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RESUMEN

En México como en el mundo, las enfermedades cardiovasculares son la
principal causa de muerte entre la poblacion adulta. La hipertension arterial (HTA)
es un factor importante para el desencadenamiento de dichas enfermedades.
Actualmente, mas de la tercera parte de la poblacion mexicana es afectada por
esta patologia. Una de las estrategias para prevenir y/o tratar esas enfermedades
consiste en buscar plantas medicinales con contenidos quimicos adecuados y
propiedades farmacoldgicas comprobables. Crataegus es un género ampliamente
distribuido en todo el mundo y muchas de sus especies han sido utilizadas en la
medicina tradicional para tratar la hipertensibn y otras enfermedades
cardiovasculares, debido principalmente a su alto contenido de compuestos
fendlicos, especificamente del tipo flavonoide. De hecho, hoy en dia existen
algunos extractos estandarizados (L1132 y WS1442®) obtenidos a partir de hojas y
flores de Crataegus spp., los cuales son comercializados para ese mismo fin. La
presente investigacion se centré en la evaluacion de la actividad vasorrelajante
sobre aorta aislada de rata de los extractos acuosos y organicos obtenidos a partir
de los frutos y hojas de C. gracilior, asi como en la purificacion e identificacion de
algunos de los metabolitos secundarios mediante técnicas cromatogréficas y
espectroscopicas. Los resultados mostraron que el extracto metandlico posee un
efecto vasorrelajante significativamente mas potente y eficaz que los demas
extractos evaluados (obtenidos con agua, CH,Cl, y hexano), con una CEsg de 8.69
+ 4.34 pg/mL y un Enax de 94.6 £ 5.38 %. Aunque se habian caracterizado
previamente compuestos fendlicos a partir de este mismo extracto, en el presente
trabajo se aislaron dos triterpenos, los cuales se han identificado como acido
ursélico y acido corosolico, mediante la comparacion de sus datos de RMN con los
reportados en la literatura. La actividad vasodilatadora de los compuestos
identificados en el presente trabajo ha sido previamente descrita en diferentes
trabajos y por lo tanto pueden justificar, al menos en parte, el uso tradicional

sostenido de esta especie vegetal.
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SUMMARY

In Mexico, as in the rest of the world, cardiovascular diseases are the main cause
of death among adults. Hypertension (HT) is an important factor that triggers such
diseases. Currently, more than a third of the Mexican population suffers from HT.
In the scientific field related to natural products, one strategy to prevent and/or
treat these diseases is the search for medicinal plants that contain suitable
chemical constituents and possess ascertainable pharmacological properties.
Crataegus is a genus widely distributed around the world and many of its species
have been used in traditional medicine to treat cardiovascular diseases, mainly
due to their contents of phenolic compounds, flavonoids being the most important
among them. In fact, two standardized extracts (LI132 and WS1442®) obtained
from leaves and flowers of Crataegus spp. are nhowadays marketed for the same
purpose. This study focused on the assessment of the vasorelaxant activity of the
organic and aqueous extracts obtained from fruits and leaves of C.gracilior on
isolated rat aorta, and on the purification and identification of some of their
secondary metabolites by the use of chromatographic and spectroscopic
techniques. The results obtained showed that the methanol extract has a
significantly more potent and effective vasorelaxant effect than the other tested
extracts, with an ECsp = 8.69 + 4.34 ug/mL and an Enpax = 94.6 + 5.38%, values
that are comparable to those obtained for acetylcholine used as positive control.
Despite the previous identification of phenolic compounds in this species in our
lab, from the same extract we isolated two triterpene compounds, which were
identified as ursolic and corosolic acids by comparison of their NMR spectroscopic
data with those reported in the literature. All these compounds have already been
proven to possess on their own antihypertensive effect and other benefits on
cardiovascular diseases and they can support, at least in part, the traditional use

of this plant species.
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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional se considera, segun la OMS, como la suma total de
conocimientos, habilidades y préacticas, todos basados en teorias, creencias y
experiencias oriundas de las diferentes culturas, sean o no explicables, y que se
utilizan para mantener la salud, asi como para prevenir, diagnosticar o tratar las
enfermedades fisicas y mentales. En México, la medicina tradicional es de gran
importancia tanto en el aspecto cultural como en el aspecto médico, ya que como
en todos los pueblos del mundo, se han usado desde tiempos inmemoriales las
plantas medicinales para tratar o prevenir enfermedades y una gran mayoria de la
poblacion sigue haciendo uso de ellas actualmente. La riqgueza de la naturaleza en
nuestro pais y la necesidad de encontrar recursos accesibles para tratar diversos
padecimientos han dado como resultado que en México, las plantas medicinales
sean parte esencial de las estrategias generadas por la poblacion para enfrentar
las enfermedades cotidianas como los trastornos gastrointestinales, las
infecciones respiratorias, la diabetes y las enfermedades cardiovasculares, ya que
constituyen el recurso material mas amplio, accesible y valioso de la medicina
indigena tradicional. Es importante destacar que dentro de la medicina tradicional,
también se utilizan plantas empleadas como alimentos, por lo tanto, estas plantas
presentan un beneficio adicional a su valor nutritivo al considerar sus propiedades
medicinales en el tratamiento y prevencién de varias enfermedades crénico-

degenerativas, como lo son el cancer, la hipertension, la diabetes, entre otras.

El interés actual en la medicina herbolaria y en la blusqueda de opciones
terapéuticas alternativas se debe principalmente a la creciente insatisfaccion hacia
la medicina convencional, tanto por su falta de éxito en la cura de algunas
enfermedades, como por los efectos colaterales que ciertos medicamentos
acarrean. De esta forma, es importante incorporar un sistema de medicina integral
gue combine las ventajas de la medicina moderna con la medicina tradicional, de
tal manera que los tratamientos sean mas eficientes y menos costosos para los

pacientes.



En esta estrategia, los remedios tradicionales, y en particular los productos
naturales originados a partir de especies vegetales, ocupan un lugar de primera
importancia; no so6lo porque constituyen el recurso més utilizado en el mundo, sino
ademas porque representan la fuente primaria de principios activos que se usan,
ya sea en su forma natural, ligeramente modificados, o como fuentes de
inspiracion para la sintesis de prototipos. Cabe sefalar que los efectos
farmacoldgicos de las plantas medicinales y alimenticias dependen evidentemente
de la naturaleza de sus principios activos, los cuales pueden ejercer su efecto a
través de un componente determinado o bien a través del conjunto de compuestos

presentes en los extractos tradicionalmente consumidos en esa forma.

Por otra parte, a pesar de que muchos de los remedios tradicionales han
demostrado su eficacia en la prevencién o tratamiento de diversas enfermedades,
otros han demostrado su fuerte toxicidad. Por lo tanto, las plantas que se
consumen y se recomiendan por tradicion deben ser estudiadas y probadas
cientificamente para que tengan una certificacion tanto de sus perfiles quimicos
como de sus actividades farmacoldgicas, y de esta manera garantizar tanto su
funcionalidad como su inocuidad o bien para que se empleen como una fuente

potencial de nuevos farmacos.

Un criterio importante en el descubrimiento de principios activos consiste en
identificar remedios tradicionales de uso reconocido por generaciones para el
tratamiento de padecimientos determinados. En México, existe gran variedad de
plantas y frutos que se consideran medicinales; sin embargo, sélo unas cuantas
han sido estudiadas con el objeto de identificar o purificar los metabolitos

secundarios que contienen y determinar sus propiedades farmacoldgicas.

En este sentido, el género Crataegus, ademas de ser ampliamente utilizado
para el tratamiento de diversas enfermedades cardiovasculares en todo el mundo,
es una de las especies vegetales empleadas en la medicina tradicional mexicana.

En particular, la especie mexicana Crataegus gracilior, conocida comunmente



como “tejocote”, al igual que otras especies mexicanas del mismo género, es
consumida por la poblacion mexicana. Sus frutos son empleados para la
elaboracién de una bebida tradicional conocida como “ponche”, asi como dulces, y
sus hojas se emplean para el tratamiento de enfermedades respiratorias. Sin
embargo, hasta la fecha no se han realizado investigaciones cientificas orientadas
hacia la determinacién de algunos de sus compuestos quimicos, ni hacia la
determinacion de sus efectos farmacoldgicos para considerarla como una

candidata para el tratamiento de ciertas enfermedades.



2. ANTECEDENTES

2.1. Hipertension arterial (HTA)

La HTA esta clasificada dentro de las llamadas enfermedades cronico-
degenerativas, las cuales son adquiridas comunmente por estilos de vida
inapropiados, son de larga duracion y por lo general de progresion lenta. Su
importancia radica en que éstas, en sus diferentes manifestaciones, constituyen la

principal causa de muerte en todo el mundo (Rosas et al., 2008).

2.1.1. Caracteristicas y factores de riesgo de la HTA

La HTA es el resultado del aumento del tono del musculo liso de los vasos
periféricos que produce una mayor resistencia arteriolar y disminucion de la
capacitancia del sistema venoso. Se caracteriza por una elevacion sostenida de la
presion sistolica por arriba de 140 mm Hg y/o de la presion diastdlica por arriba de
90 mm Hg (OMS, 2013).

Diversos estudios han identificado como factores que contribuyen a la
aparicion de HTA los siguientes: edad, alta ingesta de sodio, dietas elevadas en
grasas saturadas, tabaquismo, estilo de vida sedentario y la presencia de
enfermedades crénicas como obesidad, dislipidemias y diabetes, entre otros
factores (PAHO, 2008; OMS, 2013).

2.1.2. Datos estadisticos de la HTA

La OMS sefiala que a nivel mundial, 1 de cada 3 adultos padece esta
enfermedad. De ellos, 1 de cada 3 desconoce que esta en tal situacién y de
aguellos que saben que tienen esta enfermedad, la tercera parte no logra
disminuir sus valores de presion arterial a pesar de que se encuentran con algun

tratamiento farmacologico (OMS, 2013).

La prevalencia de HTA en México se encuentra entre las mas elevadas en el
plano mundial. En tan solo seis afios, entre 2000 y 2006, la prevalencia de HTA se

incrementd 19.7% hasta afectar a 1 de cada 3 adultos mexicanos (31.6%). A pesar
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de las medidas tomadas por diferentes instituciones de la salud, estas cifras no
han disminuido sino que se han mantenido en ese porcentaje. Un dato alarmante
es que del total de los adultos hipertensos, el 47.3% desconoce que padece dicha
enfermedad y de los adultos con HTA diagnosticada, s6lo 73.6% reciben
tratamiento farmacoldgico y menos de la mitad de éstos tiene la enfermedad bajo
control (ENSANUT, 2012).

2.1.3. Mecanismos innatos para la regulacion de la HTA

Aunque la hipertensiéon puede ser secundaria a otras enfermedades, mas del
90% de los casos representa una variedad conocida como hipertension esencial,
cuya causa se desconoce y afecta al mecanismo que regula la presion. La presiéon
arterial (PA) estd regulada dentro de un estrecho margen que le permite la
adecuada perfusion de los tejidos sin causar dafio al sistema vascular, en
particular, a la capa intima de las arterias. La PA est& determinada por el producto
entre el gasto cardiaco y la resistencia vascular periférica. El gasto cardiaco viene
dado por la frecuencia cardiaca, la contractilidad y la presién de llenado; esta
tltima es a su vez dependiente del volumen sanguineo y del tono venoso. Por otra
parte, la resistencia vascular esta dada por el volumen arteriolar. Sea en personas
sanas 0 hipertensas, el gasto cardiaco y la resistencia periférica se controlan
sobre todo mediante dos mecanismos: los barroreceptores mediados por el
sistema nervioso simpatico y el sistema renina-angiotensina-aldosterona (Fig. 1)
(Michel y Hoffman, 2012).

La respuesta mediada por el sistema nervioso simpatico comprende el
barorreflejo dependiente del sistema nervioso simpatico, el cual se encarga de la
respuesta reguladora rapida, momento a momento, de la PA. El aumento de la PA
hace que las neuronas sensibles a la presion (barorreceptores situados en el
cayado aoértico y el seno carotideo) envien impulsos a los centros cardiovasculares
de la medula espinal. Esto desencadena una respuesta refleja de disminucién del
tono simpatico y aumento de la actividad parasimpética en el corazén y los vasos

sanguineos, lo que tiene como resultado vasodilatacion y disminucion del gasto



cardiaco. Estos cambios generan una disminucion compensatoria de la PA (Fig. 1)
(Ganong, 2002; Michel y Hoffman, 2012).

Por otro lado, la respuesta mediada por el sistema renina-angiotensina-
aldosterona comprende la funcién del rifidn para el control a largo plazo de la PA
al modificar el volumen sanguineo. Los barorreceptores en los rifiones reaccionan
al aumento de la presion arterial (y a la inhibicion de la estimulacion simpatica de
los receptores adrenérgicos beta) al disminuir la liberacion de la enzima renina.
Esta peptidasa convierte el angiotensinégeno en angiotensina I, la cual después
se transforma a angiotensina Il en presencia de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). La angiotensina Il es el vasoconstrictor mas potente en la
circulaciéon sanguinea y la inhibicién de su sintesis provoca una disminucién de la
PA. Mas aun, la angiotensina Il estimula la secrecion de aldosterona; la
disminucion de esta secrecion lleva a una disminucion de la reabsorcion renal de
sodio y de volumen sanguineo, lo cual contribuye a la diminucién de la presién
arterial (Fig. 1) (Michel y Hoffman, 2012).

