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RESUMEN

Las enfermedades cronicas no transmisibles representan uno de los mayores
desafios a nivel mundial, debido a su alta prevalencia e incidencia en edades cada
vez mas tempranas. Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
muerte en el mundo y representan mas del 80 % de la mortalidad a nivel global. De
manera particular, la hipertensién es la principal causa de muertes prematuras y se
considera como el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares y dafio renal. A pesar de ser el
principal factor de riesgo, esta afeccion puede prevenirse y su aparicion puede
retrasarse por medio de conductas saludables y un adecuado tratamiento
farmacoldgico. Sin embargo, los farmacos antihipertensivos utilizados a la fecha
presentan una limitada eficacia, diversos efectos adversos y su uso se encuentra
restringido, cuando se presentan enfermedades concomitantes. Por lo tanto, la
busqueda de medicamentos antihipertensivos mas- eficaces representa una
necesidad y uno de los mayores desafios médicos. Estudios recientes, realizados
por nuestro grupo de trabajo, demostraron que el extracto de diclorometano de la
raiz de Heliopsis longipes, asi como la afinina, su componente mayoritario, inducen
un significativo efecto vasodilatador en aorta aislada de rata. Con base en estos
resultados, consideramos que la especie vegetal H. longipes es una buena
candidata para la busqueda de moléculas con efecto vasodilatador. En este
contexto, el presente estudio tuvo como objetivos principales: 1) realizar un estudio
quimico del extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes, a fin de identificar
y caracterizar el mayor numero posible de compuestos volatiles presentes en esta
raiz, mediante el uso de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-MS) y 2) evaluar el efecto vasodilatador de los compuestos
identificados, cuyo efecto vasodilatador no habia sido reportado, los cuales podrian
representar prototipos ‘estructurales para el desarrollo de nuevos farmacos
antihipertensivos y/o ser utilizados como marcadores quimicos para el desarrollo de
fitomedicamentos preparados a partir de esta raiz. El andlisis cromatogréfico,
mediante CG-MS, permitid identificar como compuestos mayoritarios a la afinina
(46.1 %), la N-2-metilbutil-2E,6Z,8E-decatrienamida (7.75 %), al &cido adipico (0.47
%) y el escualeno (0.46 %). Tanto el &cido adipico (Emax= 100 £ 1.8 %; CEso=451.10
+ 11.12 pg/mL), como el escualeno (Emax de 61.58 + 3.98 %; CEso= 47.10 + 5.44
pg/mL) indujeron una vasodilatacion significativa. Considerando la abundancia
relativa'y su efecto vasodilatador, resulta factible hipotetizar que ambos compuestos
contribuyen, de manera significativa, al efecto vasodilatador del extracto organico
total de H. longipes.

Palabras clave: Heliopsis longipes, raiz, phytochemical study, CG-MS,
vasodilatacion, aorta de rata.



ABSTRACT

Chronic non-communicable diseases represent one of the greatest challenges
worldwide, due to their high prevalence and incidence at increasingly younger ages.
Cardiovascular diseases are the main cause of death in the world and represent
more than 80% of mortality globally. In particular, hypertension is the main cause of
premature death and is considered the main risk factor for the development of
cardiovascular diseases, strokes and kidney damage. Despite being the main risk
factor, this condition can be prevented and its appearance can be delayed through
healthy behaviors and adequate pharmacological treatment. However, the
antihypertensive drugs used to date have limited efficacy, various adverse effects,
and their use is restricted when concomitant diseases occur. Therefore, the search
for more effective antihypertensive drugs represents a necessity. and one of the
greatest medical challenges. Recent studies, carried out by our working group,
showed that the dichloromethane extract from the root of Heliopsis longipes, as well
as affinin, its main component, induce a significant vasodilator effect in isolated rat
aorta. Based on these results, we consider that H. longipes is a good candidate in
the search for molecules with vasodilator effect. In this context, the main objectives
of the present study were: 1) carry out a chemical study of the dichloromethane
extract from the root of H. longipes in order to identify and characterize by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (CG-MS) the largest possible
number of volatile compounds present in-this-root and 2) to assess the vasodilator
effect of the compounds identified by .the chromatographic analysis, whose
vasodilator effect had not been previously reported, which could represent structural
prototypes for the development of new antihypertensive drugs and/or chemical
markers for the development of phytomedicines prepared from this root. GC-MS
analysis allowed identification of affinin (46.1 %), N-2-methylbutyl-2E, 6Z, 8E-
decatrienamide (7.75 %), adipic acid (0.47 %) and squalene (0.46 % area) as the
major non-polar compounds. Adipic acid (Emax = 100 + 1.8 %; ECs0 =451.10 + 11.12
png/mL) and squalene (Emax = 61.58 + 3.98 %; ECso0 = 47.10 £ 5.44 pg/mL) induced
a significant vasodilation. Considering their relative abundance and their vasodilator
effect, it is likely to hypothezise that these compounds could contribute to the
vasodilator effect of the crude organic extract of H. longipes roots.

Keywords: Heliopsis longipes, roots, phytochemical study, vasodilation, rat aorta.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades crénicas no transmisibles son un grupo heterogéneo de
padecimientos de larga duracién, que resultan de la combinacion de factores
genéticos, fisiologicos, ambientales y conductuales, que causan la muerte de 41
millones de personas anuales a nivel mundial. Las enfermedades cardiovasculares
constituyen la principal causa de defuncién en todo el mundo y representan mas del
80 % de las muertes prematuras por enfermedades crénicas no transmisibles
(Cordova-Villalobos et al., 2008; Barba, 2018).

La hipertension arterial es considerada como uno de los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, tales como
accidentes cerebrovasculares y falla renal, asi mismo, se encuentra dentro de las
primeras causas de muerte a nivel mundial; por lo tanto, ha representado uno de los
retos mas grandes para los sistemas de salud en los ultimos afios (Forouzanfar et
al., 2017; Barba, 2018). Sin embargo, a pesar de ser el principal factor de riesgo, el
desarrollo de la hipertension arterial es modificable, prevenible y su aparicion puede
ser retardada con la disminucion de-los factores de riesgo conductuales, el control

de enfermedades concomitantes y la terapia farmacoldgica (OMS, 2013a).

A pesar del conjunto de farmacos antihipertensivos disponibles en la actualidad, su
baja eficacia, la presencia de efectos secundarios y sus limitaciones en la presencia
de patologias concomitantes (sindrome metabdlico), conlleva a la necesidad de
administrar varios farmacos en forma simultanea, lo cual genera la falta de
adherencia al tratamiento y/o intolerancia por parte de los pacientes. La busqueda
de farmacos antihipertensivos mas eficaces sigue siendo una de las mayores
necesidades y desafios médicos (FDA, 2011; OMS, 2013b; Rosas-Peralta et al.,
2016).

De acuerdo a datos de la OMS, se estima que el 80 % de la poblacion mundial utiliza
la medicina tradicional para complementar sus necesidades basicas de salud,
representando la principal y, en ocasiones, la Unica fuente de atencién primaria.
Entre los principales recursos que ofrecen los sistemas médicos tradicionales se

encuentran las plantas, las cuales son empleadas para el tratamiento de un amplio



namero de enfermedades, principalmente afecciones crénicas no transmisibles. Sin
embargo, a pesar de su extenso uso a través del tiempo, la informacion disponible
con respecto a su inocuidad y eficacia dista mucho de ser suficiente para satisfacer
los criterios necesarios para su utilizacion e integracion a los servicios de salud. Por
lo tanto, resulta evidente la necesidad de llevar a cabo estudios cientificos
contundentes para validar el uso tradicional de las plantas empleadas en la medicina
tradicional. La informacion etnomédica documentada sobre su utilizacion constituye
un excelente punto de partida para la eleccion de plantas candidatas para la
busqueda de nuevas entidades quimicas que puedan servir como. prototipos
estructurales para el desarrollo de nuevos medicamentos (OMS, 2013a). Se estima
gue en México alrededor de 4,000 especies de plantas son utilizadas con fines
medicinales, de las cuales solo el 5 % han sido estudiadas con un enfoque cientifico
(Ocegueda et al., 2005).

Heliopsis longipes es una planta perenne perteneciente a la familia Asteraceae,
endémica de la Sierra Gorda que colinda entre los estados de San Luis Potosi,
Guanajuato y Querétaro. Esta especie vegetal es ampliamente utilizada en la
medicina tradicional para el tratamiento del dolor de muelas, gingivitis y dolor
muscular (Cilia-Lépez et al., 2013). Dado su empleo en la medicina tradicional v,
considerando un criterio ~quimiotaxonbmico, se ha evaluado la actividad
farmacoldgica de extractos preparados a partir de la raiz y de su componente
mayoritario en diversos modelos farmacologicos, dirigidos principalmente hacia la
determinacién de su capacidad analgésica (Carifio-Cortés et al., 2010; Cilia-L6pez
et al., 2010) y antimicrobiana (Gutiérrez-Lugo et al., 1996; Ramirez-Chavez et al.,
2000). Estudios recientes, realizados por nuestro grupo de investigacion,
demostraron que el extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes, asi como
de la afinina, su componente mayoritario, inducen un significativo efecto
vasodilatador (Castro-Ruiz et al., 2017). En este contexto, la presente investigacion
tuvo como objetivo realizar un estudio quimico del extracto de diclorometano de la
raiz de H. longipes para determinar si dicha planta contiene, ademas de la afinina,
otros compuestos vasodilatadores que pudieran representar prototipos

estructurales utiles para el desarrollo de nuevos farmacos antihipertensivos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades crénicas no transmisibles

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) son unos de los retos mas
grandes que enfrentan los sistemas de salud a nivel mundial, debido a su alta
prevalencia, su creciente contribucién a la mortalidad y su incidencia en edades
cada vez mas tempranas, ademas de ser la causa mas frecuente de incapacidad
prematura y el costo elevado de su tratamiento. Las ECNT son un grupo
heterogéneo de padecimientos de larga duracién que resultan de la. combinacion de
factores genéticos, fisiologicos, ambientales y conductuales que causan la muerte
de 41 millones de personas en el mundo cada afio (71 % de las muertes en el
mundo) (Cérdova-Villalobos et al., 2008; Barba, 2018).

