identificado que principales compuestos bioactivos. purificados, la silibinina (S.
marianum) y la jaceosidina (A. princeps), como compuestos prometedores para
curar heridas. Asi mismo, extractos de Blumea balsamifera y Calendula officinalis
han demostrado la regeneracion capilar, mejora en deposicidbn de colageno y
angiogénesis en modelo in vivo e in vitro respectivamente (Carvalho y col., 2018).
En 2016, Yamane y col., encontraran que el extracto etandlico de las partes aéreas
de Acmella oleracea, mostr6 tener una actividad de cicatrizacion de herida en ratas
asociado a un incremento en los niveles de deposicién de colageno y se detect6 a
la afinina en el extracto. Por otro lado, en extractos de Echinacea Purpure con alto
contenido de alcamidas, se ha reportado una disminucién de concentraciones de
VEGF y bFGF a comparacioén in vivo con el control en ratonas prefiadas, lo cual
puede interferir con la angiogénesis embrional (Barcz y col., 2007), e in vitro en

células tumorales de sarcoma L1 (Wasiutynski y col., 2009).

El presente trabajo tuvo la finalidad de optimizar la produccion del extracto etanélico
de las raices de H. longipes (EEHL) y asi mismo estudiar por primera vez su efecto
angiogénico, junto con su compuesto bioactivo mayoritario (la afinina) en modelo
animal. La fase de preparacion del extracto fue realizada por método de maceracion
y sonicacion. Recientemente, la aplicacion de la sonicacion ha ido en aumento para
la extraccion de materia vegetal, con base a su fundamento de uso de fuentes de

ultrasonido de baja frecuencia (20-40 kHZ), cuyas ondas ultrasonicas inducen
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presion y cavitacion con la interrupcion de las paredes celulares y con esto facilita
la liberacion de los componentes de interés (Chemat y col., 2017; Giacometti y col.,
2018).

En el presente trabajo se obtuvieron 36.8 g del EEHL (54.7 g/Kg), resultando en un
rendimiento mayor de 3.2 veces que en un estudio anterior realizado por el mismo
grupo de trabajo (17 g/Kg) (Castro-Ruiz y col., 2017). Asi mismo, se logré una
optimizacion de extraccion en comparacion a otros estudios que-reportaron la
obtencién del EEHL por método de maceraciéon (Arriaga-Alba y col., 2013; Cilia-
Lépez y col., 2010). Para un mayor rendimiento de extraccion de compuestos
bioactivos se han considerado que los factores que mas influyen son la seleccién
adecuada del solvente (afecta en la efectividad de la cavitacion), el tiempo y la
temperatura de sonicacién para obtener una efectiva desintegracion de la estructura
de la pared celular vegetal que es dificil de degradar usando sélo el método de
maceracion (Giacometti y col., 2018; Hromadkova y Ebringerova, 2003).
Actualmente, existe evidencia de que el tratamiento con sonicacibn aumenta
significativamente niveles de polifenoles y antioxidantes en extracto de brotes de M.
edule (Falleh y col., 2012); aumento en las concentraciones de proteina y
propiedades funcionales de un extracto sonicado de hojas de Diplazium esculentum
(Saha y Deka, 2015); optimizacién de la extraccibn de compuestos fendlicos
principales de extractos de las hojas de olivo con ultrasonicacion (Giacometti y col.,
2018); aumento en el potencial en extraccion asistida por ultrasonido de
polisacéaridos industrialmente importantes de diferentes tejidos de materiales
vegetales (Hromadkova y Ebringerova, 2003); e incluso se ha utilizado en frutos,
como alto potencial para aplicaciones industriales, ya que en un estudio incrementé
significativamente la extraccion de varios antioxidantes en el extracto metanolico del
fruto de carambola en comparacién al extracto acuoso con y sin sonicacion

(Annegowda y col., 2012).

Para evaluar la presencia y cantidad del compuesto bioactivo mayoritario de nuestro

interés en el EEHL, se le realiz6 un analisis fitoquimico en donde se utilizo TLC para
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identificar la presencia de afinina purificada utilizada en la fase farmacoldgica
presente en el EEHL con sonicacion por medio del parametro de factor de retencién
(FR) de 0.3 (hexano; acetato de etilo 3:2) como ya se ha reportado previamente en
otro estudio de la afinina obtenida de H. longipes (Castro-Ruiz y col., 2017) y otras
isobutilamidas olefinicas (Bauer y col., 1989). Asi mismo, el EEHL de la presente
investigacion, en el que se utilizO maceracion y sonicacion y el EEHL obtenido por
el grupo de trabajo (Castro-Ruiz y col., 2017) se analizaron por HPLC. Se identificd
la afinina con un tiempo de retencion de 6.54 min para ambas muestras y se
cuantifico por unidades de absorbancia (AU) resultando que. el EEHL con sélo
maceracion mostro tener una cantidad mayoritaria de afinina (0.22 AU) que el EEHL
con sonicacién (0.165 AU); sin embargo, la absorbancia del EEHL del presente
trabajo no fue despreciable, sobre todo si se obtiene un considerable rendimiento
de 300% (Castro-Ruiz y col., 2017). En 2012, Singh y Chaturvedi realizaron un
analisis cromatografico de HPLC de cultivos in vitro de células y tejidos de
Spilanthes acmella Murr., se identifico la afinina con un tiempo de retencion de 7.5

minutos; valor muy cercano a la afinina utilizada para la presente investigacion.