Respuesta mediada por el Activacion de
sistema nervioso simpatico —‘ receptores lr Gasto
/" adrenérgicos 4 | cardiaco
/ 1 en el corazon

Actividad
simpatica

Activacion de _ ;
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/ \ﬂ adrenérgicos af ﬁ periférica \\

en el musculo liso

Aumento de la Disminucion de
presion arterial la presion
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\ Flujo . Angiotensina
/jsanguineo = = l—/  — - L g||
renal
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Tasa de filtracion Sodio, retencién de < Volumen
glomerular —- agua E— sanguineo

Respuesta mediada por el sistema renina-angiotensina-aldosterona

Figura 1. Mecanismos innatos para la regulacion de la HTA (Michel y Hoffman,
2012).



2.1.4. Tratamientos convencionales de la HTA

Cuando se tiene una disfuncion de la respuesta del sistema nervioso
autonomo y del sistema renina-angiotensina-aldosterona para disminuir la PA, se
recurre a las seis clases principales de medicamentos utilizados para la reduccion
de la PA: diuréticos, bloqueadores de receptores adrenérgicos beta, inhibidores de
la ECA, antagonistas de los receptores a angiotensina Il, bloqueadores de canales

de calcio y blogueadores de receptores adrenérgicos-alfa (Rosas et al., 2008).

- Diuréticos: disminuyen la PA mediante el aumento inicial de la excrecion de
sodio y agua. Esto hace que disminuya el volumen extracelular, lo que tiene
como resultado una reduccion del gasto cardiaco y del flujo sanguineo
renal. Ejemplos: bumetanida y furosemida.

+  Blogueadores del receptor adrenérgico beta: atentan la presion arterial
sobre todo por reduccion del gasto cardiaco. También disminuyen la
actividad simpatica del sistema nervioso central e inhiben la liberacién de
renina por los rifiones, con lo que aminora la formacion de angiotensina Il y
la secrecion de aldosterona. Ejemplos: propranolol y metoprolol.

+ Inhibidores de la ECA: disminuyen la presion arterial al reducir la resistencia
vascular periférica sin aumento reflejo del gasto cardiaco, frecuencia o
contractilidad cardiacos. Estos farmacos suprimen la actividad de la ECA
que transforma la angiotensina | hacia la variedad con mayor potencia
vasoconstrictora, la angiotensina Il. Estos inhibidores también disminuyen la
velocidad de inactivacion de la bradicinina. La vasodilatacion es el resultado
del efecto combinado de la disminucion de la vasoconstriccion por
reduccion del nivel de angiotensina Il y el potente efecto vasodilatador del
aumento de la bradicinina. Al decaer el nivel de angiotensina Il en la
circulacion, los inhibidores de la ECA también atentan la secrecion de
aldosterona, lo que produce una disminucion de la retencion de sodio y
agua. Ejemplos: captopril y enalapril.

+ Antagonistas de los receptores de angiotensina |IlI: sus efectos

farmacoldgicos son similares a los de los inhibidores de la ECA, ya que



producen vasodilatacion y suprimen la secrecion de aldosterona. Ejemplo:
losartan.

+ Bloqueadores de los canales de calcio: la concentracion intracelular de
calcio es importante para mantener el tono del musculo liso y la
contractilidad del miocardio. El calcio entra a las células musculares a
través de canales especiales sensibles al voltaje. Esto desencadena la
liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico y la mitocondria y con ello se
incrementa el nivel citosolico de calcio. Los antagonistas del canal de calcio
suprimen la entrada de calcio al unirse a los canales de tipo L en el corazén
y el muasculo liso de los vasos sanguineos coronarios y periféricos. Esto
ocasiona relajacion del musculo liso y dilatacion de las arterias. Ejemplos:
nifedipina y verapamilo.

- Blogueadores de los receptores adrenérgicos alfa: suprimen en forma
competitiva a los receptores adrenérgicos a;, disminuyen la resistencia
vascular periférica y la presion arterial al relajar el musculo liso arterial y

venoso. Ejemplos: prazosina y terazosina.

Ademas, existe otro tipo de medicamentos utilizados para el tratamiento de la
HTA, los cuales se conocen con el nombre de vasodilatadores periféricos. Este
tipo de medicamentos relajan el musculo liso vascular, con lo que disminuye la
resistencia periférica y por tanto la presion arterial. Algunos ejemplos son la
hidralazina y el nitropusiato. Estos agentes producen estimulacion refleja del
corazon, que resulta un aumento de la contractilidad, taquicardia y consumo de
oxigeno. Tales efectos pueden desencadenar angina de pecho, infarto del
miocardio o insuficiencia cardiaca en personas con factores de riesgo. Los
vasodilatadores también incrementan la concentracién de renina plasmatica, la
cual induce un aumento de la retencion de sodio y agua. Estos efectos
indeseables pueden anularse con el uso combinado de un diurético y un
blogueador beta (Sanchez-Garcia et al, 2008; Michel y Hoffman, 2012).



2.1.5. El sistema vascular y su importancia en la HTA

El sistema vascular tiene un papel importante en la regulacién de la presion
arterial. Este sistema esta en contacto directo con la circulacidbn sanguinea, y
gracias a su composicion anatomica es capaz de regular el tono vascular (Lahera
et al., 2003). Este y otros mecanismos mencionados mas adelante son las
principales caracteristicas por las cuales se considera al sistema vascular como un

sistema importante en la regulacion de la PA.

En general, el sistema vascular se divide en dos grandes grupos: la
microvasculatura y la macrovasculatura. La primera comprende arteriolas,
capilares y vénulas mientras que la segunda solo venas y arterias. Ambas tienen
diferentes funciones, es decir, mientras que la macrovasculatura se encarga de
transportar rapidamente la sangre desde el corazén hacia los tejidos y regresarla
ya desoxigenada a través de las venas, la microvasculatura se encarga de llevar a
cabo el paso de la sangre hacia los tejidos, el cual ocurre principalmente en los

capilares (Yuan y Rigor, 2010).

Ademas, estos dos grupos son estructuralmente diferentes. La
microvasculatura estd compuesta principalmente por células endoteliales, a
excepcion de las arteriolas, las cuales tienen una anatomia muy similar a la de la
macrovasculatura. Debido a la ausencia de mdasculo liso continuo, la
microvasculatura carece de la funcién vasomotora. Sin embargo, ésta desempefa
una gran funcién en cuanto a la permeabilidad vascular, ya que como se ha
mencionado anteriormente, el endotelio vascular es el que esta en contacto directo
con la circulacion sanguinea. Por otra parte, la macrovasculatura contiene ademas
de la capa endotelial otras estructuras que le confieren su capacidad de modular,
entre otras cosas, el tono vascular (Yuan y Rigor, 2010). En este sentido y para

fines que interesan, solo se definira la anatomia de las arterias.



Las paredes arteriales son espesas y compactas, lo que les permite resistir
las altas presiones generadas dentro del sistema circulatorio. Estan compuestas
por cilindros conceéntricos dispuestos uno dentro del otro, en los cuales existen
componentes celulares y extracelulares. Tres son las capas que, dispuestas como
cilindros, forman la estructura arterial y que se denominan, de la luz arterial hacia
la periferia, como intima arterial, capa media o musculo-eléstica y por ultimo capa

externa o adventicia (Fig. 2) (Ganong, 2002).

Capa elastica

Tejido conjuntivo

Células endoteliales

Capa adventicia Capa media Capa intima

Figura 2. Anatomia de la arteria vascular (Lahera et al., 2010).

2.1.5.1. Funcion del endotelio vascular

El endotelio vascular es considerado como un o6rgano estructural y
funcionalmente complejo; estd compuesto de una monocapa de células
endoteliales que se alinean en todo el sistema circulatorio. El endotelio participa
de manera importante en la regulacion local del flujo sanguineo y del calibre de los

vasos sanguineos (Badimon y Martinez-Gonzélez, 2002).

Las células endoteliales del sistema vascular producen sustancias
endoégenas como la prostaciclina (PGl,), el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF), el éxido nitrico (NO) y el sulfuro de hidrégeno (H,S), las cuales
proporcionan estimulos vasodilatadores ténicos bajo condiciones fisioldgicas in
vivo. Sin embargo, estas células endoteliales también producen de forma regulada

potentes sustancias vasoconstrictoras como la endotelina-1, el tromboxano (TXA))
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y la prostaglandina (PGE;) (Badimon y Martinez-Gonzalez, 2002 y Lahera et al.,
2003).

Las alteraciones en la produccién de NO o su catabolismo excesivo afectan
la funcibn vasomotora dependiente del endotelio del sistema vascular y
contribuyen a un aumento de la vasoconstriccion en diferentes estados
patologicos. La produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno (ERO),
como el anion superéxido (Oy), por las células endoteliales o del musculo liso
ocasiona una reduccion en la biodisponibilidad del NO. Todos esos factores

desencadenan lo que se conoce como disfuncidén endotelial (Lahera et al., 2003).

2.1.5.2. Funcion del muasculo liso vascular

Las células del masculo liso vascular también contribuyen de manera activa a
la fisiopatologia vascular. La contraccion y relajacion de las células del masculo
liso a nivel de las arterias musculares controlan la presion arterial y, por
consiguiente, el flujo sanguineo regional. Las células del musculo liso vascular
determinan el tono de los vasos sanguineos. Estas células se contraen cuando
son estimuladas por un aumento en la concentracion intracelular de calcio por la
entrada de éste a través de la membrana plasmatica y por la liberacion del mismo
de las reservas intracelulares (Guyton y Hall, 2001). En las células vasculares del
musculo liso, los canales de calcio tipo L dependientes de voltaje se abren con la
despolarizaciébn de la membrana, la cual es regulada por bombas de iones
dependientes de energia como la Na',K'-ATPasa y por canales i6nicos de K*
sensible a Ca”". Los cambios locales en la concentracion intracelular de calcio,
denominados “destellos de calcio”, son resultado de la entrada de este ion a través
del canal de calcio dependiente de voltaje y son causados por la activacion
coordinada de un conglomerado de conductos de liberacién de calcio sensible a la
rianodina, los cuales se encuentran en el reticulo sarcoplasmico (Fig. 3) (Loscalzo
et al., 2004).

Los agonistas bioquimicos también incrementan la concentracion intracelular

de calcio mediante la activacion de receptores acoplados a proteinas Gq, las
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cuales activan a la fosfolipasa C (PLC) que provoca hidrolisis del fosfatidilinositol
4,5-difosfato (PIP2) y como consecuencia generacién de diacilglicerol (DAG) e
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Tales derivados de lipidos de membrana activan, a su
vez, a la proteina cinasa C (PKC) e incrementan la concentracion intracelular de
calcio. Ademas, el IP3 se une a su receptor especifico que se encuentra en la
membrana del reticulo sarcopldsmico e incrementa la salida de calcio de esta

reserva de calcio hacia el citoplasma (Fig. 3) (Loscalzo et al., 2004)
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Figura 3. Regulacion de la concentracion de calcio en la célula de muasculo liso
vascular y contraccion dependiente de la ATPasa de la actomiosina (Loscalzo et
al., 2004).

La contraccion de la célula del musculo liso vascular es controlada
principalmente por la fosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC), la cual en
el estado de equilibrio, depende del equilibrio entre las acciones de la cinasa de
cadena ligera de miosina (MLCK) y la fosfatasa de la cadena ligera de miosina

(MLCP). El calcio activa a la MLCK a través de la formacion de un complejo calcio-
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calmodulina (Ca?*-CaM). La fosforilacién de la MLC por accién de esta cinasa
aumenta la actividad de ATP-asa de la miosina e intensifica la contraccion. La
MLCP desfosforila a la MLC, disminuyendo la actividad de la ATPasa de miosina y
la fuerza contractil (Guyton y Hall, 2001). La fosforilacién de la subunidad fijadora
de miosina de la MCLP por la cinasa Rho inhibe la actividad de la fosfatasa y
desencadena la sensibilizacion al calcio del aparato contractil. La cinasa Rho es
activada por la GTPasa pequefia Rho, que es estimulada por factores de
intercambio de guanosina e inhibida por las proteinas que activan a la GTPasa
(Fig. 3) (Khalil, 2010).

Tanto el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) como el monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) relajan las células del musculo liso vascular mediante
mecanismos complejos. Los agonistas B que actuan a través de sus receptores
acoplados a proteina G activan a la adenilato ciclasa (AG) para convertir trifosfato
de adenosina (ATP) en AMPc. El 6xido nitrico y el péptido natriurético auricular,
mediante una accién directa y a través de un receptor acoplado a la proteina G,
respectivamente, activan a la guanilato ciclasa (GC) para convertir trifosfato de
guanosina (GTP) en GMPc. Estos agonistas de los receptores, a su vez, activan a
la proteina cinasa A (PKA) y a la proteina cinasa G (PKG), respectivamente, las
cuales inactiva a la MLCK y disminuye el tono del musculo liso vascular. Ademas,
la PKG interacciona de manera directa con el sustrato fijador de miosina, la
subunidad de MLCP, aumentando la actividad de la fosfatasa y disminuyendo el
tono vascular (Fig. 3) (Heller et al., 2003).

2.1.5.3. Control del tono de la célula del musculo liso vascular

El tono de la célula del musculo liso vascular esta controlado por el sistema
nervioso autébnomo y por el endotelio en mecanismos de control muy exactos. Las
neuronas autébnomas entran en la capa media de los vasos sanguineos desde la
adventicia y modulan el tono de las células del masculo liso vascular en respuesta
a barorreceptores y quimiorreceptores dentro del arco aodrtico y los cuerpos

carotideos y en respuesta a los termorreceptores presentes en la piel. Tales
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componentes reguladores comprenden los arcos reflejos de accion rapida
modulados por los impulsos centrales que responden a los impulsos sensoriales
(olfativos, visuales, auditivos y tactiles) lo mismo que a estimulos emocionales. La
regulacion autbnoma del tono vascular estd mediada por tres clases de nervios:
simpaticos, cuyos principales neurotransmisores son adrenalina y noradrenalina;
parasimpaticos, cuyo principal neurotransmisor es la acetilcolina (ACh); y no
adrenérgicos/no colinérgicos, que incluyen dos subgrupos, nitrérgicos, cuyo
principal neurotransmisor es el O0xido nitrico; y peptidérgicos, cuyos principales
neurotransmisores son la sustancia P, el péptido intestinal vasoactivo, el péptido

relacionado con el gen de la calcitonina y ATP (Loscalzo et al., 2004).