Dentro del grupo de ECNT, las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen
la principal causa de defuncion en todo el mundo (17,9 millones anuales), seguidas
del cancer (9,0 millones), las enfermedades respiratorias (3,9 millones) y la diabetes
(1,6 millones). De hecho, en conjunto, las patologias cardiovasculares representan
mas del 80 % de las muertes prematuras por ECNT (OPS, 2019).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a las ECV como un conjunto de
trastornos del corazon y de los vasos sanguineos, entre las que destacan las
cardiopatias coronarias, las enfermedades cerebrovasculares, la hipertension
arterial, la vasculopatia periférica, la insuficiencia cardiaca y las cardiopatias
reumaticas y congénitas. Los principales factores de riesgo para desarrollar una
ECV son la hipertension arterial, la hiperlipidemia, la resistencia a la insulina, el

estilo de vida y una predisposicion hereditaria (OPS, 2019).

La hipertension arterial (HTA) se encuentra dentro de las primeras causas de
muerte a nivel mundial; se estima que las complicaciones de la hipertension causan
9.4 millones de muertes anuales y es la causa de al menos 45 % de las muertes por
cardiopatias y el 51 % de las muertes por accidente cerebrovascular. Ademas, la

HTA representa el mayor factor de riesgo relacionado a los afios por discapacidad
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(AVAD), ya que la muerte prematura, la discapacidad, la pérdida de ingresos y los
gastos meédicos ocasionados por esta enfermedad repercuten en las familias, las

comunidades y las finanzas nacionales (OMS, 2013b).

México se encuentra dentro de los paises con mayor prevalencia en ECNT. En
2018, el 10.3 % de la poblacion adulta vivia con diabetes, el 31.5 % con hipertension
arterial y el 36.8 % con sindrome metabdlico. Estos escenarios, se asocian a una
mayor probabilidad de desarrollar ECV y representan una importante desventaja
frente a la tasa de morbimortalidad mundial. En este contexto, se prevé que, en
2050, las comorbilidades asociadas a la hipertension incrementen de manera
significativa la mortalidad por EVC en México (Barba, 2018; SSA, 2018).

El desarrollo de patologias cardiovasculares se encuentra asociada principalmente
a la pérdida de calidad de vida, discapacidad y mortalidad. Sin embargo, estudios
epidemioldgicos realizados durante las epidemias de gripe de los virus H1IN1,
SARS-CoV-2 y MERS-CoV sefialaron que la hipertension y las ECV incrementan la
gravedad de la infeccion por estos virus, ademas de adquirir mayor riesgo de
infecciones bacterianas secundarias, complicaciones respiratorias con graves

consecuencias y mortalidad por infarto (Ferrari et al., 2020).

2.2. Hipertension arterial

La HTA es definida por la OMS como un trastorno en el que los vasos sanguineos
poseen una tension persistentemente alta (= 140 mmHg sistolica/z 90 mmHg
diastolica), generada por un desequilibrio en la regulacion de los factores
vasoactivos que regulan el tono vascular. Se estima que un incremento de 10 mmHg
en la tension arterial sistélica por encima de 110 mmHg, duplica el riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular y una reduccion de 5 mmHg disminuiria
hasta el 14 % la mortalidad debida a infarto y 9 % la mortalidad por enfermedad
coronaria (OMS, 2013a, Campos-Nonato et al., 2018).

En este contexto, la HTA representa uno de los factores de riesgo mas importantes

para desarrollar enfermedad cerebrovascular y falla renal en todos los grupos de



edad, raza y género, ademas, es el principal factor de riesgo para desarrollar una
ECV. El mayor riesgo asociado con la elevacion de la presion arterial puede
reducirse considerablemente con el empleo de farmacos antihipertensivos que
disminuyan la presion arterial, reduzcan la disfuncion endotelial y el riesgo de dafio
del 6rgano blanco. En este sentido, es importante mencionar que el aumento
persistente de la presion arterial sobre valores normales puede ocasionar lesiones
en distintos érganos, principalmente en el cerebro, rifidn y corazén (Forouzanfar et
al., 2017; Knox, 2019). No obstante, a pesar de ser el principal factor de riesgo, la
HTA es modificable, prevenible y su aparicion puede ser retardada (Barba, 2018).

La HTA representa un conjunto de anomalias bioquimicas de origen genético, que
puede ser modulado por diversos factores ambientales. Estos Ultimos alteran la
gravedad y el momento de inicio. El 90 % de los casos clinicos no tienen etiologia
definida. Los principales mecanismos fisiopatologicos de la hipertension incluyen la
activacion del sistema nervioso simpatico y el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Maicas, 2003; Oparil et al., 2003).

Las causas de la elevacion de la presion arterial pueden deberse a: (1) un aumento
de la actividad del sistema nervioso simpético, relacionado con una mayor
exposicion o respuesta al estrés psicosocial; (2) sobreproduccién de hormonas y
factores vasoconstrictores que retienen el sodio; (3) ingesta dietética inadecuada de
potasio y calcio; (4) ingesta alta de sodio a largo plazo; (5) secrecion elevada de
renina, asociada con la produccién incrementada de angiotensina Il y aldosterona;
(6) deficiencia de factores vasodilatadores, tales como la prostaciclinas, el 6xido
nitrico (NO) y los péptidos natriuréticos; (7) alteraciones en la expresion del sistema
calicreina-cinina que afectan el tono vascular y el control de la homeostasis renal
de cloruro de sodio; (8) anomalias de los vasos sanguineos de resistencia; (9)
alteraciones en los receptores adrenérgicos que influyen en la frecuencia cardiaca,
las propiedades inotropicas del corazon y del tono vascular; (10) el transporte
alterado de iones o (11) anomalias estructurales y funcionales en la vasculatura,
incluida la disfuncién endotelial, el aumento del estrés oxidativo y la remodelacion

vascular (Oparil et al., 2003).



La OMS, en apoyo a los esfuerzos de los paises, elaboré un plan de accién global
para la prevencion y control de las enfermedades no transmisibles 2013-2020, para
reducir la comorbilidad y mortalidad provocada por este tipo de padecimientos. Este
plan de accién se basa en la prevencion y manejo de las ECNT, disminuyendo los
factores de riesgo conductuales (cambios en el estilo de vida, nutricién, actividad
fisica, tabaquismo, estrés, etc.) y biologicos (predisposicion hereditaria y desarrollo

de enfermedades conjuntas), ademas de la terapia farmacologica (OPS, 2019).

Dado que las personas con HTA en etapas tempranas son asintomaticas o
presentan sintomas generalizados, la mayoria de los pacientes no son
diagnosticados, ni tratados de manera eficiente. El limitado acceso a la salud en
algunos paises y el alto costo de los medicamentos ha obstaculizado su deteccion
temprana y contribuido al desarrollo de ECV, por lo que la eficacia de los
medicamentos se ve comprometida. En este - contexto, las causas y las
consecuencias de la HTA se ven influenciadas por diversos elementos, tales como
la ubicacion geografica, la disponibilidad de servicios de salud, y el estilo de vida.
Por este motivo, la busqueda de terapias de féacil acceso es un factor muy importante
a considerar en el proceso de desarrollo de nuevos medicamentos antihipertensivos
(OMS, 2013b).

En la actualidad, se cuenta con un total de 69 medicamentos aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de la hipertension. Sin embargo,
a pesar de la cantidad de antihipertensivos actualmente disponibles, la HTA
permanece mal controlada en la mayoria de los pacientes, debido a la baja eficacia
de los antihipertensivos en monoterapia, el uso ineficiente de terapias combinadas
y a la falta de adherencia al tratamiento (Dusing et al., 2017; Sinha y Argarwal,
2019). En México, aproximadamente el 15 % de los pacientes presentan
hipertension resistente (incontrolada), el 50 % se mantiene dentro de los valores
normales y el resto de los pacientes (35 %) no tienen adherencia al tratamiento

farmacoldgico o presentan intolerancia al medicamento (Rosas-Peralta, 2016).



2.3. Tratamiento de la hipertension arterial
El tratamiento de la hipertension tiene como objetivo primario disminuir la
morbimortalidad cardiovascular de la manera menos invasiva posible. De manera
inicial, se recomienda el tratamiento no farmacoldgico que incluye modificaciones
en el estilo de vida, restriccion de sodio en la dieta (5-6 g por dia), control de peso,
actividad fisica, moderacion de la ingesta alcohdlica e incorporacion de una dieta

apropiada rica en frutas y vegetales y baja en grasa (OPS, 2019).

Cuando la modificaciéon en la dieta y el incremento de actividad fisica no son
suficientes para controlar los valores de la presion arterial se contempla el abordaje
farmacoldgico. Los principales farmacos empleados para tratar.la HTA son los
antagonistas B adrenérgicos, los bloqueadores de canales de calcio tipo L, los
antagonistas de los receptores ATz, los inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina y los diuréticos (Andrade-Castellanos, 2015; Sinha y Agarwal, 2019).

2.3.1. Antagonistas ai adrenérgicos

Los receptores a1 adrenérgicos son receptores acoplados a proteinas Gq, cuya
estimulacion induce la activacién de la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza el
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. (PIP2), dando como resultado inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 moviliza el calcio de almacenes intracelulares a
través del receptor sensible a IP3 (RIP3) en el reticulo sarcoplasmico (RS), lo cual
provoca un aumento de la concentracion de calcio intracelular en el musculo liso
gue conduce a un aumento de la contractilidad y, por consecuencia, de la presion

arterial (Brunton et al., 2017; Lorenzo et al., 2008).

Losantagonistas a1 adrenérgicos inhiben los efectos de las catecolaminas e
inducen un efecto vasodilatador arterial y venoso, provocando la disminucion de la

resistencia periférica y la disminucién de la presion arterial (Lorenzo et al., 2008).