En los dltimos afios, la investigacion acerca de las raices de Heliopsis longipes ha
ido en aumento desde su uso tradicional para fines culinarios y medicinales.
Actualmente, diferentes grupos de investigacibn han demostrado por medio de
estudios los diferentes efectos bioldgicos y farmacologicos que producen los
extractos organicos de las raices de H. longipes y la afinina, como su compuesto
bioactivo-mayoritario (Acosta-Madrid y col, 2009; Carifio-Cortes y col., 2010; Cilia-
Lépez y col., 2010; de la Rosa-Lugo y col., 2017; Déciga-Campos y col., 2012;
Déciga-Campos y col., 2010; Hernandez y col., 2009a; Hernandez y col., 2009b;
Hernandez-Morales y col., 2015;0gura y col., 1982; Molina-Torres y col., 1999;
Molina-Torres y col., 2004; Rios y col., 2007).

En 2017, Castro-Ruiz y col. brindaron nueva evidencia de que tanto la afinina como
extractos de las raices de H. longipes, son capaces de inducir vasodilatacion por

mecanismos moleculares que involucran la activacion de GTs como el 6xido nitrico
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(ON), sulfuro de hidrogeno (H2S) y el mondxido de carbono (CO). Este
descubrimiento abri6 la brecha a la investigacion de la influencia de estas sustancias
bioactivas en el sistema vascular, sin embargo, no hay estudios enfocados en el

efecto angiogénico de estos compuestos bioactivos.

Los resultados del presente trabajo demuestran por primera vez que. el extracto
etandlico de H. longipes (EEHL) y la afinina producen un efecto angiogénico
significativo en modelo ex vivo de aorta aislada de rata (1 pg/mL y 10 pg/mL
respectivamente) y en el ensayo directo de angiogénesis in vivo (10 pug/mL y 50
pMg/mL), en base a esta evidencia, se sugiere a la afinina como la alcamida
responsable del efecto angiogénico. Previamente, un estudio en base a observacion
de un ensayo ex vivo en aorta aislada de rata revel6 un comportamiento similar de
una invasion vascular del EEHL y de la afinina dependiente de la concentracion (1-
1000 pg/mL) el cual se inhibié en 1000 ug/mL para ambas sustancias probadas
(Castro-Ruiz, 2016). Asi mismo, este fendbmeno se ha evidenciado en el efecto
angiogénico de N-araquidiletanolamina o anandamida, compuesto quimico
endogeno que forma parte de una misma clase de los endocannabinoides, a su vez
relacionado estructuralmente a las alcamidas (Hofmann y col., 2014, Picardi y col.,
2014; Pisanti y col., 2007). Relacionado a lo anterior, se ha evidenciado que la
anandamida produce un potente efecto vasodilatador a través de mecanismos que
incluyen la activacion de canales de receptores de potencial transitorio vaniloide 1
(TRPV1) y receptores cannabinoides que activan la ruta NO / cGMP (Herradén y
col., 2007), la cual también esta involucrada en el efecto angiogénico. Se sugiere
que, por la similitud estructural, la afinina pueda interactuar con los canales TRP y

receptores cannabinoides, el estudio sigue en vias de exploracion para confirmarlo.

Ningun animal murié ni se observo toxicidad en ninguno de los dos modelos con las
concentraciones utilizadas del EEHL y de la afinina, demostrando la seguridad para
obtener un efecto angiogénico. Previamente se tomoO en consideracion la DLso
reportada de la afinina (113 mg/kg p.o.), y del EEHL (62 mg/kg p.o.) (Déciga-

Campos y col.,, 2012). La LDso es mayor en comparacion con la dosis y
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concentraciones usadas en estudios previos para obtener efectos biolégicos
(Carifio-Cortés y col., 2010; Déciga-Campos y col., 2010; Molina-Torres y Garcia,
2001; Ogura y col., 1982). La afinina es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica en concentracién de 4 mg/mL i.v. en ratones sin mostrar toxicidad
(Veryser y col., 2016). Estudios han demostrado que la afinina no es citotéxica ni
genotoxica (Gerbino y col., 2016; Wu y col., 2008). Por otro lado, recientemente se
demostro que la afinina tienen efecto citotoxico ante células cancerigenas K-562
(ICs0= 39 pg/mL), MCF-7 (ICs0= 42 pg/mL) y HelLa (ICso= 64 pg/mL) (Willig y col.,
2019).