Cada uno de estos neurotransmisores se considera que tienen un receptor
especifico en la célula del musculo liso vascular para modular el calcio intracelular
y, en consecuencia, el tono contractil. La noradrenalina activa a los receptores a-
adrenérgicos y la adrenalina activa a los receptores a y B-adrenérgicos en la
mayor parte de los vasos sanguineos. La noradrenalina activa a los receptores a;
que se encuentran distales en las arterias grandes y los receptores a, en las
arterias pequefias y las arteriolas, lo que desencadena vasoconstriccion. La mayor
parte de los vasos sanguineos expresan receptores adrenérgicos [, en sus
células del musculo liso vascular y responden a los agonistas f mediante la
relajacion dependiente de AMP ciclico. La ACh, liberada por las neuronas
parasimpaticas, se une a los receptores muscarinicos en las células del musculo
liso vascular para producir relajacion de los vasos. Ademas, el NO estimula las
neuronas presinapticas para liberar ACh, la cual puede estimular la liberacion de
oxido nitrico por el endotelio. Las neuronas nitrérgicas liberan NO producido por la
sintetasa neuronal de NO, lo cual ocasiona relajacion de la célula del masculo liso
vascular a través de los mecanismos dependientes e independientes del GMPc
antes descritos. Todos los neurotransmisores peptidérgicos producen
vasodilatacién potente, actuando en forma directa o mediante la liberacion de
oxido nitrico dependiente de endotelio para reducir el tono de la célula del musculo

liso vascular (Loscalzo et al., 2004).
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2.2. Compuestos vasodilatadores derivadores de plantas

Ademéas de los medicamentos convencionales para tratar la HTA
mencionados en el punto 2.1.4, existe otra fuente importante para el tratamiento
de la HTA que son los productos naturales. Se ha reportado que diversos
metabolitos secundarios obtenidos de plantas poseen efectos vasodilatadores
mediante diversos mecanismos de accion tales como activacion de la via del
NO/GMPc, activacion de la via PGI,/AMPc, inhibicion de PDE, inhibicion de PKC,
activacion de canales de K* y bloqueo de canales de Ca**. De estos mecanismos,
la via del NO/GMPc es el mas frecuentemente utilizado por los compuestos
vasodilatadores derivados de las plantas (Luna-Vazquez et al., 2013). Para fines

practicos, solo se describira el mecanismo de accion mediado por esta via.

2.2.1. Vasodilatacién mediada por la activacion de la via del NO/GMPc

Como se ha mencionado, el NO es uno de los compuestos bioactivos
liberados por el endotelio vascular, el cual es producido por la enzima sintetasa de
NO endotelial (eNOS). Esta enzima cataliza la oxidacion del grupo guanidina de la
L-arginina en presencia de oxigeno molecular y de varios cofactores, resultando
en una produccion estequiométrica de NO y L-citrulina. EI NO es un gas altamente
lipofilico y difusible, penetra la membrana celular alcanzando sus dianas biolégicas

aun fuera del lugar donde es producido (Schmitt y Dirsch, 2009).

La activacion de la via del NO-GMPc es iniciada por la estimulacion de
receptores muscarinicos acoplados a proteinas G4 de la célula endotelial. Algunos
de los ligandos que pueden activar a estos receptores son la acetilcolina (ACh), la
5-hidroxitriptamina (5-HT,c) o la histamina (His). La estimulacion de estos
receptores activa a la PLC, la cual produce DAG e IP3. Este dltimo induce la
liberacién de Ca®" del reticulo endoplasmico al citoplasma de la célula endotelial.
El Ca** activa a la calmodulina (CaM) y este complejo Ca**-CaM activa a la eNOS.

Sin embargo, la activaciéon de eNOS no solo depende del complejo Ca®*-CaM;
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otros factores como la fosforilacion en residuos serina (Ser), treonina (Thr) y

tirosina (Tyr), también contribuyen a su activacion (Chatterjee y Catravas, 2008).

Una vez producido en las células endoteliales, el NO se difunde a las células
del muasculo liso vascular donde estimula a la guanilato ciclasa soluble (GCs), la
cual produce GMPc a partir de GTP; éste a su vez provoca la activacion de la
PKG. Esta ultima, como se menciond anteriormente, inactiva a la MLCK y es
capaz de activar a la MLCP, dando como resultado la disminucion del tono de la
célula del musculo liso vascular. Ademas, la PKG fosforila canales de K*
dependientes de Ca®*, causando de esta forma una hiperpolarizacién, pero
fosforila ademas al receptor del IP3, inhibiendo asi la salida de calcio del reticulo
endoplasmico, causando de esta forma la relajacion muscular (Fig. 4) (Oelze et al.,

2000).
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Figura 4. Mecanismo de relajacion mediado por la via del NO-GMPc (Luna-
Vazquez, 2014).

16



2.3. El género Crataegus

2.3.1. Historia y usos tradicionales de Crataegus spp.

El género Crataegus tiene una larga historia de uso etnomédico. Se tienen
datos donde se sostiene que este género era ya utilizado en la medicina
tradicional de Europa desde el primer siglo d.C. Ademas, su uso en la medicina
herbolaria de China data desde el afio 659 d.C, donde fue mencionado por
primera vez en la primera farmacopea oficial del mundo (Chang et al., 2002). En
relacion con su uso para el tratamiento de las enfermedades relacionadas con el
sistema cardiovascular, éste comenzo a finales de 1800 (Rigelsky y Sweet, 2002).
Actualmente, mas de 20 especies del género Crataegus son utilizadas en la
medicina herbolaria de muchos paises europeos y asiaticos (Chang et al., 2002).
En China, la especie mas utilizada es Crataegus pinnatifida, mientras que en
Europa, en paises como Alemania, Francia e Inglaterra, las especies mas
utilizadas son C. oxyacantha, C. monogyna, C. nigra y C. pentagyna (Yang y Liu,
2012).

En la medicina tradicional china, los frutos de este género se han utilizado
para estimular la digestion y mejorar la funcion del estbmago, mejorar la
circulacién sanguinea, tratar la diarrea, dolores abdominales y la amenorrea, asi
como para el tratamiento de la hipertension arterial y la hiperlipidemia (Chinese
Pharmacopoeia, 2005). En Europa, los frutos, flores y hojas de este género han
sido utilizados tradicionalmente por su efecto astringente, antiespasmadico,
cardioténico, diurético, hipotensivo y antiesclerético (Chang et al., 2002). En el
norte de América, Crataegus spp. se ha utilizado para los mismos propdsitos
medicinales (Wang et al.,, 2013). Particularmente en México, las infusiones,
obtenidas a partir de los frutos de algunas especies de Crataegus, han sido
utilizadas como un remedio tradicional para prevenir enfermedades respiratorias
tales como tos, gripa, bronquitis y asma (Atlas de las Plantas de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2013).
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Ademas, los frutos de Crataegus se han utilizado tanto en China como en
Europa, no solo como parte de la medicina tradicional, sino también por los usos
alimenticios que se le han dado en productos como bebidas, jaleas y mermeladas
(Yang y Liu, 2012). En México, los frutos se reportan como comestibles y se
utilizan de igual forma para la elaboracion de jaleas, dulces y conservas. Ademas,
estos son muy apreciados en la elaboracién de ponche, una bebida de la cultura
tradicional mexicana, siendo C. mexicana Moc. & Sessé, Crataegus gracilior
Phipps y Crataegus greggiana Eggl las especies mas utilizadas (Nufiez-Colin y

Hernandez-Martinez, 2011).

2.3.2 Distribucion geogréafica

El género Crataegus pertenece a la familia Rosaceae y esta constituido por
280 especies aproximadamente, las cuales se distribuyen alrededor de todo el
mundo. La distribucion principal de sus especies comprende el 25% para Europa y
el este de Asia y el 75% para Norteamérica (Hobbs y Foster, 1990).

En México, el género Crataegus esté integrado por quince especies, de las
cuales 10 son endémicas (Nufiez-Colin et al., 2008). El nombre mas comun con el
que se le conoce es “tejocote”, vocablo derivado del Nahuatl “te-xocotl” que
significa fruta dura (Cabrera, 1992). Su distribucién comprende todo el pais (Fig.
5). Sin embargo, C. gracilior se encuentra principalmente distribuida en el centro y

suroeste del pais (Phipps, 1997).
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Figura 5. Distribucion geogréfica del género Crataegus en México (Nufiez-Colin et
al., 2008).

Crataegus gracilior es una especie endémica del noreste y este de México
(Nuevo Leo6n, Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Puebla y
Veracruz). En Querétaro, esta planta, también conocida como “tejocote sin
espinas”, se encuentra ubicada en la porcién norte y centro del estado, donde
muchas veces resulta dificil su distincion de C. mexicana (Fig. 6) (Rzedowski y
Calderon-de-Rzedowski, 2005).
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Figura 6. Distribucion geogréfica de C. gracilior y C mexicana en el bajio y zonas
adyacentes (Nufiez-Colin et al., 2008).

2.3.3. Descripcion botanica breve

Las especies del género Crataegus se describen botanicamente como
arbustos o arboles pequefios, por lo comdn provistos de espinas, ramillas
abreviadas (braquiblastos); sus frutos estan en forma de pomo globoso a elipsoide
o piriforme, de color amarillo a rojo o negro en la madurez, con el céaliz persistente
en el apice o caduco, conteniendo de 1 a 5 ndculas de consistencia 0sea, cada

una con 1 o 2 semillas (Rzedowski y Calderon-de-Rzedowski, 2005).

C. gracilior en particular es un arbol (o a veces arbusto) de hasta de 10 m de
alto, pero por lo general de talla mucho menor, caducifolio, provisto de espinas
rectas, delgadas pero fuertes, hasta de 1.5 a 2.5 cm de largo, en ocasiones parcial
o totalmente desprovisto de las mismas; tiene ramillas tiernas, con frecuencia
café-rojizas o verdosas, vilosas, las mas maduras grisaceas y glabrescentes. El
fruto es amarillo claro, mas o menos globoso o con frecuencia tendiendo a oblato,
de 1.5 a 2.5 cm de didmetro, en ocasiones ligeramente pubescente. La planta se
encuentra por lo comun en forma abundante en la vegetacién secundaria derivada
del bosque mesofilo de montafia, de encino y de pino-encino en la zona norte y
centro de Querétaro, a una altitud de 1100-2400 m. Se ha colectado en flor entre
marzo y mayo, en fruto entre septiembre y noviembre (Rzedowski y Calderon-de-
Rzedowski, 2005).

2.3.4. Metabolitos secundarios identificados en Crataegus spp.
Los principales metabolitos secundarios reportados para las especies del
género Crataegus son compuestos fendlicos. Sin embargo, en pocas ocasiones se

han identificado también terpenoides, en particular triterpenos.

Los metabolitos secundarios se distribuyen en todas las partes de las
plantas, es decir que se pueden encontrar tanto en hojas como en frutos, flores,

tallos y raices. De hecho, las diferencias en el contenido de estos compuestos
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justifican de alguna forma el uso ethomédico que se le da a ciertas partes de las
plantas. El género Crataegus no es la excepcion, ya que se ha observado que sus
metabolitos secundarios se encuentran en diferentes concentraciones en las

diferentes partes de las plantas.

2.3.4.1. Compuestos fendlicos identificados en Crataegus spp.

Se ha observado en numerosos estudios la abundancia de compuestos
fendlicos de este género. Por ejemplo, un estudio publicado por Chang et al.
(2012) comparo el contenido de compuestos fendlicos y de terpenoides presentes
en el extracto metanadlico obtenido a partir de los frutos secos de C. pinnatifida con
otras cuatro especies de plantas medicinales utilizadas en la medicina tradicional
china por sus propiedades antioxidantes. Los resultados mostraron que C.
pinnatifida tuvo un contenido significativamente mayor de compuestos fendlicos
(599.0 £+ 16.0 mg equivalentes de acido gdlico/g de extracto) que los demas
extractos, mientras que su contenido de triterpenos fue significativamente menor
(1.7 £ 0.2 mg de &cido ursdlico/g de extracto) que el de los otros extractos (Chang
et al., 2012).

El contenido de compuestos fendlicos muchas veces depende de las
condiciones de estrés a las cuales esté sometida la planta. En este sentido, un
trabajo realizado por Kirakosyan et al. (2003) comparé el contenido de
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de C. laevigata y C. monogyna,
ambas especies sometidas tanto a condiciones de estrés como a condiciones
normales. Las condiciones de estrés a las que se sometieron las plantas fueron la
restriccion de agua por 10 dias y el sometimiento a bajas temperaturas (4°C). Los
resultados mostraron que el sometimiento a bajas temperaturas provoca un
incremento del contenido de algunos compuestos fendlicos tales como los
flavonoides (-) epicatequina, 2”-O-ramndsido de acetilvitexina, 2”-O-ramnésido de
vitexina e hiperdsido. Mientras que, comparado con el grupo control, la restriccion
de agua disminuye de manera significativa el contenido de dichos compuestos. La

identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizd mediante la
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cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) acoplada a un detector de
arreglo de diodos (PDA o DAD: de sus siglas en inglés, PhotoDiode Array
Detector) y el empleo de los correspondientes estdndares. Del mismo modo, la
actividad antioxidante, medida mediante un ensayo modificado de ABTS, se vio
potenciada en las plantas que fueron sometidas a estrés tanto por restriccion de
agua como por disminucion de la temperatura. Esto demuestra que diferentes
condiciones de estrés pueden mejorar los niveles de metabolitos secundarios
importantes, asi como las capacidades antioxidantes de estas dos especies

vegetales (Kirakosyan et al., 2003).