2.3.2. Antagonistas B adrenérgicos
Los receptores [ adrenérgicos son receptores acoplados a proteinas Gs, cuya
estimulacién activa a la adenilato ciclasa (AC) que forma adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) a partir del adenosin trifosfato (ATP), que funge como un segundo
mensajero intracelular. El aumento de AMPc intracelular activa una proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA), La PKA fosforila proteinas contractiles (troponina 1),
al receptor de rianodina (RyR), a los canales de calcio y al fosfolamban (PLB), lo
que origina un aumento de la contractilidad (accion miotropa) y aceleracion de la
relajacion muscular del corazoén (accion lusitropa). La fosforilacion de los canales de
calcio tipo L estimula una mayor entrada de calcio intracelular y la fosforilacion del
RyR incremena la disponibilidad de calcio ligado al RS (accién inotropica). De
manera adicional, la fosforilacién de la troponina |, acelera la recaptacién de calcio
por parte del RS y la fosforilacion del PLB acelera la disociacién del Ca?* en los

miofilamentos (efecto lusitropo) (Sanz-Rosa, 2011; Giannopoulos et al., 2016).

El mecanismo de accion de los antagonistas B adrenérgicos o bloqueadores B es
antagonizar, de manera competitiva, los efectos de las catecolaminas sobre estos
receptores 3 en el miocardio, ejerciendo un efecto inotrépico negativo. El bloqueo
de los receptores B en el corazon conduce a la reduccién de la contractilidad
miocardica, la frecuencia cardiaca y la presion arterial. EIl nombre genérico de la

familia de los bloqueadores B tiene terminacion “—lol”, por ejemplo, propanolol y

atenolol (Brunton et al., 2007; Giannopoulos et al., 2016).

2.3.3.-Antagonistas de los receptores AT:
Los receptores AT1 son receptores acoplados a proteinas Gq, cuya estimulacion
produce la activacion de la PLC que hidroliza el PIP2 en IP3 y DAG. El IP3
interacciona con su receptor RIP3, localizado en el RS, lo cual provoca la salida del
calcio y un aumento de su concentracién en el citosol. En el musculo cardiaco
incrementa la contractilidad y la frecuencia cardiaca, en el musculo liso vascular

aumenta el tono arteriovenoso, en la corteza suprarrenal aumenta la sintesis de



aldosterona y en la medula suprarrenal potencia la liberacion de catecolaminas
(Brunton et al., 2007; Lorenzo et al., 2008).

Los antagonistas de los receptores ATz inhiben de forma competitiva la unién de la
angiotensina ll, ejerciendo vasodilatacion, reduccién de los niveles de vasopresina,
reduccion de la produccion y secrecion de aldosterona, entre otras acciones, en
consecuencia, disminuyendo la presion arterial. EIl nombre genérico de los farmacos
que pertenecen a esta familia tiene terminacion “—sartan”, por ejemplo, losartan y

valsartan (Lorenzo et al., 2008).

2.3.4. Bloqueadores de canales de calcio tipo L

La apertura de los canales de calcio voltaje dependientes, producida por un cambio
en el potencial de membrana, permite la entrada de calcio al espacio intracelular.
La elevacion en los niveles de este cation da como resultado la formacion de los
complejos calcio-calmodulina en las células vasculares del masculo liso y calcio-
troponina en células del corazén. El complejo calcio-calmodulina/troponina activa la
proteina cinasa de la cadena ligera de miosina (ML CK) que fosforila la cadena ligera
de miosina (MLC). La MLC fosforilada favorece la interaccién de la actina y la
miosina, lo que resulta en una contraccién del musculo liso (Giannopoulos et al.,
2016).

Los blogueadores delos canales de calcio (CCBs) impiden la entrada de calcio al
interior de los cardiomiocitos y de las células del musculo liso vascular y, en
consecuencia, reducen la contractilidad del corazén y aumentan la vasodilatacion.
Entre los farmacos bloqueadores de canales de calcio tipo L se encuentran: la
nifedipina, el verapamilo y las piperazinas (Lorenzo et al., 2008; Giannopoulos et
al., 2016).



2.3.5. Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) elimina el motivo histidil-leucina en
el carbonilo terminal de la angiotensina | para formar un potente octapéptido
vasoconstrictor, la angiotensina Il. La angiotensina Il estimula la secrecion de
aldosterona que, a su vez, aumenta la presion arterial al promover la retencion de
sodio y agua. Ademas, la ECA degrada la bradiquinina, que estimula la liberacion
de NO vy prostaglandinas que poseen propiedades vasodilatadores 'y
antiproliferativas (Lorenzo et al., 2008; Gutiérrez-Roméan et al., 2020).

Los inhibidores de la ECA (IECA) son inhibidores competitivos de la ECA que
reducen los niveles plasmaticos de angiotensina Il. Los IECA atenuan la respuesta
de la angiotensina Il, reduciendo la produccién y secrecién de la vasopresina y
aldosterona y ejerciendo un efecto vasodilatador a través de la bradiquinina. El
nombre genérico de los miembros de esta familia tiene la terminacion “—pril”, por

ejemplo: captopril, enalapril, etc (Bruton et al., 2007).

2.3.6. Diuréticos

Los riflones desempefian una funcion directa en el control del volumen sanguineo
mediante la reabsorcion. de iones en el organismo. La disminucion de la
concentracion de Na*.corporal conduce a una reduccién del volumen sanguineo vy,
como consecuencia, a un decremento de la presion arterial y del gasto cardiaco.
Los diuréticos incrementan la tasa de excrecién de Na* y otros iones mediante el
blogueo de co-transportadores. Existen tres tipos de diuréticos: las tiazidas, los
diuréticos de asa y los ahorradores de potasio (Brunton et al., 2007; Lorenzo et al.,
2008).

Los diuréticos tiazidicos inhiben el cotransportador Na*/Cl/H20 en el tdbulo
contorneado distal de la nefrona, que es el responsable de la reabsorcion de
alrededor del 5 % del sodio total. Los diuréticos de asa inhiben el cotransportador
de Na*/K*/2Cl en la membrana apical de las células epiteliales tubulares renales,

ubicadas en la rama ascendente gruesa del asa de Henle, que es el responsable de
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la reabsorcion de alrededor del 25 % del sodio y los ahorradores de potasio, inhiben
el intercambio de Na*/K* en el tibulo contorneado distal y en el colector (Brunton et
al., 2007; Sinha y Agarwal, 2019).

Los diuréticos reducen la presion arterial aguda al causar natriuresis, lo que reduce
el volumen extracelular, el retorno venoso y, en ultima instancia, el gasto cardiaco.
El mecanismo que causa la caida de la resistencia periférica total es desconocido,
pero puede estar relacionado con una pequefia reduccion en el volumen (Sinha y
Agarwal, 2019).

2.3.7. Otros vasodilatadores
2.3.7.1. Hidralazina

ElI RS es el principal almacén de calcio intracelular que participa en la regulacion del
calcio intracelular. Durante la relajacion muscular, el Ca?* es trasladado del
citoplasma al RS, principalmente por la ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmico
(SERCA), liberando al exterior Na*/Ca*. EI PLB en su estado desfosforilado es un
inhibidor de la actividad de SERCA. De manera normal, la PKA fosforila al PLB que
activa la SERCA y provoca una disminucion de la concentracion de calcio
intracelular y como consecuencia la vasodilatacion (Reyes y Zarain, 2006; Lorenzo
et al., 2008).

El mecanismo de accion de la hidralazina atn no se encuentra totalmente elucidado,
sin embargo, su efecto se asocia a la diminucion de las concentraciones
intracelulares de calcio, mediante la activacion de la PKA y la consecuente
fosforilacion de SERCA que permite la recaptacion de calcio al RS (Dehghan et al.,
2019; Sinha y Agarwal, 2019).

2.3.7.2. El minoxidilo

El minoxidilo es un profarmaco (N-O-sulfato de minoxilo) que estimula la apertura

de los canales de potasio dependientes de ATP (Katp) en el musculo liso,
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permitiendo el flujo de salida de potasio, que conduce a la hiperpolarizacién del

musculo liso y a la relajacion del mismo, causando dilatacion arteriolar (Sica, 2004).

2.3.8. Desventajas de los antihipertensivos disponibles

El tratamiento farmacoldgico para la HTA esencial no complicada y sin
comorbilidades asociadas debe iniciarse con monoterapia. Sin embargo, los
diuréticos tiazidicos, los IECAS vy los blogueadores de canales de calcio pueden
prescribirse como antihipertensivos de primera linea en pacientes sin diabetes o
insuficiencia renal cronica (Andrade-Castellanos, 2015; Dusing et al., 2017).

La mayoria de los antihipertensivos disponibles presentan diversas desventajas,
entre las que destacan: su eficacia limitada, lo cual conlleva a la necesidad de
administrar una terapia combinada; la presencia de efectos secundarios; el
desarrollo de tolerancia y las limitaciones en su uso cuando se presentan patologias
concomitantes (diabetes y falla renal). En este contexto, la busqueda de farmacos
antihipertensivos con mayor eficaciay menos efectos secundarios, mas especificos
y de mayor accesibilidad para la poblacion sigue siendo una de las mayores
necesidades y desafios médicos (Andrade-Castellanos, 2015; Ren-Ren et al.,
2015).

2.4. Medicina tradicional

El empleo. de plantas con fines medicinales es una practica ancestral que se
extiende hasta la actualidad. A lo largo del tiempo, el hombre ha recurrido a la
naturaleza para satisfacer sus necesidades basicas, empleando a las plantas como
base para mantener la salud e incrementar su calidad de vida. ElI conocimiento en
el empleo de las plantas ha sido transmitido y documentado a través de
generaciones, lo que origind la conformacion de la medicina tradicional (MT), la cual
es definida por la OMS como la suma de todos los conocimientos, capacidades y
practicas basadas en teorias, creencias y experiencias propias, de diferentes

culturas, bien sean explicables o no, utilizadas para mantener la salud, prevenir,
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diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales (Prieto-Gonzélez et
al., 2004; OMS, 2013a).