Resultados de modelos experimentales (celular y en ensayo de anillos aérticos
aislados de rata) han demostrado una interaccion entre el H2S y NO en el sistema
vascular (vasodilatacion dependiente de endotelio y angiogénesis); existiendo un
requerimiento mutuo de estos mediadores que convergen a nivel de cGMP
intracelular y la activacién de PKG (Coletta y col., 2012). Asi mismo, hay ensayos in
vitro y ex vivo en los cuales el efecto angiogénico inducido por VEGF y FGFb se
disminuy6 con inhibidores farmacolégicos de la enzima eNOS (Bir y col., 2012) y en

modelo in vivo (Coletta y col., 2012).

Actualmente esta reportado el efecto vasodilatador de extractos organicos (acetato
de etilo, cloroformo, hexano y metanol) de partes aéreas de Acmella oleracea, en
modelo de anillos de aorta de rata, atribuyendo el efecto a triterpenos, compuestos
fendlicos, alcoholes grasos o ésteres presentes en los extractos. Aunado a lo
anterior, usando inhibidores moleculares de ON (L-NAME, 1uM) y de la PGI2 (INDO,
1uM) en el ensayo, sugirio la participacibn de estas vias moleculares
(Wongsawatkul y col., 2008). En 2017, se publicé la actividad vasodilatadora del
extracto de diclorometano (extracto mas potente, ECso= 76.99 + 1.14 pg/mL) y del
extracto etanolico (ECso= 140.5 + 1.16 pug/mL) de H. longipes, y de la afinina (ECso=
27.38 = 1.20 pg/mL) como molécula bioactiva mas potente que ambos extractos por
lo que se le atribuyd ser la posible responsable del efecto en anillos de aorta aislada

de rata. Asi mismo, se demostré que la afinina tiene la capacidad de activar las vias
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de sefalizacion de los GTs y de la prostaciclina; se destaca su interaccion en las
vias de ON/GMPc y PGI2/AMPc; ademas de que también se reportaron las vias de
H2S/KATP y CO/GMPc. Dentro del mecanismo molecular del efecto angiogénico,
se sugiere la activacion de la via de sefializacion del ON, por su participacion'y de
otros GTs en el efecto vasodilatador de la afinina (Castro-Ruiz y col.; 2017).
Ademas, de la evidencia de la participacion central de los GTs en la angiogénesis
(Eberhardt y col., 2014, Coletta y col., 2012), sin embargo, hace falta evidencia
experimental para confirmarlo. En el presente trabajo, no se .estudiaron los
mecanismos de accion de la afinina para el efecto angiogénico por limitaciones de
tiempo, sin embargo, el estudio esta en vias de exploracion de la participacion de

los transmisores gaseosos, canales idnicos y receptores cannabinoides

Seria de interés dilucidar si el efecto angiogénico esta presente en otras alcamidas
similares a la afinina, como la pellitorina (A. pyrethrum) por su similitud estructural
con la afinina (Cilia-L6pez y col., 2010), asi como el grupo de trabajo pretende
evaluar el efecto angiogénico de otras alcamidas presentes en extractos de H.
longipes.

El presente trabajo de tesis contribuye al estudio de H. longipes y la afinina en el
sistema vascular, siendo el primer reporte que evalla el EEHL y la afinina con efecto
angiogénico, con una evidencia experimental ex vivo e in vivo la cual sugiere que el
efecto es producido por la afinina que representa un prototipo estructural muy
prometedor para la sintesis de moléculas con actividad angiogénica para el

tratamiento de cicatrizacion o enfermedades cardiovasculares.
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IX. CONCLUSIONES

El rendimiento del extracto etandlico de H. longipes se optimizé con el proceso de

sonicacioén, y se obtuvo un extracto con alto contenido de afinina.

Los resultados alcanzados en el presente trabajo demuestran que el extracto
etandlico y la afinina de las raices de H. longipes poseen un efecto angiogénico
dependiente de la concentracidon en modelos ex vivo e in vivo, con una mayor
proliferacion de nuevos brotes sanguineos en concentraciones de 10 y 50 pug/mL.
Por el contrario, en concentraciones mayores a 100 pg/mL se obtiene una inhibicion

de la angiogénesis.

La afinina, por ser un compuesto bioactivo capaz de atravesar mucosa y piel con
relativa facilidad, llegar al torrente sanguineo y cruzar la barrera hematoencefalica
para interactuar con el sistema nervioso central y producir los efectos
farmacoldgicos; se le ha destacado su potencial farmacoldgico. Los resultados
obtenidos confirman el uso de las raices de H. longipes en la medicina tradicional
como anti ulcerativo y cicatrizacion de heridas, al igual que da pauta para continuar
la linea de investigacion de estos compuestos bioactivos sobre el sistema vascular,
siendo parte de indicios de resultados prometedores para el aprovechamiento y

produccion de esta planta Queretana con una participacion multidisciplinaria.
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ANEXO 1

Diagrama de la metodologia del ensayo de anillos aérticos de rata.
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