El contenido de compuestos fendlicos también se ve afectado por el grado de
madurez de una planta. Por ello, es importante hacer la comparacion del
contenido de tales compuestos respecto al grado de madurez. En una especie de
Crataegus grayana de origen norteamericano, se hizo la comparacién del
contenido de compuestos fendlicos en frutos y hojas en diferente estado de
madurez (agosto y septiembre). Se encontrd en esta especie una gran diversidad
de compuestos fendlicos, entre los cuales se identificaron la epicatequina, las
procianidinas B2, B5 y C1 (Fig. 7), el hiperésido, un pentdsido de quercetina y
flavonas C-glicosiladas. La mayor concentracion de estos compuestos se encontrd
en las hojas de esta especie. Otros compuestos como la ideaina y el acido 5-O-
cafeoilquinico (acido clorogénico) fueron encontrados Unicamente en los frutos. La
identificacion de los compuestos se hizo nuevamente mediante HPLC acoplado a
un detector de arreglo de diodos y a un espectrometro de masas mientras que la
cuantificacion se hizo mediante curvas de calibracion con los estandares
correspondientes. En general, se encontré que para las hojas, se tiene una mayor
concentracion de compuestos fendlicos cuanto mayor es el grado de madurez,
mientras que para los frutos, la mayor concentracion de compuestos fendlicos se

encuentra en un grado de madurez menor (Liu et al., 2011).

Los flavonoides constituyen los compuestos fendlicos mas estudiados del

género Crataegus, siendo las procianidinas oligoméricas las de mayor interés,
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debido a que los efectos farmacolégicos de esas especies vegetales se han
atribuido principalmente a esos metabolitos secundarios. Sin embargo, existen
también estudios quimicos que abordaron los fenoles simples. Por ejemplo, Oztiirk
y Tuncel (2011) reportaron las diferencias del contenido de acidos fendlicos en
diferentes partes de C. monogyna, determinadas mediante HPLC, asi como la
diferencia en el contenido de fenoles totales. Ademas, compararon las diferencias
que existian en los perfiles de fendlicos en funcién de los métodos de extraccion.
Los resultados indicaron que los extractos obtenidos de las hojas junto con las
flores presentaron un mayor contenido de acidos fendlicos que los extractos
obtenidos de la piel y de las semillas de los frutos. En relacién con los métodos de
extraccion usados (maceracion con metanol, con acetato de etilo, con agua en
infusidn), no se encontrd una correlacion general entre éstos y el contenido de
acidos fendlicos, es decir que para ciertos compuestos fue conveniente utilizar un
tipo de método y para otros fue conveniente utilizar otro. En cuanto al contenido de
fenoles totales, se observé un mayor rendimiento de estos compuestos en los
extractos obtenidos a partir de las flores y las hojas comparado con los extractos
obtenidos a partir de las semillas y de la piel de los frutos. Ademas, en el
contenido de compuestos fendlicos totales si se observdé una diferencia
significativa entre los métodos de extraccion utilizados, ya que la maceracién con
acetato de etilo fue el método que presentd un mayor rendimiento de fenoles
totales, mientras que la maceracion acuosa tuvo el menor rendimiento. Esta
misma tendencia de observdé en los resultados obtenidos para la actividad
antioxidante (Oztiirk y Tuncgel, 2011).
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Figura 7. Procianidinas identificadas en C. grayana.

Como ya se ha mencionado, los compuestos fendlicos bioactivos mas
importantes presentes en el género Crataegus son las procianidinas oligoméricas.
De hecho, el extracto WS1442® se basa en el contenido de este tipo de
compuestos para su estandarizacion. Las procianidinas oligomérias son una clase
de proantocianidinas (taninos condensados) que consisten de unidades béasicas
de 3-flavanol (epicatequina y/o catequina) (ver Fig. 7). Las procianidinas pueden
ser clasificadas como oligoméricas, si las unidades condensadas van de 2 a 6, 0
poliméricas si la condensacion ocurre entre mas de 6 unidades. La inestabilidad y
la diversidad de las procianidinas, asi como su poca solubilidad, complican su
aislamiento como compuestos individuales. Sin embargo, algunas procinidinas han
sido aisladas de las hojas y flores de C. laevigata mediante cromatografia liquida

en columna abierta. Las procianidinas aisladas fueron identificadas como
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epicatequina-(4f—8)-epicatequina (procianidina B2), catequina-(40—38)-
epicatequina (procianidina B4), epicatequina-(43—6)-epicatequina (procianidina
B5), epicatequina-(4f—8)-epicatequina-(43—8)-epicatequina (procianidina C1),
epicatequina-(4—6)-epicatequina-(43—8)-epicatequina y epicatequina-(4—8)-
epicatequina-(4—8)-epicatequina-(4p—8)- epicatequina (procianidina D-1) (Fig.
7). La elucidacion de las estructuras se hizo mediante el analisis de sus espectros
UV y MS (Svedstrom et al., 2002).

En cuanto a especies mexicanas de Crataegus, Unicamente se tiene un
trabajo publicado por Garcia-Mateos et al. (2013), en el cual se identificaron,
mediante HPLC acoplada e Espectrometria de Masas (HPLC-MS), cuatro
flavonoides glicosilados en las flores de tres especies mexicanas: C. stipulosa, C.
mexicana y C. nelsoni. Los compuestos identificados fueron los siguientes
glicosidos de quercetina: 3-O-glucosido de quercetina, 3-O-ramnésido de
quercetina, 3-O-ramnosil-(1—6)-glucésido de quercetina y 3-O-ramnosil-(1—2)-
ramnosil-(1—6)-glucosido de quercetina (Garcia-Mateos et al., 2013).

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha determinado, mediante el sistema
HPLC-DAD, el perfil de compuestos fendlicos en las hojas y frutos de dos
especies mexicanas: C. mexicana y C. gracilior. Los resultados obtenidos
demostraron la presencia de rutina, quercetina, kaempferol y (+)-catequina en
ambas especies, siendo la (+)-catequina el compuesto que se encuentra en mayor
abundancia. Ademas, en C. gracilior se identificd la presencia de acido clorogénico
(Hernandez-Pérez, 2012; Lépez-Corona, 2013).

También se ha determinado en C. mexicana el contenido de fenoles totales y
flavonoides de los diferentes extractos obtenidos a partir de frutos y hojas. Los
datos obtenidos muestran que el extracto metandlico obtenido de las hojas posee
una mayor cantidad de compuestos fendlicos totales y de flavonoides. Lo anterior
fue congruente con la actividad antioxidante que presentd el extracto metandlico,

la cual fue mayor a la de los demas extractos (Hernandez-Pérez, 2012).

25



2.3.4.2. Terpenoides

Ademas de compuestos fendlicos, también se han identificado terpenoides
en algunas especies del género Crataegus. Los &acidos oleandlico, ursdlico,
euscapico y corosolico han sido identificados en C. pinnatifida y en C. scabrifolia,
mientras que otros terpenos del tipo linariondésidos A y B han sido identificados
solo en C. pinnatifida (Edwards et al., 2012).

Los terpenoides o terpenos comprenden un amplio numero de productos
naturales con una gran variedad de actividades biolégicas. Estos son quizé los
metabolitos secundarios de mayor variabilidad estructural, contabilizandose hace
unos quince afos cerca de 25,000 (Croteau et al., 2000). Debido a la identificacion
de algunos terpenoides en este trabajo, consideraremos aspectos relevantes de

esos metabolitos secundarios.

Todos los terpenoides son derivados de unidades de cinco carbonos
basados sobre el esqueleto isopentano. Estos monomeros generalmente son
referidos como unidades de isopreno debido a la descomposicion termal de
muchos terpenoides, la cual da lugar al alqueno isopreno como producto. Por
estas razones, los terpenoides son llamados frecuentemente isoprenoides
(Croteau et al., 2000).

Las unidades de cinco carbonos (isopreno) que forman los terpenoides son a
menudo unidas en forma de cabeza-cola; sin embargo, las uniones cabeza-
cabeza son también comunes y algunos productos son formados por fusion de la
cabeza y un carbono situado entre los extremos del isopreno (Fig. 8) (Croteau et
al., 2000).
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Figura 8. Estructuras basicas de las unidades biosintéticas de terpenos y del tipo
de union de las mismas (Croteau et al., 2000).

2.3.4.2.1. Clasificacion de los terpenoides

Los terpenoides son clasificados por el nimero de unidades de cinco
carbonos que contengan en su estructura. Los terpenos mas pequefios contienen
una Unica unidad de isopreno, de tal modo que ellos son nombrados como
hemiterpenos. EI mas conocido de los hemiterpenos es el isopreno mismo, un
producto volatil (Croteau et al., 2000). Los siguientes terpenos en la serie
comprenden los monoterpenos (Cio), los sesquiterpenos (Cis), los diterpenos
(C20), los sesterterpenos (C,s muy escasos en la naturaleza), los triterpenos (Cao),
los tetraterpenos (Cso) Yy los terpenoides superiores (C > 40) (Fig. 9) (Dewick,
2002).

2.3.4.2.2. Biosintesis de terpenoides

La biosintesis de todos los terpenoides puede ser dividida en cuatro pasos:
1) Sintesis del precursor fundamental IPP.
2) Adiciones repetitivas de IPP para formar una serie de homadlogos prenil difosfato
gue sirven como precursores intermediarios de las diferentes clases de
terpenoides.
3) Elaboracion de aquellos difosfatos prenil alilicos mediante sintasas de
terpenoides especificas para generar esqueletos de terpenoides.
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4) Modificaciones enzimaticas secundarias de los esqueletos para dar lugar a
propiedades funcionales y a una gran diversidad quimica de esta familia de

productos naturales (Croteau et al., 2000).

- .
)\\\/\DPP )\/\OI’P Hemiterpenos (Cs)

dimetilalil PP isopentenil PP
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Cis = Sesquiterpenos (Cs)
IPP
X2
— Cap Diterpenos  (Cag)
IPP
x2
Css = Sesterterpenos  (Cys)
Cap - Triterpenos  (Cag)
Esteroides  (C13—Csg)
Cao Tetraterpenos (Cap)

Figura 9. Clasificacion de los terpenoides (Dewick, 2002).

2.3.4.2.3. Biosintesis de triterpenos

Los triterpenos son generados por la uniéon cabeza-cabeza de dos unidades
de farnesil-PP, cada una de las cuales esta integrada por tres unidades (una de
dimetilalilpirofosfato y dos unidades de isopentenil pirofosfato). Dicha unién da
lugar al escualeno (Babalola y Shode, 2013), el cual posteriormente es sometido a
una serie de reacciones de ciclizaciéon. Dicha proceso ocurre a través del
intermediario 2,3-0xido de escualeno (Fig.10). Si el 6xido de escualeno esta
dispuesto y plegado de manera adecuada sobre la superficie de la enzima, las

estructuras de triterpenos policiclicos pueden ser formadas en términos de una
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serie de ciclizaciones, seguido de una secuencia de migraciones de Wagner-
Meerwein de metilos e hidruros. La Figura 10 ilustra los pasos involucrados en la
generacion de tres acidos triterpénicos, el corosdlico, el oleandlico y el ursélico
(Dewick, 2002).
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Figura 10. Secuencia de ciclizaciones y movimientos de Wagner-Meerwein de H y

Me para la generacion de diversos derivados.
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Las ciclizaciones son mediadas por un carbocation y proceden en una
secuencia paso a paso, de tal manera que la protonaciéon del grupo epdxido
permite la apertura de este anillo y la generacion de un carbocation terciario, el
cual queda posicionado adecuadamente para permitir la adicion electrofilica a un
doble enlace, la formaciéon de un anillo de seis miembros y la formacién de un
nuevo carbocation terciario. Este proceso continla dos veces mas, generando el
carbocation terciario preferido (adicion Markovnikov) después de cada formacion
del anillo. Aunque el cuarto anillo formado es por consiguiente uno de cinco
miembros, éste es ampliado a un anillo de seis miembros a través de un
desplazamiento de Wagner-Meerwein 1,2 de un alquilo, a expensas de sacrificar
un carbocation terciario por uno secundario, resultando en una disminucion de la
tensién del anillo. Una posterior adicion electrofilica genera el cation dammarenilo
terciario. La mayoria de los triterpenoides y esteroides naturales contienen un
grupo hidroxilo en la posicion 3, el cual proviene del epdéxido original, el 6xido de
escualeno (Fig. 10) (Dewick, 2002).

Los reordenamientos Wagner-Meerwein no deberian ocurrir en el catién
dammarenilo ya que éste puede ser inactivado con agua, dando lugar a los
dammarenedioles epiméricos. Sin embargo, la migracion se presenta para
disminuir la tension del anillo de cinco miembros mediante la creacion de un anillo
de seis (catiébn baccarenilo); esto ocurre a expensas de sacrificar un carbocation
terciario por uno secundario. Ahora, un sistema de anillos pentaciclico puede ser
formado por ciclizacion sobre el doble enlace, dando un nuevo anillo de cinco
miembros y el cation terciario lupenilo. La pérdida de un proton del cation lupenilo
da lupeol. La expansion del anillo en el cation lupenilo por la migracién del enlace
da el sistema oleanilo, y este ion pierde su carga por las migraciones de hidruro y
la pérdida de un protéon, dando la B-amirina. La formacion de la a-amirina
isomérica implica primero la migracion de un metilo en el cation oleanilo, luego la
desprotonacién del nuevo catidon taraxasterilo mediante tres migraciones de
hidruro y la pérdida de un proton. La pérdida de un proton del metilo no migrado

en el cation taraxasterilo es una forma alternativa de lograr una molécula neutra y
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generar taraxasterol (Fig. 10). Las dos amirinas pueden ser consideradas como
precursoras de algunos &cidos triterpénicos como el ursolico, el oleandlico y el

corosolico (Dewick, 2002).