De acuerdo a datos de la OMS, se estima que el 80 % de la poblacion utiliza la MT
para complementar sus necesidades basicas de salud, representando la principal
fuente de atencion primaria y en ocasiones la Unica, debido a que es accesible y
culturalmente aceptable, considerandose el medio mas utilizado para el tratamiento
de un amplio nimero de enfermedades, principalmente las ECNT. No obstante, a
pesar de la inocuidad y eficacia documentada por generaciones y su extenso uso a
través del tiempo, la MT no se encuentra oficialmente reconocida en la mayoria de
los paises, ya que la calidad de los datos disponibles sobre su inocuidad y eficacia
distan mucho de ser suficientes para satisfacer los criterios necesarios para su

utilizacion a escala mundial (Hernandez, 2005; OMS, 2013a).

En los sistemas de salud en todo el mundo, los niveles de enfermedades crénicas
y los costos de atencion primaria son cada vez mas elevados; tanto los pacientes
como los prestadores de atencidén de salud exigen la revitalizacion de los servicios
de salud en la aplicacion del acceso a productos y practicas alternativas. La MT es
una de las principales practicas de atencion de salud, ya que la disponibilidad de los
servicios de salud basados enla medicina alépata convencional suele ser limitada.
La utilizacién generalizada de la MT se puede atribuir al hecho de que es asequible
y cuenta con respaldo etnofarmacoldgico. En numerosos paises en desarrollo, la
MT cumple una funcién esencial para satisfacer las necesidades de atencion
primaria de.salud en la poblacion, donde el acceso a la atencion médica y los
medicamentos se encuentra limitado por factores econdmicos y culturales (OMS,
2013).

Por el uso creciente de multiples modalidades médicas en los ultimos afios, en
conjunto con la necesidad de proporcionar atencion médica a todas las personas en
paises desarrollados y en vias de desarrollo, surgié la necesidad de validar la MT
con base cientifica. La OMS considera a la MT en sus programas de salud y sugiere
procedimientos basicos para su integracion a los servicios de salud, mediante la

reglamentacion y la investigacion de los productos a base de plantas, utilizados con
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fines medicinales. Ademas, se reconocio la obligacion de los gobiernos de mantener
la salud e impulsar politicas de reglamentacién y normas nacionales que garanticen
el uso apropiado de las plantas medicinales y los productos elaborados a partir de
ellas, mediante la implementacion de métodos de control de calidad mas estrictos,
en los que se incluya su estandarizacion (Fong, 2002; OMS, 2013a).

En la actualidad, la validacién de los productos elaborados a partir de plantas es
insuficiente para su integracion, sin embargo, la informacion etnofarmacoldgica
documentada a través de generaciones sobre el modo de empleo, parte utilizada,
posologia y colectas estacionales son un muy valioso punto de partida l6gico para
la eleccidén de plantas candidatas para la busqueda de nuevas entidades quimicas
(NEQ) que puedan servir como base para el desarrollo de extractos estandarizados,
fitomedicamentos y nuevos farmacos (Uzuner et al., 2012; De-an et al., 2015;
Villarreal-Ibarra et al., 2015).

2.5. Productos naturales como fuente de moléculas bioactivas

Desde la antigiiedad, la naturaleza ha contribuido de manera significativa en el
mantenimiento de la salud, de manera inicial mediante el empleo de productos
crudos, como medicamentos y posteriormente proporcionando estructuras para el
desarrollo de nuevos farmacos. La investigacion de los productos naturales (PN) dio
el paso al aislamiento de los primeros compuestos con actividad farmacoldgica, que
posteriormente fueron desarrollados como medicamentos, tales como cocaina,
codeina, -digitoxina, quinina y morfina, que actualmente permanecen en la

terapéutica (Vanegas, 2017).

En la naturaleza, las interacciones entre los organismos y su medio ambiente son
extremadamente complejas. Los organismos desarrollaron una formidable y diversa
capacidad biosintética, la cual les ha posibilitado adaptarse a sus habitats y a su
medio ambiente en situaciones de estrés (bidtico y abidtico). Gracias a esta
capacidad, la naturaleza provee moléculas con caracteristicas estructurales

disefiadas para interaccionar con estructuras biolégicas especificas, como enzimas,
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receptores o acidos nucleicos, etc. que permiten el desarrollo de medicamentos con

alta especificidad a los blancos endégenos (Ferro, 2015).

A pesar del éxito en el desarrollo de nuevos farmacos a partir de los PN, con la
llegada de la era tecnoldgica, se han implementado numerosas alternativas en la
busqueda y desarrollo de nuevos medicamentos, tales como la sintesis quimica, la
quimica combinatoria, la biotecnologia, el modelado molecular (técnicas in silico) y
el cribado de alto rendimiento (HTS), lo cual condujo a un decremento en la
basqueda de moléculas bioactivas a partir de PN durante la década de los 90's
(Avendafno-Lopez, 2011). Sin embargo, en gran medida debido a que el éxito en el
descubrimiento de NEQ no fue como se esperaba, a la fecha la naturaleza y los
productos naturales siguen siendo considerados como un.-recurso muy importante
para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (Stratton et al., 2015;

Newman y Cragg, 2020).

Hoy en dia, los PN son una fuente comprobada para la obtencién de NEQ que
pueden servir como base para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos
de acuerdo a las directrices establecidas por la FDA. Cabe destacar que la FDA
revel6 que los PN y sus derivados representan mas de un tercio (36 %) de todas las
NEQ desde 1981 hasta el 2018. Ademas, éstas representan el 28 % de todas las
moléculas pequefias aprobadas en 2019 hasta la emision de la revision, dirigidas
principalmente para el tratamiento de enfermedades infecciosas, cancer,

hipertension, diabetes e inflamaciéon (Newman y Cragg, 2020).

2.6. Biodiversidad en México

México-es reconocido a nivel mundial por albergar un capital natural excepcional,
que lo ubica como el segundo pais con mayor variedad de ecosistemas terrestres y
acuaticos dentro de los paises mega diversos. Nuestro pais es considerado como
region de gran interés por la diversidad que presenta en sus recursos naturales, en
especial por su extraordinaria riqueza floristica, la cual lo posiciona como el cuarto
lugar a nivel mundial con 27,322 especies de plantas vasculares distribuidas en su

amplio territorio, que incluye areas subtropicales, zonas templadas, desérticas y
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frias, con un alto porcentaje de endemismo. Ademas de la diversidad de especies,
aproximadamente del 50 al 60 % de especies de plantas son endémicas de México
(SEMARNAT, 2016; Villasefior, 2016).

El ndmero estimado de plantas utilizadas en México con fines medicinales es de
4,500 especies que representa el 15 % de la flora total, de las cuales solo el 11 %
se ha estudiado quimicamente; el 2.6 % ha sido objeto de estudios fitoquimicos bio-
dirigidos y solo el 1.9 % cuenta con estudios farmacologicos y toxicoldgicos. De
hecho, se estima que la validacién quimica, farmacoldgica y biomédica de los
principios activos se ha llevado a cabo en tan solo el 5 % de las especies (Ocegueda
et al., 2005).

2.7. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial con una
alta representacion en el territorio mexicano. Esta familia constituye el grupo vegetal
mas diverso de plantas vasculares sobre el planeta; su distribucion es ampliamente
cosmopolita y es una de las familias mas comunes en la mayor parte de los habitats,
gue se caracteriza por sus inflorescencias dispuestas en capitulos. La riqueza de la
familia a nivel mundial se estima entre 1,500 y 1,700 géneros y entre 24,000 y
30,000 especies. En_México, se estima la existencia de 361 géneros y 3,012
especies (Garcia-Sanchez et al., 2014; Bessada et al., 2015).

El uso recurrente de esta familia en la MT ha impulsado a la busqueda de moléculas
con propiedades farmacoldgicas dirigidas principalmente a las enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y neoplasicas. Las especies pertenecientes
a la familia Asteraceae se caracterizan por la presencia de flavonoides, acidos
fendlicos, alcaloides, diterpenos, cumarinas y lactonas sesquiterpénicas. Cabe
destacar que este tipo de compuestos han demostrado propiedades antioxidantes,
analgésicas y antiinflamatorias (Bessada et al., 2015; Chagas-Paula et al., 2015).

A pesar del vasto conocimiento sobre la existencia y capacidad de este tipo de

moléculas, la identificacion y caracterizacion de los compuestos de origen vegetal,
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se ha complicado, ya que suelen ser enmascarados por compuestos mayoritarios
gue pueden o no presentar actividad bioldgica, lo que dificulta la purificacion de las
moléculas bioactivas (Bessada et al., 2005). Es por ello, que resulta importante la
caracterizacion fitoquimica completa de las plantas utilizadas en la MT para la
blusqueda de compuestos bioldgicos con actividad farmacoldgica aiin desconocida,

mediante estudios biodirigidos.

2.8. Geénero Heliopsis

El género Heliopsis pertenece a la tribu Helianthaeae que comprende cerca de
2,500 especies con cerca de 189 géneros. El género Heliopsis es endémico del
continente americano, se distribuye desde el centro-este de-Estados Unidos hasta
el norte de Bolivia, incluye 14 especies, la mayoria de ellas endémicas de México y
no totalmente definidas. Dentro de esta familia, existe un especial interés
farmacoldgico en este género, ya que se caracteriza por la presencia de un gran
namero de alcamidas alifaticas y acetilénicas, asi como también de abundantes
lactonas sesquiterpénicas. Cabe destacar que las alcamidas se consideran
compuestos bioactivos que producen una respuesta farmacolégica significativa en
cantidades muy pequefas (Garcia-Chavez et al., 2004). Los compuestos aislados

a partir de especies pertenecientes a este género se recopilan en la Figura 1.
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Figura 1. Compuestos aislados a partir de especies del género
Heliopsis

2.9. Heliopsis longipes

Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake (Blake, 1979) es una planta perenne
localizada en el centro de la republica mexicana y endémica de la Sierra de Alvarez
y la Sierra Gorda entre los estados de San Luis Potosi, Guanajuato y Querétaro,
comunmente conocida como chilcuague, chilguahue, pelitre, raiz de oro, chilmécal

(Nahuatl), entre otros (Cilia-L6épez et al., 2013).

Es una planta herbacea que mide entre 0.5 y 0.7 m de altura; con raices fibrosas,
tallos herbaceos, decumbente y subdecumbente de color rojizo-purpura, lefiosa en
la base, hojas opuestas, peciolo ovado a oblongo con margen serrado a ligeramente
dentado cerca del 4pice, de 5-11 flores de color amarillo, hermafroditas con hojas

lineares a oblongo-elipticas y apice tridentado (Figura 2) (Cilia-Lépez et al., 2013).

Dentro de su género, H. longipes es la especie con mayor importancia econémica
por sus usos culinarios, insecticidas y medicinales. En la medicina tradicional, la raiz
de esta especie vegetal es utilizada para el tratamiento de algunas enfermedades,
incluyendo el dolor de muelas, gingivitis y dolor muscular (Cilia-Lépez et al., 2013;
Castro-Ruiz et al., 2017).
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas de Heliopsis longipes. a) ejemplar
completo, b) inflorescencia, c) raices y d) tallos y hojas de la especie vegetal.

2.9.1. Estudios fitogquimicos realizados sobre H. longipes

Las moléculas bioactivas predominantes encontradas en la raiz de H. longipes son
las N-alquilamidas o alcamidas, principalmente la N-isobutil-2E, 6Z, 8E-
decatrienamida conocida como afinina o espilantol (Acree et al., 1945). La afinina
es la alcamida mayoritaria y el principal compuesto responsable de los efectos
biol6gicos demostrados a la raiz. Estudios in vitro e in vivo de la afinina evidenciaron
su excelente capacidad lipofilica por difusién pasiva; es capaz de penetrar la piel y
la mucosa oral y, posteriormente, alcanzar la circulacién sanguinea y atravesar la
barrera hematoencefalica en grandes cantidades (98 %), lo que le confiere gran
capacidad para ejercer multiples efectos farmacologicos (Garcia-Chavez et al.,
2004; Castro-Ruiz et al., 2017).

Ademas de la afinina, se han aislado tres dihidroxialcamidas lineales: longipinamida
A (N-isobutil-8,10-diinoico-3Z-undecenamida), longipenamida A (N-isobutil-sin-8,9-
dihidroxi-2E, 6Z-decadienamida) y longipenamida B (N-isobutil-sin-6,9-dihidroxi-2E,
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7E-decadienamida) que se encuentran en menor proporcion en la raiz y que hasta
la fecha no cuentan con actividad vasodilatadora reportada (L6épez-Martinez et al.,
2011).

Estudios fitoquimicos previamente realizados han permitido el aislamiento de otro
tipo de compuestos como el éster de borilo de deca-2E, 6Z, acido 8E-trienoico
(Molina-Torres et al.,, 1995), N-2-metilbutil-deca-2E, 6Z, 8E-trienamida (Molina-
Torres et al., 1996) y undeca-2E-en-8,10-diinoico &cido isobutilamida (LOpez-

Martinez et al., 2011). Los compuestos aislados se presentan en la Figura 3.

Afinina Longipinamida A
(N-isobutil-2E, 6Z, 8E- (N-isobutil-8,10-diinoico-3Z-undecenamida)
decatrienamida) (Acree et al., 1945) (Lopez-Martinez et al., 2011)
H
)\/” N
Q H OoH
HO
Longipenamida A Longipenamida B
(N-isobutil-sin-8,9-dihidroxi-2E, 6Z- (N-isobutil-sin-6,9-dihidroxi-2E, 7E-
decadienamida) (L6pez-Martinez et al., 2011) decadienamida)

(Lopez-Martinez et al., 2011)

Ester de borilo de deca-2E, 6Z, acido 8E- N-2-metilbutil-deca-2E, 6Z, 8E-trienamida
trienoico (Molina-Torres et al., 1995) (Molina-Torres et al., 1996)

Figura 3. Compuestos aislados de Heliopsis longipes.
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2.9.2. Estudios farmacoldgicos realizados sobre H. longipes

Dado su empleo en la medicina tradicional y la naturaleza de sus compuestos, se
ha evaluado la actividad de H. longipes y su componente mayoritario en diversos
modelos farmacologicos dirigidos principalmente a comprobar su capacidad
analgésica y antimicrobiana; diversos estudios sobre esta especie han demostrado
su actividad bactericida (Gutiérrez-Lugo et al., 1996; Molina-Torres et al., 1999),
antifingica (Ramirez-Chavez et al., 2000), analgésica (Carifio-Cortés et al., 2010;
Cilia-Lopez et al., 2010), estimulante sobre el sistema nervioso (Cilia-Lopez et al.,
2010), nocicéptiva (Déciga-Campos et al., 2012) y antiinflamatoria (Hernandez et
al., 2009).

Estudios recientes demostraron la capacidad vasodilatadora de los extractos de
etanol y diclorometano de la raiz de H. longipes y de la afinina de manera
significativa en el modelo de aorta aislada de rata (Castro-Ruiz et al., 2017). Por
este motivo, la raiz de esta especie se considera como un candidato idoneo para la
realizacion de un estudio fitoquimico biodirigido que tenga como objetivo la
purificacion de todos los compuestos que-contribuyen con el efecto vasodilatador
presentado por los extractos etandélico y de diclorometano preparados a partir de la

raiz del chilcuague.

Ademas de los estudios farmacoldgicos, se evalud la seguridad del extracto de la
raiz de H. longipes, mediante el método de la clase de toxicidad oral aguda que
permitio el célculo de la dosis letal 50 (DLso). El extracto de la raiz de H. longipes
fue clasificado. como moderadamente toxico con una DLso = 62.14 mg/kpc y a la
afinina como ligeramente toxica DLso = 113.13 mg/kpc (Déciga-Campos et al.,
2012). Considerando los datos obtenidos en el ensayo de toxicidad del extracto y
de su compuesto mayoritario, no es posible descartar que el compuesto mayoritario

sea el principal responsable de la toxicidad del extracto.

A pesar de que se ha demostrado que la afinina, el componente mayoritario
presente en la raiz de H. longipes, presenta un potente efecto vasodilatador, a la
fecha no es posible descartar la existencia de otros compuestos con propiedades

vasodilatadoras similares que contribuyan con el efecto vasorrelajante de los
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extractos organicos totales. De tal forma que es importante la realizacion de un
estudio fitoquimico biodirigido del extracto de diclorometano de la raiz de H.
longipes, que permita la purificacion y caracterizacion estructural de otros
compuestos, que ademas de la afinina, también poseen un efecto vasodilatador, los
cuales podrian presentar menor toxicidad que la afinina y representar modelos
estructurales para el disefio de nuevos farmacos antihipertensivos. Es por ello, que
el objetivo del presente estudio fue realizar un estudio fitoquimico de la raiz de H.
longipes con la finalidad de identificar y caracterizar el mayor nimero-posible de
compuestos con efecto vasodilatador.

23



3. JUSTIFICACION

Las enfermedades crénicas no transmisibles, por ser un grupo de padecimientos
multifactoriales y de larga duracion, representan una de las principales causas de
muerte y un gran reto para los sistemas de salud, debido a su alta prevalencia y su
incidencia en edades tempranas. Dentro de las ECNT, las enfermedades
cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en el mundo, a su vez, la
hipertension arterial es el principal factor de riesgo para el desarrollo de las ECV en
todos los grupos de la poblacion. A pesar de los intentos por prevenir y-controlar
este tipo de enfermedades, mediante la combinacion de estrategias que involucran
la disminucion de los factores de riesgo conductuales y el tratamiento farmacolégico
adecuado, el diagnéstico y tratamiento de la mayoria de los pacientes resulta ser
ineficiente por el restringido acceso a los sistemas de salud en algunos paises, al
alto costo de los medicamentos, la eficacia limitada y la presencia de efectos
secundarios, lo que provoca que no se tenga una adherencia al tratamiento
farmacolégico. La busqueda de farmacos antihipertensivos mas eficaces y con
menos efectos secundarios, ademas de ser de acceso libre para la poblacion resulta
ser una excelente estrategia para resolver este problema. En este contexto, las
plantas utilizadas con fines medicinales representan una alternativa muy valiosa
para la busqueda de nuevas moléculas bioactivas, las cuales podrian representar

novedosos prototipos estructurales para el desarrollo de nuevos farmacos.

Heliopsis longipes es una planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional
mexicana que se caracteriza por exhibir multiples actividades farmacoldgicas, entre
las que destaca la capacidad analgésica y antiinflamatoria y por la presencia de
alcamidas, moléculas con propiedades fisicoquimicas interesantes. De manera
adicional, estudios realizados por nuestro grupo de trabajo, demostraron que el
extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes produce una significativa
vasodilatacién en el modelo de aorta aislada de rata. Asi mismo, se demostré que
uno de los principales compuestos responsables del efecto vasodilatador era la
afinina, sin embargo, hasta la fecha se desconoce la identidad de otros metabolitos
que pudieran contribuir a los efectos reportados.
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En este contexto, la caracterizacion quimica y farmacoldgica de la raiz de H.
longipes posibilita el conocimiento de otros posibles compuestos bioactivos que,
ademas de las alcamidas, contribuyan al efecto vasodilatador que se ha reportado
para esta especie, los cuales podrian representar novedosos prototipos

estructurales para el desarrollo de farmacos antihipertensivos.
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4.  PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La raiz de Heliopsis longipes contiene compuestos de naturaleza no polar,
diferentes a la afinina, que inducen un efecto vasodilatador en aorta aislada de rata?