2.3.4.2.4. Funcion bioldgica de los terpenoides

En habitas naturales, las plantas estan rodeadas por un gran numero de
enemigos potenciales. Casi todos los ecosistemas contienen una amplia variedad
de bacterias, virus, hongos, nematodos, aracnidos, insectos, mamiferos y otros
animales herbivoros. Por su naturaleza, las plantas no pueden escapar de
herbivoros y patégenos por lo que deben protegerse de otras formas (Sepulveda-
Jiménez et al., 2003).

Los metabolitos secundarios no solamente tienen una gran importancia
ecolégica porque participan en los procesos de adaptacién de las plantas a su
ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la
atraccion de insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que
también una sintesis activa de metabolitos secundarios se induce cuando las
plantas son expuestas a condiciones adversas, tales como el consumo por
herbivoros, el ataque por microorganismos, la competencia por el espacio de
suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y la
exposicién a la luz solar u otros tipos de estrés abidticos. Se sabe que a un
microorganismo patdgeno o0 a insectos vertebrados herbivoros, les resulta méas
dificil infectar o alimentarse de una poblacion de plantas que individualmente
contienen mezclas diferentes de metabolitos secundarios, que de una poblacién
con una mezcla homogénea de metabolitos secundarios. El dafio que se produce,
tanto por la depredacién por insectos como por el dafio mecanico inducido por
factores fisicos, representa condiciones que se traducen en una respuesta de
defensa de la planta, la cual involucra la activacién transcripcional de diversos
genes de proteinas necesarias para la supervivencia y la prevencion de la invasion

por micoorganismos patdgenos (Sepulveda-Jiménez et al., 2003).
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Particularmente, los terpenos son toxinas y repelentes para un gran numero
de insectos y mamiferos que se alimentan de plantas, de forma que parece que
desempeiian un importante papel defensivo en el reino vegetal. Por ejemplo, los
ésteres de monoterpenos llamados piretroides que se encuentran en las hojas y
flores de especies de Chrysantenum tienen una actividad insecticida muy elevada
(Croteau et al., 2000).

Ademas de la funcién que tienen los terpenos en las plantas, éstos son una
fuente importante para el tratamiento de diversas enfermedades desde el punto de
vista de la quimica medicinal. Por ejemplo, algunos triterpenos pentaciclicos, como
los &cidos oleandlico, maslinico, corosélico y ursolico, poseen diversas actividades
farmacoldgicas, entre las que se encuentran las actividades antimicrobiana,
antiinflamatoria, anticancerosa, antiplaquetaria y la actividad vasorrelajante
(Algahtani et al., 2013).

Se ha reportado que el acido ursélico posee un efecto asorelajante, el cual
es mediado a través de la activacion de la via del NO-GMPc, por lo que su efecto
se considera dependiente del endotelio. Este acido es capaz de activar la eNOS,
por lo que produce la liberacién de NO y por lo tanto induce la vasorrelajacién
sobre la aorta toracica aislada de rata (CEso=44.15+£ 6.1 yMy Eqax=97.2 £ 2.1
%) (Aguirre-Crespo et al., 2006).

En relaciéon al &cido corosélico, se ha reportado que una dieta alta en
concentraciones de este acido (0.072 %) durante 14 semanas, disminuye, entre
otros factores, los niveles de presion arterial en ratas con sindrome metabdlico.
Segun los autores, lo anterior implica que el acido corosdlico puede ser benéfico
para la prevencion de enfermedades cardiovasculares, las cuales son un problema
de salud creciente en todo el mundo (Yamaguchi et al., 2006). Ademas, se ha
reportado el efecto vasorrelajante que tiene este acido sobre aorta aislada de rata
(CEs0=51.3 £ 2.8 yg/mly Enax=87.5 =+ 4.2 %) (Luna-Vazquez, 2014).
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2.3.5. Extractos estandarizados de Crataegus spp.

Actualmente, existen dos extractos obtenidos de Crataegus spp., WS1442®
y LI132, los cuales son estandarizados para su comercializacion. LI132 es
obtenido a partir de las flores y hojas de C. oxyacantha y esta estandarizado a una
concentracion de 2.2% de flavonoides, determinada por la concentracién de
hiperésido. Este extracto se comercializa principalmente en China (Verma et al.,
2007).

Por otro lado, WS1442® es obtenido a partir de las flores y hojas de las
especies C. oxyacantha y C. monogyna mediante una extraccién con etanol
acuoso al 45% [masa/masa (m/m)]. Este extracto es estandarizado a una
concentracion de 17.3 a 20.1 % de procianidinas oligoméricas determinadas
mediante la concentracion de epicatequina, la cual fue utilizada como el marcador
quimico. Actualmente, WS1442® es uno de los medicamentos aprobados para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca clase Il por la New York Heart Association
(NYHA) en varios paises europeos. WS1442® consta de tres fracciones: la
fraccion A lipofilica, soluble en acetato de etilo, que esta enriquecida en derivados
de flavona; la fraccidn B, soluble en agua y de bajo peso molecular; y la fraccion C

rica en procianidinas oligoméricas y flavonas libres (Brixius et al., 2006).

2.3.6. Estudios sobre las actividades farmacoldgicas de Crataegus spp.

Como ya se ha sefalado, el endotelio vascular sintetiza una serie de
compuestos vasoactivos que pueden ser tanto vasodilatadores como
vasoconstrictores. Uno de ellos es la endotelina-1, un potente vasoconstrictor. La
sintesis de la endotelina-1 esta modulada en parte, por un estimulo mecéanico
ejercido por el mismo flujo sanguineo, el cual disminuye esta sintesis y al mismo
tiempo aumenta la produccién de vasodilatadores como el NO. El aumento de la
sintesis de este vasoconstrictor, asi como la disminucién de otros vasodilatadores,

da lugar a la disfuncién endotelial. Sin embargo, se ha demostrado que tanto el
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jugo preparado a partir de la planta fresca de C. oxyacantha, como la tintura
obtenida a partir de los frutos de esta misma especie, con un 30 % de etanol
(equivalente a 250 mg de fruta/ml), poseen un efecto sobre la sintesis de la
endotelina-1 en el endotelio vascular de aorta aislada de bovino. Ambos extractos
tuvieron la capacidad de disminuir la sintesis de endotelina-1 basal. Se comparo¢ el
efecto obtenido del jugo y del extracto de C. oxyacantha con el extracto obtenido
de las semillas de la uva, el cual fue utlizado como control positivo. Las
concentraciones de los extractos utilizadas fueron en base a la concentracion de
polifenoles presentes en cada extracto, esta ultima determinada mediante el
reactivo de Follin Ciocalteu en el que se usé como referencia la catequina. De esta
forma, las concentraciones fueron expresadas en equivalentes de catequina como
pHg/ml. Los resultados demostraron que la tintura de C. oxyacantha tuvo una
potencia significativamente igual a la producida por el extracto de la uva (Clsp= 4.1
y 4.6 pg/ml, respectivamente). Sin embargo, el jugo tuvo una potencia
significativamente menor (Clsp = 26.6 ug/ml). Corder et al. sugieren que el efecto
podria involucrar la induccion de la fuerza mecanica por parte del flujo sanguineo

sobre las células endoteliales (Corder et al., 2004).

En un estudio publicado por Brixius et al. (2006), se investigé el efecto
vasorrelajante sobre arteria aislada de rata del extracto WS1442®, asi como de
cada una de las tres fracciones que lo componen (A, B y C descritas en el punto
2.3.5). Estos resultados mostraron que las fracciones A y B no tuvieron ningun
efecto sobre la contraccion de los tejidos precontraidos con fenilefrina, mientras
que la fraccion C resulté ser significativamente igual de activa y potente (Emax =
86.7 = 1.7 % de relajacion y CEsp = 14.0 + 3.2, respectivamente) que el extracto
WS1442® (Emax = 79.2 £ 5.8 % de relajacion y 14.6 + 2.6 pug/ml). El mecanismo de
accion por el cual el extracto WS1442®, y por lo tanto la fraccion C, llevan a cabo
tal efecto fue elucidado como dependiente de endotelio. Se observé que
WS1442® activa la eNOS mediante la fosforilacién de esta enzima en la posicion
serina 1177 (Brixius et al., 2006).
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Se ha sefalado que el endotelio vascular tiene un papel importante en la
disfuncién endotelial y por lo tanto en la hipertension arterial. En este sentido, se
han hecho estudios donde se ha abordado el efecto que tiene WS1442® sobre la
homeostasis de este sistema. Un estudio publicado recientemente ha reportado
gue este extracto tiene la capacidad de prevenir la hiperpermeabilidad endotelial
inducida por histamina y trombina, tanto in vitro como in vivo, utilizando células
endoteliales de la vena umbilical humana y de vénulas postcapilares de ratones
macho modelo C57BL/6NCrl, respectivamente (Bubik et al., 2012). Un andlisis de
Western Blot revel6 que el extracto WS1442® tiene un efecto preventivo sobre las
proteinas de unién adherentes del endotelio vascular, ya que se observo que este
extracto inhibe la fosforilacion, inducida por trombina, de tales proteinas,
especificamente sobre la caderina-VE. También se observé un efecto preventivo
sobre las proteinas del citoesqueleto y las involucradas en la contraccion de las
células endoteliales, donde se observd que el extracto fue capaz de disminuir el
incremento de actina filamentosa, y por lo tanto de disminuir las fibras de estrés
formadas por esta proteina. Dichas fibras de estrés tienen un efecto directo sobre
la hiperpermeabilidad endotelial. Asi mismo, se observdé una disminucion en la
fosforilacién, inducida por trombina, de la cadena ligera de miosina, lo cual
disminuy¢ la contractilidad endotelial. Los mecanismos moleculares por los cuales
WS1442® actua para llevar a cabo tales efectos farmacoldgicos involucran la
disminucién de calcio intracelular, la inhibicién de la fosforilacion, y por lo tanto de
la activacion de la PKC, la disminucion de RhoA activa y el aumento de los niveles
de AMPc y con ello el incremento de la activacién de la PKA. Bubik et al. proponen
que WS1442® tiene la capacidad de activar Epac mediante el aumento de los
niveles de AMPc, y con ello activa a Rapl, la cual activa posteriormente a factores
intercambiadores de guanosina, dando como resultado la activacion de una
proteina de la familia de las GTPasas llamada Rac. Esta secuencia de procesos
bioquimicos provoca una reorganizacion cortical de actina, lo que promueve una

menor permeabilidad endotelial (Bubik et al., 2012).
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Uno de los factores de riesgo para contraer HTA es el envejecimiento. Un
estudio realizado por Idris-Khodja et al. (2012) reportdé que el envejecimiento
disminuye la capacidad de relajacion, inducida por ACh, de las arterias
mesentéricas aisladas de ratas adultas pre-contraidas con fenilefrina. Sin
embargo, se demostré que esta capacidad es restaurada tras haber contado con
una ingesta cronica por 40 semanas de 100 mg/kg/dia del extracto WS144°®. Este
estudio demostré que uno de los principales efectos del envejecimiento sobre la
relajacion es la disminucion en la produccion del factor hiperpolarizante derivado
del endotelio (EDHF), un potente vasodilatador. Asi mismo, se observé una
disminucién en la formacion de NO basal; sin embargo, ésta no afectd la
capacidad de relajacion mediada por ACh de la arteria mesentérica pero si la
capacidad que tiene la arteria de disminuir las respuestas contractiles inducidas

por fenilefrina.

Otros compuestos importantes sintetizados por el endotelio vascular son los
prostanoides derivados de las ciclooxigenasas (COX) 1y 2. Algunos de ellos como
la PGE, y TXA; tienen efectos vasoconstrictores en la musculatura lisa. Se ha
reportado que la inhibicion de COX 1y 2 y del receptor de tromboxano mediante
indometacina y GR32191B, respectivamente, restablece la capacidad de la arteria
mesentérica para relajarse, a través de la induccion con ACh en ratas adultas.
Idris-Khodja et al. (2012) también han reportado que WS1442® disminuye la
expresion de COX 1y COX 2, dos ciclooxigenasas que se ven sobreexpresadas
en edades adultas en la arteria mesentérica de ratas adultas. Ademas, estos
autores demostraron, mediante un ensayo fluorescente oxidativo, que WS1442®
disminuye la formacion de EROs in situ, las cuales también se ven incrementadas
cuando se presenta envejecimiento. Los autores concluyeron que estas
propiedades del extracto permiten prevenir la disfunciéon endotelial, ya que un
incremento en la produccion de EROs lleva a una menor biodisponibilidad de NO,
debido a que especies como el radical superéxido (O ) reaccionan con el NO que
da lugar al peroxinitrito (ONOQ), el cual a su vez se degrada a otros agentes

oxidantes, el radical hidroxilo y el nitrato (Idris-Khodja et al., 2012).
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Por otro lado, es bien conocida la relaciébn que existe entre la ingesta de
sodio y la prevalencia de padecer HTA. Se ha propuesto que WS1442® tiene un
efecto positivo sobre la modulacién estructural del glicocalix endotelial y esto se ha
relacionado directamente con la capacidad de permeabilidad del glicocalix para
ciertos iones como el sodio. En este sentido, se ha propuesto a este extracto como
una alternativa para prevenir la HTA, ya que cuando se aumenta la ingesta de
sodio, éste tiende a ser absorbido y mas aun si el sistema de permeabilidad
endotelial (glicocalix) estd dafiado. Una mayor absorcion de sodio produce
también mayor retencién de agua y con ello se verd aumentado el volumen

sanguineo, lo cual incrementa directamente la presion arterial (Peters et al., 2012).