5. HIPOTESIS

La raiz de Heliopsis longipes contiene, ademas de la afinina, terpenos y otras

alcamidas gue contribuyen al efecto vasodilatador del extracto organico crudo.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Purificar y caracterizar la estructura quimica de los compuestos vasodilatadores

presentes en el extracto de diclorometano de la raiz de Heliopsis longipes.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar y caracterizar la estructura quimica de los compuestos presentes en
una de las fracciones cromatogréaficas previamente obtenidas a partir del
extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes.

e Analizar el extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes, mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS), con
el objeto de caracterizar el mayor niumero posible de compuestos no polares
de bajo peso molecular.

e Evaluar el efecto vasodilatador de los compuestos puros obtenidos a partir
del extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes y de aquellos
identificados mediante el analisis de CG-MS, cuyo efecto vasodilatador no

haya sido reportado.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Extracto EDMHI

Fraccionamiento
cromatografico

Aislamientoy
{ purificacién

Caracterizacion

Analisis por CG-MS -
guimica

Evaluacion
farmacologica

Figura 4. Disefo experimental del estudio quimico y farmacolégico de la raiz de
Heliopsis longipes. 1. Aislamiento y purificacibn de compuestos presentes en la
fraccion FAB1 previamente obtenida a partir del extracto de diclorometano de la
raiz de H. longipes. 2. Analizar el extracto de diclorometano, mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS). 3. Evaluar
el efecto vasodilatador de los compuestos puros y de aquellos identificados
mediante el analisis de CG-MS, cuyo efecto vasodilatador no haya sido reportado.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Obtencidn del extracto total de la raiz de Heliopsis longipes

Las raices de Heliopsis longipes se colectaron en el municipio de Pefamiller,
Querétaro, México. Los especimenes fueron autentificados y depositados en el
Herbario Jerzy Rzedowski (QMEX) en la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autbnoma de Querétaro con nimero de voucher H. longipes J.E. Castro
R.1 y R.2. Las raices secas se trituraron y se sometieron a un proceso de
maceracion sélido-liquido con diclorometano en una proporciéon 1:10 p/v. La
eliminacién del solvente se realizé por destilacion rotatoria a presion reducida hasta

la obtencion del extracto seco (Castro-Ruiz et al., 2017).

La colecta, la autenticidad del material vegetal, la preparacion del extracto y el
fraccionamiento preliminar del extracto completo de diclorometano de Heliopsis
longipes (EDMHI) fue realizada con anterioridad por miembros de nuestro grupo de
trabajo en el Laboratorio de Investigacion Quimica y Farmacologica de Productos
Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas en la Universidad Autbnoma de
Querétaro.

8.2. Analisis del extracto de diclorometano mediante CG-MS

Con el objeto de identificar el mayor nimero de compuestos volatiles de bajo peso
molecular presentes en el extracto de diclorometano, se realiz6 un andlisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Este analisis se
realizd en colaboracion con el Dr. Pedro Vazquez Landaverde en el Centro de
Investigacion en Ciencias Aplicada y Tecnologia Avanzada del Instituto Politécnico

Nacional (CICATA) y bajo la asesoria de la Dra. Leticia Garcia Aguilar.

El andlisis se realizé en un cromatégrafo de gases Agilent 78902 con detector de
ionizacion a la flama (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) en una
columna capilar HP-5MS de 60 m x 0.25 mm de i.d. (Agilent Technologies, Inc.). La
ionizacion del extracto se realizo a una temperatura de 250 °C en modalidad dividida
(5:1), consecutivamente, la inyeccién se inicié a 40 °C por 5 min y se incremento a

una velocidad de 5 °C/min hasta alcanzar 230 °C, posteriormente, esta temperatura
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se mantuvo por 15 min, utilizando helio como gas acarreador (1 mL/min) (Delgado-
Altamirano et al., 2019).

El analisis de espectrometria de masas se realizO en un espectrometro Agilent
5975C de impacto electronico con analizador de cuadrupolo. La temperatura de la
fuente de iones y del cuadrupolo fueron de 230 °C y 250 °C, respectivamente. La
linea de transferencia se coloc6 a 280 °C y se realiz6 un escaneo completo en un
rango de 33-300 uma a una velocidad de escaneo de 5.3/s con un voltaje de
ionizacién de 70 eV (Garcia-Aguilar et al., 2015; Delgado-Altamirano et al., 2019).

El analisis de los datos se realiz6 mediante el software MSD: ChemStation
E.01.00.237 (Agilent Technologies, Inc.) y la identificacion de los compuestos se
llevé a cabo por medio de su espectro de masas mediante la exploracion en la
biblioteca digital del programa. Adicionalmente, la identificacion de los
constituyentes del extracto también se determiné por el método de Kovats utilizando
una serie de n-alcanos como estandar y la identidad fue confirmada comparando
con los indices descritos en NIST-MS y en la literatura (Garcia-Aguilar et al., 2015;
Delgado-Altamirano et al., 2019). La abundancia relativa de cada compuesto se

determind a partir de su area bajo la curva.

8.3. Aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios
mediante CCA
Con la finalidad de purificar la afinina y algunos de los metabolitos secundarios
presentes en H. longipes, se decidié utilizar la fraccion FAB1 obtenida de un
fraccionamiento cromatogréafico previo del extracto completo de diclorometano
(Castro-Ruiz et al., 2017).

Elaislamiento y purificacién de los metabolitos secundarios presentes en la fraccion
FAB1, se realizO mediante cromatografia en columna abierta (CCA). La fase
estacionaria utilizada fue de gel de silice 60 (70:230 mesh ASTM) con tamafio de
particula de 0.063-0.200 mm y la fase mdévil fue un gradiente de polaridad

ascendente con n-hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones. Todo el
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proceso fue monitorizado por cromatografia en capa fina (CCF), los compuestos
presentes en las placas cromatograficas se visualizaron bajo luz ultravioleta (A 354
nm y A 365 nm) y fueron revelados con p-anisaldehido con acido sulfurico (0.5 mL
de p-anisaldehido en 50 mL de &cido acético glacial y 1 mL de &cido sulfurico
concentrado) a 100 °C (Castro-Ruiz et al., 2017).

La fraccién FAB1 (250 mg) fue adsorbida en gel de silice en una proporcion 1:1, una
vez homogénea, se colocd en una bureta de vidrio (Kimax, EUA) de 25 mL

previamente llenada con 5 g de gel de silice suspendida en n-hexano.

8.4. Evaluacién farmacolégica

La evaluacion farmacologica de los compuestos  identificados mediante
espectrometria de masas, se realiz6 mediante el ensayo de aorta aislada de rata,

en un sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado.

8.4.1 Modelo experimental

La evaluacion farmacolégica se realiz6 en ratas macho cepa Wistar con un peso
aproximado de 200-250 g. Los animales se obtuvieron del bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México, campus Juriquilla,
Querétaro, Qro., México. Durante su estadia, los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de laboratorio, con ciclos de luz-oscuridad de 12 h con libre
acceso aagua purificada y alimento (Rodent LabDiet 5001, PMI). EI manejo de los
animales de experimentacion se realiz6 de acuerdo con las especificaciones
establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999: especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio (SINASICA,
2001).

8.4.2. Ensayo ex vivo de aorta aislada de rata

Los animales fueron sacrificados por decapitacion con previa anestesia por

inhalacion de isoflurano (SINASICA, 2001). La aorta toracica se extrajo
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quirargicamente, se limpio de tejido circulante y se cortdé en segmentos de 4 a 5 mm.
Posteriormente, los anillos adrticos se colocaron en camaras de incubacion para
tejido aislado en condiciones fisioldgicas, con oxigenacion constante (pH 7.4,
02/C0O2 95/5 % y temperatura 37 °C). La actividad vasodilatadora de los compuestos
mayoritarios detectados mediante el andlisis de CG-MS y de los compuestos puros

se evaluo en anillos pre-contraidos con L-fenilefrina (1 uM).

Los cambios en la tension del tejido fueron registrados mediante un transductor de
fuerza Grass FT03 acoplado a un poligrafo Grass 7D y se expresaron como
porcentaje de la relajacion, basados en la contraccién generada por la L-fenilefrina
(Ibarra-Alvarado et al., 2010).

La determinacion de la concentracion efectiva 50 (ECso) y del efecto maximo (Emax)
de los compuestos identificados, se realiz6 mediante una curva concentracion-
respuesta con 7 concentraciones distintas (1, 3.16, 10, 31.6, 100, 316, 1,000 pL/mL).
(Ibarra-Alvarado et al., 2010; Castro-Ruiz et al., 2017).

8.5. Analisis estadistico

Los resultados derivados de los andlisis farmacologicos se expresaron como la
media * el error estandar (SEM) de los ensayos independientes de al menos cuatro

ratas diferentes (n= 4).

Los datos resultantes de cada evaluacion se ajustaron a una ecuacion sigmoidea y
se graficaron para calcular la CEso, mediante el software GraphPad Prism® version
8.01.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Identificaciéon de compuestos volatiles mediante CG-MS

El andlisis del EDMHI mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas permitié identificar 42 compuestos, los cuales fueron clasificados de

acuerdo a su estructura quimica como acidos carboxilicos, aldehidos, alcamidas,

ésteres, éteres y terpenos como se muestra en el Cuadro 1. Dicho extracto, se

caracteriza principalmente por la presencia de compuestos apolares y por la

presencia de compuestos volatiles de bajo peso molecular de  naturaleza

terpenoide.