Actualmente, se ha descrito que los globulos rojos poseen una enzima que
es capaz de sintetizar éxido nitrico. Este nuevo aporte ha llamado el interés de las
investigaciones que abordan el tema de la disfuncion endotelial, ya que han visto
este enfoque como un coadyuvante para el mejoramiento de la funcion endotelial y
con ello una estrategia para tratar la HTA. Después de este hallazgo, Rieckeheer
et al. publicaron un estudio en el que se determind si WS1442® era capaz de
activar tal enzima y con ello aumentar la produccion de NO. Los resultados
demostraron que WS1442® es capaz de activar esta enzima y con ello aumentar
la produccién de NO de una manera dependiente del tiempo y de la concentracion,

sin afectar el indice de elongacion de los globulos rojos (Rieckeheer et al., 2011).

En cuanto a especies mexicanas de Crataegus, la informacion sobre sus
actividades farmacoldgicas es muy escasa. El primer trabajo publicado en 2010
por Arrieta et al., investigé especificamente la actividad relajante de los extractos
organicos obtenidos a partir de las hojas de C. mexicana, sobre la traquea de
cobayos. El extracto mas activo fue el hexanico, del cual se elucido el mecanismo
de accidon. Se observl que el extracto tuvo un efecto relajante significativamente
mayor cuando los tejidos fueron contraidos con KCl y con histamina que cuando

se utilizo carbacol. Como se sabe, las contracciones inducidas por histamina y KCI
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son dependientes de la concentracion de calcio, especificamente mediante un
incremento de la afluencia de calcio extracelular a través de la membrana. De este
modo, esos autores consideran que uno de los mecanismos por los cuales puede
estar actuando el extracto hexanico podria ser a través del bloqueo de canales de

calcio activados por voltaje (Arrieta et al., 2010).

Con anterioridad, nuestro grupo ha investigado el efecto vasorrelajante sobre
aorta aislada de rata de los extractos acuosos y organicos obtenidos a partir de
frutos y hojas de C. mexicana, respectivamente. Los resultados obtenidos
mostraron que todos los extractos evaluados indujeron un efecto vasorrelajante.
Sin embargo, el extracto metandlico obtenido de las hojas, al igual que su
homélogo obtenido de C. graclior, mostré un efecto maximo (Emax = 91.65% + 4.7
%) y una potencia (CEsp = 1.53 £ 0.09 pg/ml) significativamente mayor que los

demas extractos (Soto-Zarazua, 2013).

2.3.7. Estudios sobre la eficacia y seguridad de Crataegus spp.

Las dosis recomendadas para el uso de extractos estandarizados de
especies de Crategus van de 160 a 1800 mg/dia, dependiendo de la especie, las
partes usadas, o bien, del extracto utilizado. Sin embargo, los médicos
recomiendan dosis efectivas a partir de 600 hasta 1800 mg/dia, basandose en su

propia experiencia con pacientes (Verma et al., 2007).

En el caso de C. oxyacantha y de C. monogyna, se ha recomendado una
dosis de 250 mg del extracto LI132 y 300 mg para WS1442®, tres veces al dia, 0
bien 300 mg del fruto de estas especies, tres veces al dia (Verma et al., 2007).

Es conocido que el uso de los extractos estandarizados de C. oxyacantha y
de C. monogyna es seguro y sus efectos colaterales son minimos cuando se
utilizan en dosis recomendadas, pero al incrementar las dosis, se puede observar
hipotensién y/o sedacién. Los efectos adversos mas comunes son disnea, vértigo,

complicaciones gastrointestinales, dolor de cabeza, migrafa y palpitaciones. Entre
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las interacciones con otros farmacos que tienen efectos sobre el sistema
cardiovascular, se ha observado un sinergismo con farmacos digitalicos al
potenciar el efecto de los glucésidos cardiacos. Este efecto es atribuido a la
inhibicion que tiene L1132 sobre la fosfodiesterasa del AMPc, y por lo tanto, sobre
canales de calcio. Ademas, el uso de C. oxyacantha con B-bloqueantes puede
provocar un aumento leve de la presion arterial en pacientes hipertensos, ya que
dichos agentes disminuyen el gasto cardiaco en estos pacientes (Verma et al.,
2007).

La Unica situacion para contraindicar el uso de Crataegus spp. es en el caso

de embarazo, ya que se ha observado una estimulacién potencial del Gtero
(Dahmer y Scott, 2010).
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares adquieren cada vez mayor
preponderancia en todo el mundo y actualmente se han expandido a los paises en
vias de desarrollo tales como México. Estas enfermedades son una de las
primeras causas de muerte a nivel mundial; asi lo sefiala la OMS. Dentro las
enfermedades cardiovasculares, la HTA es una de las enfermedades mas

frecuentes, dado que afecta al 35% de la poblacion mundial.

Existe una serie de medicamentos bien establecidos para el tratamiento de la
HTA. Sin embargo, estos farmacos conllevan efectos secundarios que varian de
acuerdo al tipo de medicamento empleado. Algunos de los efectos adversos mas
comunes son: deshidratacion, hiperglucemia, resistencia a la insulina, anorexia,
nauseas y estrefiimiento. Ademas, estos medicamentos solo son accesibles a
cierto sector de la poblacion, debido en muchas ocasiones a su alto costo. Aunado
a esto, los medicamentos existentes no han logrado disminuir las cifras de HTA en
México desde el afio 2006 hasta la fecha. Por lo tanto, una proporcién importante
de la poblacion recurre a los remedios tradicionales, principalmente las plantas
medicinales y alimenticias. Esto plantea la necesidad de investigar el potencial de
las plantas medicinales de uso tradicional arraigado para la busqueda de

alternativas de tratamiento.

Las especies de Crataegus tienen gran potencial para tratar los
padecimientos cardiovasculares. Sin embargo, desde el punto de vista quimico y
farmacoldgico, las pocas especies estudiadas se encuentran en los continentes
asiatico y europeo a pesar de que México es un pais que alberga 15 especies
pertenecientes a este género. Es por ello que el presente proyecto esta enfocado
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a generar conocimiento sobre los compuestos quimicos y el potencial

vasorrelajante que poseen los frutos y las hojas de Crataegus gracilior.

4. HIPOTESIS

Las hojas y los frutos de Crataegus gracilior Phipps (Rosaceae) contienen
metabolitos secundarios que ejercen un efecto vasorrelajante sobre aorta aislada

de rata.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Determinar la actividad vasorrelajante de los extractos acuosos y
organicos obtenidos respectivamente de frutos y hojas de C. gracilior

e identificar algunos de sus metabolitos secundarios.

5.2. Objetivos particulares
- Determinar el efecto vasorrelajante sobre aorta aislada de rata de los
extractos acuosos y organicos obtenidos a partir de frutos y hojas,
respectivamente, de C. gracilor.

+  Comparar, mediante curvas concentracion-respuesta, la potencia y

eficacia de los extractos analizados.

+ Purificar e identificar algunos de los metabolitos secundarios

mayoritarios presentes en el extracto mas potente y/o eficaz.

42



6. METODOLOGIA

6.1. Recoleccién y conservacion del material vegetal

Se recolectaron frutos y hojas de C. gracilior el 7 de noviembre del 2012 en
el Municipio de Pinal de Amoles, Querétaro, en las coordenadas 21° 8' 3" latitud
norte y 99° 37'31" longitud oeste, a una altitud de 2350 msnm. La identificacion
taxonomica fue realizada por el M. en C. Alejandro Cabrera de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Una muestra de
identificacion (A. Cabrera 5667) fue depositada en el herbario "Jerzy Rzedowski"
(QMEX) ubicado en la Facultad de Ciencias Naturales, UAQ, Campus Juriquilla.
Las hojas fueron sometidas a un proceso de secado mediante una estufa a una
temperatura de 40 °C, mientras que los frutos fueron congelados a -5 °C hasta su

uso.

6.2. Obtencién de extractos

6.2.1. Extractos de las hojas secas

Se pesaron 1600 g de hojas secas, las cuales fueron sometidas a un proceso
de molienda, mediante un molino manual. Posteriormente, se realizaron
extracciones mediante maceracion con hexano, diclorometano y finalmente con
metanol, con un tiempo de maceracion de una semana con cada disolvente,
obteniéndose de esta forma tres extractos: el hexanico (MHH), el diclorometanico
(MDH) y el metandlico (MMH). Al término de cada extracciéon, se filtraron los
extractos, los cuales fueron secados mediante presion reducida y con la ayuda de
un rotaevaporador. Los extractos secos se mantuvieron a una temperatura de 4°C

hasta su uso.

6.2.2. Extractos de los frutos frescos
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Se pesaron 1285 g de frutos descongelados, los cuales fueron despojados
de sus semillas de modo manual. El peso final de fruto fue de 1.061 kg, del cual la
mitad se sometié a un proceso de decoccion (DAF) por dos horas y la otra mitad a
un proceso de maceracion (MAF) por una semana, ambos utilizando agua como
solvente de extraccidon. Para evitar el crecimiento de hongos, la maceracion se
realiz6 con un 2% de MeOH. Posteriormente, ambos extractos fueron sometidos a
un proceso de congelacion seguido por una liofilizacion. Los extractos liofilizados

fueron almacenados a 4°C hasta su uso.

6.3. Evaluacion de la actividad vasorrelajante ex vivo

6.3.1. Preparacion de los extractos

Los dos extractos acuosos obtenidos a partir de los frutos de C. gracilior
(MAF y DAF) fueron disueltos en agua. Por otra parte, el extracto metandlico
obtenido de las hojas (MMH) fue disuelto en DMSO, mientras que los extractos
hexanico y el diclorometanico (MHH y MDH, respectivamente) fueron disueltos en
Tween 80 y posteriormente diluidos con agua destilada. La concentracion utilizada
de Tween 80 y de DMSO para disolver las muestras fue menor del 2%. Todos los
extractos fueron preparados en concentraciones de 1, 3.16, 10, 31.6, 100, 316 y
1000 pg/ml.

6.3.2. Ensayo farmacoldgico

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de un peso entre 250 y 300 g,
las cuales fueron proporcionadas por el Instituto de Neurobiologia de la UNAM,
Campus Juriquilla. Los animales fueron anestesiados con cloroformo vy
sacrificados por decapitacion. En seguida, se removié la aorta toracica y se colocé
en una solucién fria de Krebs-Heinseleit (pH 7.4). Posteriormente, se removi6 de
la aorta el tejido adiposo y conectivo y se corté en anillos de 4-5 mm. Los anillos
fueron colocados en camaras de incubacion de 7 ml con solucion de Krebs-
Heinseleit a 37°C y burbujeo constante de una mezcla de 95% de O, y 5% de
CO.. Los tejidos fueron estabilizados durante 60 min bajo una tension de 1.5 g a

37 °C. Durante este periodo, el medio del bafio se cambi6é cada 15 min. Después
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del ajuste final a la tensién basal de 1.5 g, los segmentos de aorta fueron
contraidos con KCI (100 mM) para sensibilizar el tejido. Una vez estable la
contraccion inducida por el KCI, el medio del bafio se cambio tres veces hasta que
se recupero la tension basal de 1.5 g. Después de reestablecida la tension basal,
los tejidos fueron nuevamente contraidos ahora con fenilefrina (1 uM), registrando
el grado de contraccion. La viabilidad del tejido fue evaluada en un segmento de
aorta representativo mediante la determinacion de la relajacion inducida por
acetilcolina (Ach) (1 uM). La ACh fue utilizada como control positivo utilizando las
mismas concentraciones que fueron preparadas para los extractos. Los cambios
en la tensién isométrica se midieron por medio de transductores de fuerza Grass
Modelo FTO3 acoplados a un poligrafo Grass de 6 canales Modelo 7-8P y la
informacion fue procesada por el programa PolyView (Grass). Las respuestas
relajantes fueron expresadas en porcentaje en base a la contraccion inicial

alcanzada al adicionar la fenilefrina (Ibarra-Alvarado et al., 2007).

6.3.3. Andlisis estadisticos en los ensayos farmacologicos

Todas las evaluaciones fueron realizadas por triplicado y se determind la
media y la desviaciéon estandar de cada una. Posteriormente, se realizaron curvas
concentracion-respuesta (CCR) para conocer el comportamiento del efecto del
extracto sobre el masculo liso arterial, utilizando una ecuacion sigmoidal y de esta
forma determinar la CEsp ¥ el Emax. LOS resultados se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) de una via seguido por una prueba de Tuckey para evaluar la
diferencia significativa entre las medias con ayuda del programa PRISMA 5.0
(Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Se consideraron estadisticamente

significativas aquellas diferencias con p < 0.05.

6.4. Estudios quimicos

6.4.1. Fraccionamiento a gran escala del extracto MMH
De acuerdo a los resultados obtenidos de la evaluacion farmacolégica, se
selecciond el extracto metandlico para llevar a cabo el aislamiento y la purificaciéon

de compuestos a gran escala, mediante cromatografia en columna abierta de fase
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normal. Se pesaron 46 g del extracto, los cuales fueron adsorbidos en 46.1 g de
gel de silice (Kiesegel 60 Merck, malla de 70-230, tamafio de particula 0.063-
0.200 mm). Después, se empaco una columna de 10 cm de diametro por 110 cm
de alto, utilizando 856 g del mismo gel de silice empleado para la adsorcion de la
muestra. Posteriormente, se llevo a cabo la elucibn comenzando con hexano para
desengrasar y continuando con disolventes de creciente polaridad y en diferente

proporcién hasta terminar con una fase movil constituida por metanol.