Cuadro 1. Compuestos identificados en el extracto de diclorometano de la raiz de

H. longipes mediante CG-MS.

Compuesto Area (%) TR! IK exp? © IKlit® Clasificacion MI*
Acido acético 0.07 6.138 61342 610 Acido ab
carboxilico
Acido 2-metilpropanoico 0.01 13.54 781,17 785 ACidO_ a,b
carboxilico
Acido 3-metilbutanoico 001 - 19.622 871,24 875 Acido ab
carboxilico
2-butenal 0.04 7.084 646,30 648 Aldehido a,b
Hexanal 0.001 14.847 802,42 800 Aldehido a,b
2,4-decadienal 0.001 44.867 1313,61 1309 Aldehido a,b
Afinina 46.1 89.254 1991,97 - Alcamida a,c
N-2-metilbutil-2E,6Z,8E-decatrienamida 7.75 92.344 2092,64 - Alcamida a,c
Salicilato de metilo 0.02 39.055 1201,87 - Ester a.c
2-metoxi-4-vinilfenol 0.001 45.028 1316,71 1315 Ester a,b
9-cis, 11-trans-octadecadienoato de etilo 0.27 96.405 2229,21 - Ester a,c
Acido adipico 0.47 101.606 2427,98 2399 Ester a,b
Metiltimol 0.05 40.619 123194 1235 Eter a,b
Eter metilico de isotimol 0.001 41.327 124555 - Eter a
Terbutilhidroquinona 0.01 48.697 1387,25 - Eter a
3-alilciclohexeno 0.001 24.534 945,53 - Terpeno a
Canfeno 0.01 24.830 950,16 950 Terpeno a,b
B-pineno 0.002 26.632 978,29 980 Terpeno ab
a-felandreno 0.02 28.389 1006,41 1010 Terpeno a,b
O-cimeno 0.01 29,619 1027,91 1026 Terpeno a,b
Limoneno 0.02 29.825 1031,51 1032 Terpeno a,b
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Alcanfor 0.001 36.429 115150 1156 Terpeno a,b

Borneol 0.02 37.845 1178,65 1177 Terpeno a,b
P-cimenol 0.001 38.726 1195,55 1200 Terpeno a,b
1,1-dimetiletil-4-benzenometanol 0.001 41.327 124555 1185 Terpeno a,c
Timol 0.02 44.648 1309,40 1306 Terpeno a,b
Varamol 0.001 45.028 1316,71 1315 Terpeno a,b
Dehidroaromadendreno 0.01 46.644 1347,78 1463 Terpeno a,c
Epizonareno 0.07 47.873 1371,41 1545 Terpeno a,c
a-cubebeno 0.04 48.388 1381,31 1381,2 Terpeno a,b
Cipereno 0.044 50.151 1408,31 1410 Terpeno a,b
a-gurgujeno 0.01 50.647 1413,51 1409 Terpeno a,b
Isoledeno 0.01 50.879 141595 1377 Terpeno a,c
B-cariofileno 0.01 51.439 1421,83 1420 Terpeno a,b
B-malieno 0.01 54.438 1453,32 1413 Terpeno a,c
a-selineno 0.06 55.867 1468,33° 1491 Terpeno a,c
Valenciano 0.02 57.071 1480,97 = 1480 Terpeno ab
B-pachulén 0.02 60.405 .1515,98 1380 Terpeno a,c
Escualeno 0.46 100.602 2370,34 2817 Terpeno a,c
1-propanamine, N-(2-furanylmethylene)- 0.001 35.025  1124,57 - Otro ad
2-methyl-

Tricyclo[4.1.0.0(2,4)]heptane, 3,3,7,7- 0.001 49:379  1400,20 - Otro ad
tetramethyl-5-(2-methyl-1-pro penyl)-

Heneicosane, 3-methyl-2-(5-Adamantan- 0.06 104.856 918,16 - Otro a,d

1-yl-[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-pyridine
! Tiempo de retencion, ? indice de retencion experimental, ® indice de retencién descrito en la
literatura, * método de identificacion y-confirmacién, 2 identificacion tentativa mediante la blsqueda
en la biblioteca de espectros de masas del software MSD ChemStation E.01.00.237, ° indice de
retencion corroborado por NIST, ¢ indice de retencion corroborado por otra fuente de literatura e ¢
indice de retencion no confirmado.

De acuerdo a la abundancia relativa de los compuestos identificados, el EDMHI se
compone principalmente de alcamidas (53.9 %) y de abundantes terpenos (0.83 %).
Las principales alcamidas identificadas en el extracto de diclorometano fueron la
afinina (46.1 % de area), y la N-2-metilbutil-2E,6Z,8E-decatrienamida (7.75 % de
area). Consecutivamente, el acido adipico (0.47 % de érea), el 9-cis, 11-trans-
octadecadienoato de etilo (0.27 % de area) y el escualeno (0.46 % de area). Este
altimo, representa el terpeno mas abundante, superior a los 12 monoterpenos y 11

sesquiterpenos identificados.

Los resultados del presente estudio concuerdan con los obtenidos en estudios

anteriores realizados en la raiz de H. longipes, en los que se demuestra que la
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afinina es el componente mayoritario presente en esta raiz. LoOpez-Martinez et al.,
(2011) reportd un 45.23 % en el rendimiento de afinina presente en el extracto seco
de acetona de la raiz de H. longipes. Adicionalmente, en un estudio realizado en la
raiz seca de H. longipes mediante CG-MS, se identificaron 28 compuestos volatiles,
de los cuales, el 85.1 % pertenecen al grupo de los terpenos (53 % de
monoterpenos, 25 % de sesquiterpenos y 7.1 % de diterpenos), consecutivamente,
el 7.1 % de hidrocarburos oxigenados y el 7.1 % de ésteres, sin detectar la presencia

de alcamidas (Aguilar et al., 2016).

Cabe destacar que, a diferencia del estudio realizado por Aguilar-et al., (2016), la
extraccion de metabolitos secundarios en este estudio se realizé mediante una
extraccion solido/liquido por maceracion con diclorometano, mientas que en el
estudio realizado por Aguilar et al., (2016) se realiz6 mediante microextraccion en
fase sdlida con espacio de cabeza (HS-SPM), en donde se colocaron 500 mg de
material vegetal seco, cloruro de sodio (75 mg) y agua destilada (10 mL),
posteriormente, se acondiciond durante. 40 min a 300 °C en fase de vapor para

realizar la inyeccion.

Asi mismo, de los 42 compuestos identificados por CG-MS en este estudio,
Unicamente la afinina (Acree et al., 1945), la N-2-metilbutil-2E,6Z,8E-
decatrienamida (Molina-Torres et al. 1996), el escualeno (Lopez-Martinez et al.,
2011), el beta-pineno y el orto-metiltimol (Aguilar et al., 2016) ya habian sido

reportados en esta especie vegetal.

Los cambios detectados en el contenido metabdlico de la raiz pueden atribuirse
principalmente a la época de cosecha y a la presencia de elicitores tanto biéticos y
abidticos en el ambiente en donde se desarrollo la planta. Estudios recientes
demostraron que las concentraciones de la afinina varian segun la época del afio
en la que se colecta y la presencia de elicitores, esto se correlaciond al aumento o
disminucién de la actividad de la valina descarboxilasa, enzima relacionada con la

biosintesis de alcamidas alifaticas como la afinina (Parola-Contreras et al., 2020).
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9.2. Caracterizacion quimica preliminar de los compuestos purificados

de la fraccion FAB1

La fraccion rica en afinina, FAB1, se fraccion6 por CCA y se obtuvieron 500

fracciones, las cuales fueron agrupadas por similitud cromatografica en 26 grupos.

Las condiciones de elucién y los rendimientos obtenidos se describen en la Cuadro

2.

Cuadro 2. Fracciones y grupos obtenidos del fraccionamiento cromatografico de la

fraccibn FAB1 mediante CCA.

Grupos Fracciones Fase movil Rendimiento
1 1 hexano/acetato de etilo (98:02) 1.04 %
2 2-3 hexano/acetato de etilo (98:02) 9.60 %
3 4-8 hexano/acetato de etilo (98:02) 3.60 %
4 9-25 hexano/acetato de etilo (98:02) 2.68 %
5 26-40 hexano/acetato de etilo (98:02) 0.88 %
6 41-55 hexano/acetato de etilo (97.5:2.5) 1.60 %
7 56-71 hexano/acetato de etilo (97.5:2.5) 1.80 %
8 73-89 hexano/acetato de etilo (97.5:2.5) 1.08 %
9 90-95 hexano/acetato de etilo (97.5:2.5) 1.40 %
10 95-119 hexano/acetato de etilo (97.5:2.5) 6.48 %
11 120-152 hexano/acetato de etilo (97.5:2.5) 0.12 %
12 153-166 hexano/acetato de etilo (97:03) 0.80 %
13 167-168 hexano/acetato de etilo (97:03) 0.40 %
14 169-178 hexano/acetato de etilo (97:03) 1.20 %
15 179-198 hexano/acetato de etilo (97:03) 0.64 %
16 199 hexano/acetato de etilo (97:03) 0.08 %
17 200-207 hexano/acetato de etilo (96.5:3.5) 0.52 %
18 208-231 hexano/acetato de etilo (97:03) 1.20 %
19 232 hexano/acetato de etilo (97:03) 0.40 %
20 233 hexano/acetato de etilo (97:03) 0.30 %
21 234 hexano/acetato de etilo (97:03) 1.00 %
22 235-258 hexano/acetato de etilo (97.5:2.5) 212 %
23 259-350 hexano/acetato de etilo (96:04) 6.00 %
24 351-359 hexano/acetato de etilo (95:05) 2.24 %
25 360-422 hexano/acetato de etilo (94:06) 13.44 %
26 423-500 hexano/acetato de etilo (50:50) 26.00 %
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Durante el monitoreo cromatogréfico por CCF, en la fraccion F72 se observd un
residuo aceitoso que mostraba una manchay una pequefa impureza con coloracion
rosada al revelar con p-anisaldehido que no era observable bajo luz UV, lo cual es

caracteristico de triterpenos (Dominguez, 1975), ver en Figura 5.

II

|
F72 [ F712

Figura 5. Analisis cromatogréfico de la fraccion F72 en cromatografia en capa
fina A) unidimensional y B) bidimensional en un sistema de elucion de
hexano/acetato de etilo (80:20) y (1) hexano (100) y (ll) hexano/acetato de etilo
(80:20), respectivamente.

Considerando lo anterior, se decidi6 realizar una placa comparativa con estandares
de naturaleza terpenoide, se incluy6 el acido ursdlico, el acido oleandlico, el uvaol,
el lupeol, el acido corosolico, el acido betulinico y el escualeno, como se muestra
en la Figura 6. Dado que no se encontrd coincidencia entre el factor de retencién y
en la coloracion del revelado de la F72 y los estandares, se descarto la presencia

de estos terpenos en la raiz.

37



AU AB UV F72 AD AC LU F72 ES

Figura 6. Analisis cromatogréafico comparativo de la fraccion F72 y los estandares
de naturaleza terpenoide. A) Acido ursélico (AU), &cido betulinico (AB), uvaol
(UV), acido oleandlico (AO), &cido corosélico (AC), lupeol (LU) y B) el escualeno
(ES) en un sistema de elucion hexano/acetato de etilo (3:2) y (8:2),
respectivamente. Ambas cromatoplacas fueron reveladas con anisaldehido.