6.4.2. Andlisis cromatografico de las fracciones mediante CCF

Cada una de las fracciones obtenidas fue monitoreada para determinar su
complejidad mediante cromatografia en capa fina (CCF), utilizando cromatofolios
recubiertos con gel de silice (silica gel 60 GF,54 Merck) y con la ayuda de una
lampara ultravioleta de longitud de onda corta (254 nm) y larga (365 nm) para
visualizar los compuestos. Posteriormente, se realizo el revelado mediante rociado
con una solucién de sulfato cérico amonical, seguido de calentamiento a 80 °C.
Después, se continué con la evaluacion farmacolégica de las fracciones con

mayor rendimiento.

6.4.3. Preparacion del agente revelador

A 300 g de hielo, se adicionaron 12 g de sulfato cérico amoniacal
[(NH4)4sCe(SO4)4] y lentamente y con agitacion 22.5 ml de &cido sulfarico
concentrado hasta que se form6 una solucion homogénea, la cual fue

directamente utilizada para revelar las placas.

6.4.4. Determinacion de &cido ursolico mediante CCF

Se llevé a cabo la determinacion de acido ursolico en todos los extractos
obtenidos de las hojas (MMH, MHH y MDH) asi como en las fracciones con mayor
rendimiento obtenidas del fraccionamiento a gran escala. La determinacién se hizo
mediante CCF, con las mismas caracteristicas del punto 6.4.2, comparando los Ry

del estandar y de la muestra. Los tres sistemas de elucion que se utilizaron fueron
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hexano:acetato de etilo (6:4), diclorometano:acetato de etilo (1:1) vy

hexano:acetona (7:3).

6.4.5. Purificacion de compuestos

Para la purificacion de compuestos, se selecciond una de las fracciones
obtenidas del fraccionamiento a gran escala del extracto MMH utilizando como
criterios de seleccion el perfil cromatogréafico, la actividad vasorrelajante y la

abundancia.

De acuerdo a lo anterior, se prosiguié con la purificacion de algunos de los
compuestos de la fraccion F8 (Cuadro 3), mediante CCF a nivel preparativo
(CCFP), utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de silice (slica gel 60 GF 254
Merck, 2 mm de espesor) y como fase movil, CH,Cl,-MeOH (95:5). Las placas
fueron eluidas dos veces. Se realizaron 6 placas preparativas en las cuales se
aplicaron en cada una de ellas 30 mg de la fraccion disuelta en una mezcla de
metanol-diclorometano (1:3) para obtener un rendimiento de 10 mg
aproximadamente para cada compuesto y de este modo poder registrar sus

espectros de RMN.

Para determinar la pureza de los compuestos, se recurrié en primer lugar a la
CCF uni- y bidimensionales, utilizando como sistemas de elucién los siguientes:
CH,Cl,:CH30H (9:1), acetona:CH,Cl, (1:1) y acetato de etilo:CH,Cl, (3:7).

6.4.6. Identificacion de los compuestos purificados

Para la identificacion de los compuestos purificados, se recurrié a las
diferentes modalidades de la RMN (uni- y bidimensionales, tanto homonucleares
'H-'H, como heteronucleares *H-*C) y de esta manera se obtuvieron sus datos
espectroscopicos, los cuales fueron comparados con los datos de la literatura. El
equipo de RMN utilizado fue un Varian Inova 400 MHz (RMN *H) y 100 MHz (RMN
13C).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Rendimiento de los extractos

El rendimiento de cada extracto se determiné en base al material vegetal
pesado. En el Cuadro 1, se muestra que de los extractos obtenidos a partir de las
hojas, el extracto MMH fue el que tuvo un mayor rendimiento, mientras que los dos
extractos obtenidos a partir de los frutos (DAF y MAF) tuvieron rendimientos

similares.

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos obtenidos de hojas y frutos de C. gracilior.

Extracto’ Rendimiento (m/m)

DAF 6.73 %
MAF 7.25%
MHH 0.37 %
MDH 1.65%
MMH 13.77 %

'DAF: decoccién de los frutos, MAF: maceracion de los frutos, MHH: maceracion hexanica de las
hojas, MDH: maceracién diclorometanica de las hojas, MMH: maceracién metandlica de las hojas.

7.2. Evaluacién farmacolégica de los extractos

Los resultados obtenidos de la evaluacion farmacologica mostraron que
todos los extractos evaluados tuvieron efecto vasorrelajante. Sin embargo, se
observé que los extractos MHH y MDH fueron los que presentaron una eficacia

(Emax=18.52 + 4.1 y 37.58 + 5.1 %, respectivamente) menor. Respecto a los otros
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tres extractos, MAF, DAF y MMH, se observd que sus eficacias (Emax = 93.83 =
6.2, 96.89 £ 5.0 y 94.60 * 5.4 %, respectivamente) fueron similares. Por otro lado,
estos datos fueron significativamente mayores (p<0.05) con respecto al de la ACh

(Emax = 69.50 = 5.7 %) usada como control positivo (Fig. 11 y Cuadro 2).

En cuanto a la concentracion efectiva media, al comparar los extractos que
tuvieron Enax similares (DAF, MAF y MMH), se observé que el extracto MMH fue el
que presentd una CEsp (8.70 £ 4.3 pg/ml) significativamente menor (p<0.05),
mientras que comparada con la CEso de la ACh (8.67 £ 0.8 pug/ml) fue similar (Fig.

11 y Cuadro 2).

Efecto vasorrelajante

100+
MAF
80+ DAF
S MMH
8 07 MHH
©
& 40 - MDH
S ACh
204
O-

-1 0 1 2 3
Log [ug/mL]

Figura 11. Curvas concentracion-respuesta generadas por los diferentes extractos
de C. gracilior.

Cuadro 2. Valores de Enax Y CEs5p obtenidos a partir de CCR de los diferentes
extractos de C. gracilior.

Porcentaje de

Extracto CEsp (Mg/ml)*

relajacion*
MAF 93.83 +6.2°% 83.14 + 27.2°
DAF 96.89 + 5.0% 104.80 + 23.8°
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MMH 94.60 + 5.42 8.70+4.3°

MDH 37.58+5.1° 206.00 + 74.9°
MHH 18.52 + 4.1° 237.10 + 51.7°
ACh (control) 69.50 + 5.7° 8.67+0.8°

abye valores significativamente diferentes. p < 0.05.

La menor CEsp observada para los diferentes extractos fue la del MMH (8.7
4.3 pg/ml), la cual resulté ser mayor a la observada por Kim et al. a partir de un
extracto obtenido de C. oxyacantha y C. monogyna (27.5 pg/ml), en el que se
midié la misma actividad farmacolégica. Aunque solo se presenta graficamente el
Emax de este extracto, se pude observar que este es comparable con el producido
por el extracto MMH (Emax = 94.60 = 5.4 %). Por lo tanto, se puede afirmar que las
hojas de C. gracilior tienen una potencia y una eficacia similar a la del extracto de

C. oxyacantha y C. monogyna (Kim et al., 2000).

Por otro lado, al comparar los efectos maximos en relacion a la actividad
vasorrelajante de C. gracilior con los reportados para el extracto WS1442®, se
observd que el extracto MMH alcanzd su Enax desde una concentracion de 100
pg/ml, la cual fue similar a la reportada para el extracto WS1442® (74.8 £ 5.7 %).
En relacién a sus CEsp, el MMH present6 también una CEsp (8.7 £ 4.3 pg/ml)
similar a la del extracto WS1442® (7.4 £ 1.7 pug/ml) (Brixius et al., 2006). Lo que
indica que el extracto MMH tienen una eficacia y una potencia similar a las del

extracto estandarizado comercial WS1442® (Brixius et al., 2006).

En cuanto a especies mexicanas de Crataegus, los pocos estudios que se
tienen sobre sus actividades farmacoldgicas permiten comparar los resultados de
C. gracilior con los obtenidos para C. mexicana reportados por nuestro mismo
grupo de trabajo, donde se observd que esta Ultima especie posee una potencia
(CEso = 1.53 £ 0.09 pg/ml) estadisticamente mayor (p<0.05) a la de C. gracilior
(8.70 £ 4.3 pg/ml), aunque con una efectividad similar a la de C. mexicana (Emax =
91.65% + 4.7 %) (Soto-Zarazua, 2013).
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Con lo discutido anteriormente, resulta recomendable determinar la
actividad vasorrelajante también de las flores de C. gracilior como se ha hecho
para otras especies de este género, ya que como se ha reportado, para la
preparacion de los extractos L1132 y WS1442®, se utilizan tanto las hojas como
las flores para lograr obtener la concentracion necesaria de compuestos bioactivos
para la estandarizacion, lo que sugiere que las flores también contribuyen de
manera importante a las propiedades farmacoldgicas que se le atribuyen a tales

extractos.

Por ultimo, de los extractos polares analizados, se observd que el extracto
MMH presenté una eficacia similar a la de los extractos DAF y MAF, aunque el
primero resulté ser mas potente que estos Ultimos. Estos y otros resultados
reportados en la literatura como los de Arrieta et al. (2010) justifican el uso
etnomédico que tienen las hojas en el tratamiento de algunas enfermedades
respiratorias, ya que este Ultimo demostré que el extracto hexanico obtenido a
partir de las hojas de C. mexicana posee efecto relajante sobre el masculo liso de

la traguea de cobayo.

7.3. Estudios quimicos

7.3.1. Fraccionamiento a gran escala del extracto MMH

De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluacion farmacoldgica, el
extracto MMH fue seleccionado para llevar a cabo los estudios quimicos. Se
obtuvieron en total 193 fracciones del fraccionamiento a gran escala, las cuales
fueron agrupadas en 11 fracciones finales de acuerdo a su perfil cromatografico en
CCF. En el Cuadro 3 se presentan las fracciones agrupadas y sus rendimientos,

asi como los sistemas de elucion empleados durante el fraccionamiento.

En el mismo cuadro, se puede observar un cambio de fase moévil muy
drastico que fue de CHCI;-MeOH (95:5) a Acetona-MeOH (80:20) para la
recoleccion de las fracciones 119-153. Este cambio se vio reflejado en el

fraccionamiento del extracto, ya que como se observa en el mismo cuadro, se
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obtuvieron dos fracciones después de este cambio que juntas dieron un peso de

23.06 g (F9), representando mas del 50% del peso total del extracto inicial.

Lo anterior indica que después de que se hizo dicho cambio, no hubo un
fraccionamiento adecuado, aunque si refleja la abundancia de compuestos polares
presentes en el extracto MMH vy ello justifica de alguna forma los resultados
obtenidos sobre la actividad vasorrelajante que presentd este extracto. También
vale la pena mencionar que este cambio no afectd la fraccion F8, de donde se
aislaron los correspondientes compuestos. Ademas, esta fraccion presentd un
peso de 12.16 g, casi el 25% del peso inicial, lo que indica de alguna manera la
abundancia de tales compuestos en el extracto MMH y por ende su abundancia en

las hojas.

Cuadro 3. Resumen de las condiciones experimentales de fraccionamiento a gran
escala del extracto MMH.

_ . Peso (g)
Fracciones Fase movil Fracciones Clave ND = no
colectadas agrupadas deterrr:inado
Hexano
1-12 1-13 F1 ND
(100%)
HeX-CH2C|2
13-25 14-25 F2 ND
(90:10)
Hex- CH2C|2
26-51 26-55 F3 ND
(80:20)
Hex- CH2C|2
52-58 56-58 F4 ND
(50:50)
CH.Cl,
59-83 59-61 F5 0.28
(100%)
CHCI;
84-91 62-67 F6 1.74
(100%)
CHCl3-MeOH
92-118 68-96 F7 2.01
(95:5)
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Acetona-MeOH
119-153 97-119 F8 12.16
(80:20)
Acetona-MeOH
154-168 120-121 F9 23.06
(70:30)
Acetona-MeOH
169-171 122-171 F10 2.73
(50:50)
MeOH
172-193 172-193 F11 1.23
(100%)

7.3.2. Andlisis cromatografico de las fracciones mediante CCF

El andlisis mediante CCF de las 11 fracciones obtenidas mostré6 que la

fraccion F8 tuvo un perfil cromatogréafico relativamente mas simple que el de las

deméas fracciones. A continuacién, se muestra una fotografia de la placa

cromatografica correspondiente a esta fraccion, la cual fue eluida dos veces con

CH,Cl,-MeOH (95:5). Asi mismo, se muestra la placa correspondiente a la fraccidon

F9 eluida con CHCI3-MeOH (1:1). Cabe mencionar, que no se encontrd un sistema

de elucién o6ptimo para la elucibn de esta fraccién, lo que refleja la logica

complejidad de la muestra (Fig. 12).

Figura 12. Cromatogramas en capa fina de las fracciones F8 y F9.

F8
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En el cromatograma de la fraccion F8 (Fig. 12), se observa un compuesto
mayoritario que fue identificado como &cido ursolico mediante su Ry comparado
con el de una muestra auténtica y el analisis de sus espectros de RMN. Este
compuesto ya habia sido reportado en otras especies de Crataegus como son C.
pinnatifida y C. scabrifolia (Edwards et al., 2012). Li et al. (2007) cuantificaron este
compuesto en los frutos maduros de C. pinnatifida Bge. var. major N.E.Br
mediante HPLC y utilizando curvas de calibracion, donde determinaron que éste
se encontraba en una concentracion de 147 pg/g de material fresco. Ademas,
cuantificaron también la presencia de acido oleandlico, el cual fue encontrado en
una concentracion de 952 ug/g de material fresco.