Cabe destacar que el compuesto contenido en F72 muestra menor polaridad con
respecto a los estandares utilizados. Considerando lo anterior y el rendimiento
obtenido, se decidié realizar un analisis mediante cromatografia liquida de ultra
resolucién acoplada a espectrometria de masas con analizador de tiempo de vuelo
(UPLC-MS/QTOF) con la finalidad de lograr identificar el compuesto.

Por otra parte, en las fracciones F13 y F136 se observaron cristales transparentes
de consistencia cerosa, los cuales fueron separados y pesados. Adicionalmente, se
determindé el punto de fusion mediante el método de Fisher, los cuales presentaron

valores de 78-80 °C y 74-76 °C, respectivamente.

9.3. Caracterizacién quimica de los compuestos purificados

Considerando el rendimiento obtenido de los compuestos purificados y las
restricciones emitidas durante la emergencia sanitaria provocada por el virus SARS-

COV2, la identificacion de los compuestos purificados por CCA de la muestra FAB1

38



se realiza actualmente mediante UPLC-MS/QTOF en el Laboratorio Especializado
en Andlisis de Alimentos de la Facultad de Quimica de la UAQ. Los compuestos
purificados, el rendimiento y su punto de fusién de la muestra FAB1 se muestran en
la Cuadro 3.

Cuadro 3. Compuestos purificados mediante CCA de FAB1 obtenida a partir del

fraccionamiento cromatogréafico del extracto de diclorometano de la raiz de H.
longipes.

Clave Descripcién Rendimiento Punto de fusién
F13 Crlstgles m_coloro_s de 3.4mg 78-80°C
consistencia aceitosa
F72 Residuo aceitoso 5.9 mg no aplica
F136 Cristales incoloros de 1.8 mg 74-76°C

consistencia cerosa.

F247 Cnsta]es mqoloros de 1.2 mg ND
consistencia cerosa

ND= no determinado

9.4. Evaluacién del efecto vasodilatador de los compuestos mayoritarios
identificados del extracto de diclorometano de laraiz de H. longipes.

Con la finalidad de determinar la contribucion de los compuestos mayoritarios
detectados mediante el analisis de CG-MS, en el efecto vasodilatador del EDMHI,
se evalub la actividad vasodilatadora de los compuestos volatiles con mayor
abundancia relativa en el extracto. Una vez identificados, se seleccionaron
Gnicamente aquellos compuestos, cuyo efecto vasodilatador no habia sido
previamente reportado y que se encontraban disponibles de manera comercial,

tales como el 4cido adipico y del escualeno.

Los resultados obtenidos de la evaluacion farmacologica mostraron que el
escualeno indujo una vasodilatacion dependiente de la concentraciéon en anillos
aorticos con endotelio funcional con valores de Emax= 61.58 + 3.98 % y CEso=47.10
+5.44 ng/mL, mientras que el acido adipico presento valores de Emax= 100 £ 1.8 %
y una CEso=451.10 + 11.12 pug/mL. El control positivo, la acetilcolina relajé la aorta
con una Emax= 67.88 = 1.43 % y una CEso= 9.30 + 1.14 pg/mL. En la Figura 7 se

muestran las curvas concentracion-respuesta del efecto vasodilatador de los
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constituyentes mayoritarios en el extracto como: la afinina, el escualeno, el acido

adipico y la acetilcolina, esta ultima utilizada como control positivo.

-®- Acetilcolina
-# Acido adipico
== Afinina

=¥ Escualeno

Relajacién, %

1 1 1 1 I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Log de la concentracion, pug/mL

Figura 6. Curva concentracion respuesta del efecto vasodilatador de los
compuestos mayoritarios identificados por CG-MS.

Los estudios farmacoldgicos previamente realizados por nuestro grupo de trabajo
sobre esta especie, demostraron que el EDMHI y la afinina, su componente
mayoritario, poseen un efecto vasodilatador dependiente de la concentracion con
valores de Emax=100 + 3.11% y CEso= 76.99 * 1.14 pg/mL y Emax= 100 + 3.10 % y
una CEso= 27.38 + 1.20 pg/mL, respectivamente (Castro-Ruiz et al., 2017). En el
caso de la presente investigacion, se encontré que el acido adipico presenté un
efecto maximo similar al del extracto crudo y al de la afinina, sin embargo, este
compuesto presentd una potencia 5.85y 16.47 veces menor a la del extracto y a la

de la afinina, respectivamente. En el caso del escualeno, resulta interesante que
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este terpeno presenté un efecto maximo comparable al del control positivo, la
acetilcolina y, ademas, su efecto vasodilatador tuvo la mitad de la potencia de la

vasodilatacién inducida por la afinina.

Cabe destacar que, de los compuestos presentes en el extracto con actividad
vasodilatadora, la afinina es el compuesto con mayor eficacia y potencia presente
en el extracto de diclorometano de H. longipes. Es importante mencionar que el orto-
metiltimol y el carvacrol, compuestos que nosotros identificamos en el EDMHI y que
habian sido previamente identificados en la raiz de H. longipes (Aguilar etal., 2016),
ya habian demostrado poseer efecto vasodilatador con valores de CEso= 106.40 +
11.37 y CEso= 145.40 + 6.07, respectivamente (Aydin et al., 2007; Peixoto-Neves et
al., 2010). En el Cuadro 4, se muestran los valores de CEso y Emax de los

compuestos vasodilatadores encontrados en la raiz de H. longipes.

Considerando los resultados obtenidos en este estudio y lo antes reportado, es
posible considerar que el timol y el carvacrol podrian contribuir al efecto
vasodilatador total del extracto crudo.

Cuadro 4. Efecto vasodilatador de los compuestos identificados en el extracto de
diclorometano de H. longipes.

Compuesto Emax (%) CEso (Mg/mL) Referencia
Acetilcolina 67.88 £1.43 9.30+1.14 Castro-Ruiz et al., 2017
Acido adipico 100+ 1.8 451.10+11.12 -

Afinina 100 + 3.10 27.38+£1.20 Castro-Ruiz et al., 2017
Carvacrol ND 145.40 + 6.07 Aydin et al., 2007
Escualeno 61.58 + 3.98 47.10+5.44 -

Orto-metiltimol ND 106.40 £ 11.37 Peixoto-Neves et al., 2010

ND= No determinado

Con respecto al mecanismo vasodilatador inducido por compuestos presentes en la
raiz de H. longipes, nuestro grupo de investigacion ha encontrado evidencia que la
afinina, posee un efecto vasodilatador parcialmente dependiente de endotelio. Los
resultados sugieren que la activacién de los canales TRPAL podria ser el principal
mecanismo involucrado en la respuesta vasomotora y que las vias de sefalizacion

de los gasotrasmisores (NO, CO y H2S) y de la prostaciclina, asi como los
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receptores a cannabinoides y los canales TRPV1, también contribuyen de manera
importante al efecto vasodilatador inducido por la afinina (Castro-Ruiz et al., 2017).
De los monoterpenos, se ha reportado que el timol y el carvacrol inducen un efecto
vasodilatador independiente de endotelio, el cual esta mediado por mecanismos de
transduccién que inducen la liberaciéon de Ca?* a partir del reticulo sarcoplasmico
y/o por una regulacion en la sensibilidad al Ca?* del sistema contractil (Aydin et al.,
2007; Peixoto-Neves et al., 2010). No obstante, considerando la abundancia relativa
de los compuestos en el extracto, la afinina, el compuesto con mayor abundancia
relativa (46.1 %) podria ser la principal responsable del efecto vasodilatador de
dicho extracto, ya que la abundancia relativa de los monoterpenos en dicho extracto
es muy baja con un 0.83 %. Por otra parte, el acido adipico y el escualeno se
encuentran dentro de los compuestos con mayor abundancia relativa (0.96 %), por
lo tanto, es posible que su efecto vasodilatador contribuya de manera significativa a
la actividad biolégica total del extracto crudo. Estos hallazgos apoyan el hecho de
que el efecto bioldgico de una mezcla compleja, como un extracto, no puede
atribuirse exclusivamente a un Unico compuesto, sino es el resultado aditivo o

sinérgico y, a veces, antagonico de todos sus componentes.
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10. CONCLUSIONES

El extracto de diclorometano se caracteriza principalmente por la presencia de
alcamidas y abundantes terpenos.

El andlisis por CG-MS permitié identificar 42 compuestos volatiles presentes en la
raiz de Heliopsis longipes que no habian sido reportados anteriormente en esta

especie.

El andlisis por CG-MS permitio la identificacion de dos metabolitos secundarios cuyo
efecto vasodilatador se demostré por primera vez. Adicionalmente, se identificaron
dos compuestos con actividad vasodilatadora ya reportada, los cuales podrian

contribuir al efecto vasodilatador de este extracto.

El escualeno posee un efecto vasodilatador dependiente de la concentracién en
anillos aorticos de rata con una Emax= 61.58 +3.98 % y una CEso= 47.10 + 5.44
pug/mL y el &cido adipico con una Emax= 100 + 1.8 % y una CEso= 451.10 + 11.12
pg/mL.

Los resultados sugieren que el escualeno y el acido adipico, en conjunto con la
afinina, son los principales compuestos responsables de la actividad vasodilatadora

del extracto crudo.

Los resultados obtenidos sugieren que el efecto vasodilatador del EDMHI es

originado por el efecto aditivo o sinérgico de todos sus componentes.
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11. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto vasodilatador de los compuestos con mayor abundancia relativa
en el extracto, tales como la N-2-metilbutil-2E,6Z,8E-decatrienamida y el 9-cis, 11-

trans-octadecadienoato de etilo.

Determinar el mecanismo de accion del efecto vasodilatador del acido adipico y del

escualeno.

Realizar un estudio metabolémico de las raices de Heliopsis longipes a fin de
determinar las variaciones en el perfil metabolémico, dependiendo de la etapa de
desarrollo de la planta y la zona y la época de recolecta.  Adicionalmente,
correlacionar la actividad vasodilatadora con los perfiles. metabolomicos que

presenten las raices de esta especie vegetal.

Seleccionar los marcadores quimicos idéneos para la cuantificacion vy
estandarizacion del extracto de la raiz de Heliopsis longipes y el posterior desarrollo

de un fitomedicamento.
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