7.3.3. Determinacion de acido ursoélico

La determinacion de acido ursolico mediante CCF indico la presencia de este
compuesto Unicamente en el extracto MMH y en la fraccion F8 obtenida del
fraccionamiento a gran escala de dicho extracto (Fig. 13 y 14). La fase movil

usada para estas placas fue hexano-acetato de etilo (6:4).

TR

_1010
Y

Figura 13. Cromatogramas comparativos de los diferentes extractos y el
acido ursolico. 1) Acido ursoélico, 2) MHH, 3) MDH y 4) MMH
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Figura 14. Cromatograma que ilustra la presencia del 4cido ursélico en la fraccion
F8.
Como se comentd en los antecedentes, el acido ursoélico es un compuesto

bioactivo al que se le han atribuido diferentes actividades farmacologicas, entre
ellas esta precisamente su actividad vasorrelajante (Algahtani et al., 2013). Esto
justifica el efecto que presentd la fraccion F8 y es claro que uno de los
mecanismos por los cuales esta actuando esta fraccidon es por la activacion de la
via de NO/GMPc que produce la liberacibn de o6xido nitrico y por lo tanto,
vasorrelajacion en la aorta aislada de rata (Aguirre-Crespo et al., 2006). Sin
embargo, es necesaria la identificacion y evaluacién de los demas compuestos

presentes en dicha fraccion para determinar su participacion en esta actividad.

La determinacion de acido ursélico en especies mexicanas del género
Crataegus es una aportacion al conocimiento de la diversidad quimica de estas
especies, ya que hasta la fecha no hay ningun estudio donde se haya hecho la

determinacién de triterpenos en tales especies.

7.5. Evaluacion farmacoldgica de las fracciones
De acuerdo al peso obtenido y al perfil cromatografico de las fracciones
obtenidas, se seleccionaron las fracciones F8 y F9 para llevar a cabo la evaluacién

farmacoldgica. Los resultados obtenidos mostraron que ambas fracciones tuvieron
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efecto vasorrelajante sobre aorta aislada de rata. En las curvas concentracion-
respuesta de la Figura 15, se puede observar que la fraccion F9 presentd un
porcentaje de vasorrelajacion de 89.19 + 12.7. Sin embargo, como se observa en
Su misma curva, éste no puede considerarse como su Ens. Cabe mencionar que
no fue posible utilizar concentraciones mayores a 3160 pg/ml para determinar el
Emax de la fraccion F9, dado que esta solucion adquiria una consistencia muy
espesa a altas concentraciones, lo que impedia que la muestra se disolviera
homogéneamente en las camaras de tejido aislado donde se media la tension

isométrica.
Por su parte, la fraccion F8 si presentd un Ensx de 54.07 £ 2.5 %, el cual fue

significativamente menor (p<0.05) que el del extracto MMH (Emax = 94.60 £ 5.4 %),
pero similar al de la ACh (Emax = 69.5 £ 5.7 %) (Fig. 15).

Efecto vasorrelajante

100
~~-~-} -~ F8
8 80 F9
9 MMH
‘T 60+ ACh
@
S 40+
©
> v,
S 20-
A
0 #—h .
-1 0

Log [ug/mL]

Figura 15. Curvas concentracion-respuesta generadas por las fracciones F8 y F9.

Por otro lado, como se observa en la Figura 15, la fraccién F9 present6 un
porcentaje de relajacion superior al de la fraccion F8 en cualquier punto de
concentracion evaluada excepto en el que se alcanza el 50% de relajacion. En

este punto, se observa que la CEsg de la fraccion F8 (316.30 = 1.2 ug/ml) es
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significativamente menor (p<0.05) a la de la fraccion F9 (690.9 £ 1.69 ug/ml). Este
resultado fue clave para elegir a la fraccion F8 para la purificacion de compuestos,
ya que significé que esta fraccion fue la mas potente.

Como se observa en la Figura 15, ninguna de las fracciones obtenidas del
extracto tuvieron un efecto similar al del extracto MMH, lo cual puede indicar un
comportamiento sinérgico de los compuestos contenidos en este extracto, que son

los que le confieren sus propiedades farmacoldgicas.

7.6. Purificacion de compuestos

Con los criterios antes sefialados (ver punto 6.4.5), se seleccioné la fraccién
F8 para llevar a cabo la purificacion de compuestos mediante CCFP. A
continuacion, se muestra una fotografia de una de las placas cromatograficas
preparativas que se realizaron para la purificacion de los compuestos donde se
determinoé el R; de cada compuesto que fue aislado (Fig. 16).

El Rs del compuesto AB2 fue el que coincidié con el Rt del acido ursélico; sin

embargo esto no aseguré que se tratara de este compuesto.

También se muestran las placas uni y bidimensionales de las CCF realizadas
para comprobar la homogeneidad de los compuestos aislados (Fig. 17). Se puede
observar en estas placas que los compuestos presentaron algunas impurezas, a
pesar de las cuales se decidio registrar los espectros de RMN de los compuestos

aislados.
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Figura 16. Perfil del cromatograma a nivel preparativo que permitié aislar algunos
de los constituyentes de la fraccion F8.
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AB1: CHzCk-MeOH AcOEt-CHzCk CHzCk-MeOH (9:1)
(9:1) (3:7)

—— —

- —1-
AB2: CHzCk-MeOH AcOEt;CH:Ch CHzCk-MeOH (9:1)
(9:1) (3:7)
- "
-
ps A %
!
AB3: CHzCk-MeOH AcOEt-CHzCk CHzCk-MeOH (9:1)
(9:1) (3:7)

Figura 17. Analisis mediante CCF de la homogeneidad de las 3 bandas
recuperadas de la CCFP de la fraccion F8.



La deficiencia de homogeneidad de los compuestos aislados mediante CCFP
puede explicarse, ya que a pesar de que se habia encontrado un sistema de
elucion a nivel analitico que parecia ser adecuado para la purificacion de los
compuestos, éste no fue el mas adecuado a nivel preparativo y aunque se hicieron
algunas modificaciones no se encontr0 una resoluciéon tan oOptima como la
obtenida a nivel analitico. Se puede observar en la parte revelada de la placa
preparativa (Fig. 16), que las bandas correspondientes a los compuestos no se
encuentran tan separadas. Ademas, cabe recordar que la elucién de la placa no
siempre ocurre de manera recta, sino que algunas veces ésta ocurre con una
pequefia curvatura y esto hace aun mas dificil el raspado de las bandas
identificadas ya que éstas se pueden raspar junto con otros compuestos. Es
ademas bien sabido que resulta muy dificil separar los componentes de esta

familia de triterpenos muchas veces isomericos.

7.7. Identificacién de compuestos purificados

El primer registro de los espectros de RMN de los tres compuestos se realizo
en DMSO, confirmando la presencia de impurezas. En las Figuras 18 y 19 se
ilustran como ejemplos los perfiles espectroscopicos de la muestra AB2. Este
registro permitié determinar a grandes rasgos que todos los compuestos aislados
presentaban un perfil caracteristico de triterpenos pentaciclicos, ya que se
observan en el espectro de 'H sefiales a campo alto correspondientes a metilenos
y a metilos, contabilizandose por ejemplo claramente en los dos compuestos (AB2
y AB3) la presencia de 7 metilos. Ademas, en algunos espectros (como en el del
compuesto AB2), se observa la sefial ancha de un protén a campo bajo (12 ppm,

aproximadamente) correspondiente a la sefial de un proton de un acido.

Por su parte, en el espectro de **C se observa una sefial a campo bajo (180
ppm, aproximadamente) correspondiente al carbono de un carbonilo como el
presente en algunos triterpenos como el acido ursélico. Otras sefiales distintivas

son las del doble enlace caracteristico de muchos triterpenos. Estas sefiales
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aparecen entre 120 y 140 ppm, aproximadamente. También, se observan sefiales
correspondientes a carbonos oxigenados que aparecen entre 70 y 80 ppm.

Una observacion importante en todos los espectros, es que estos contienen,
ademas de un compuesto mayoritario, algunas impurezas, las cuales se vieron
también reflejadas en las placas de la CCF de estos compuestos. Estas impurezas
dificultaron mucho, sobre todo en la region de los metilenos y metinos, completar
la elucidacion estructural a pesar de los espectros bidimensionales obtenidos. Por
esta razon, se decidi6 llevar a cabo una purificacion adicional, empleando en este
caso la técnica de cambio de disolvente (del disolvente de registro de esos
compuestos DMSO-ds a H,0), permitiendo que precipitaran los mayoritarios. A la
fecha, sélo se ha completado este proceso para los compuestos AB2 y ABS3, lo
cual permitid registrar nuevamente sus espectros en CsDsN y completar su
identificacion, mediante la comparaciéon de sus datos con los de la literatura
(Seebacher et al., 2003; Tzong-Huei et al., 2005; Wei y Guangyuan, 2007).

De esta forma, AB2 fue identificado como el acido ursolico y el AB3 como el

acido corosodlico. Las Figuras 20, 21 y 22 se muestran los espectros del acido

ursélico y del acido corosolico obtenidos en CsDsN.
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Figura 18. Espectro de RMN *H (400 MHz) (DMSO-d) del compuesto AB2.
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Figura 19. Espectro de RMN *C (100 MHz) (DMSO-ds) del compuesto AB2.
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Figura 20. Espectro de RMN “H del compuesto AB2 identificado como acido
ursolico.
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Figura 21. Espectro de RMN **C del compuesto AB2 identificado como
acido ursdlico.
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Figura 22. Espectro de RMN *H del compuesto AB3 identificado como &acido
corosolico.
A continuacion, se muestran también los Cuadros 4 y 5, los cuales resumen

algunas de las sefiales clave en esos compuestos. En tales cuadros, se reportan

algunas de las J que se pudieron determinar.

Cuadro 4. Constantes espectroscopicas comparativas del compuesto AB2 (CsDsN,
13C: 100 MHz, *H: 400 MHz, & respecto a TMS, J en Hz) y datos de la literatura
para el acido ursolico (Seebacher et al., 2003).

Acido ursélico
AB2
L (Seebacher et al., 2003)
Posicion SH ) 5T )
ppm); ppm);
oC m oC m
(ppm) JenHz (Ppm) Jen Hz
3.77dd; 6 a 3.44 dd;
3 78.2 78.2
y 10 52y9.5
5 55.9 - 55.9 a0.88d
12 125.7 581t 3.4 125.7 5.49s
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Cuadro 5. Constantes espectroscopicas comparativas del compuesto AB3

13 139.4 - 139.3 -

14 42.6 - 42.6 -

17 48.2 - 48.1 -

18 53.6 2954 53.6 2034

11.6 11.1

23 28.9 1.54 s 28.8 1.24 s
24 16.7 1.37 s 16.5 B1.02s
25 15.8 1.20's 15.7 B0.92s
26 17.6 1.34s 17.5 B1.06s
27 24.0 1.56 s 24.0 a1.24s
28 180.0 179.7 -

29 17.6 1.32d;6.4 17.5 1.02d; 5.9
30 21.5 1.26 d; 8.4 21.4 0.97d; 6.8

t: triplete, d: doblete, s: singulete

(CsDsN,*H: 400 MHz, 5 respecto a TMS, J en Hz) y datos de la literatura para el

acido corosdlico.

Acido corosélico - .
» AB3 (Tzong-Huei et .ACIdO corosolico
al., 2005). (Wei y Guangyuan, 2007).
2 4.091td, 10.2,4.2 Hz | 4.11 ddd;11,9.5,4 4.081td, 11.0 Hz, 4.5 Hz
3 3.39d,9.2 Hz 3.43d;9.5 3.38d,9.5Hz
12 5.45t1,3.2Hz 548s 546t 3.5Hz
18 2.62d,11.2 Hz 2.65d;11 Hz 2.61d,11.0Hz
23 1.27s 1.30s 1.25s
24 1.07s 1.10s 1.06s
25 0.97 101s 1.03s
26 1.04s 1.07s 0.94s
27 1.20s 1.23s 1.20s
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28 COOH COOH COOH

29 0.97d,6.4 1.00d; 6 Hz 1.01d, 6.5 Hz

30 0.94d, 6.0 0.97 d; 6 Hz 0.97d,6.5Hz

t: triplete, d: doblete, s: singulete

8. CONCLUSIONES

s Todos los extractos preparados (polares y apolares) tuvieron actividad

vasorrelajante. Sin embargo, los extractos polares fueron los mas activos. Era
l6gico esperar ese resultado, ya que de manera tradicional, se consumen
extractos polares generalmente acuosos e hidroalcohdlicos para el tratamiento
de enfermedades relacionadas con vasorrelajacion como la hipertension

arterial.
La CEsp del extracto metandlico (MMH) fue similar a la de la acetilcolina
utilizada como control positivo, pero al mismo tiempo el MMH tuvo una eficacia

mayor.

El extracto MMH, obtenido a partir de las hojas de C. gracilior, posee una

eficacia y una CEsg similares a la del extracto WS1442®.
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% Ninguna de las fracciones del extracto metandlico tuvo una actividad
vasorrelajante comparable con la del extracto original MMH, lo cual puede

sugerir una actividad sinérgica de los componentes quimicos de este extracto.

% Aunque los extractos comerciales de Crataegus han sido estandarizados en
base a compuestos fendlicos, los dos &cidos triterpénicos plenamente
identificados en la fraccibn mas potente pueden contribuir a la actividad
farmacoldgica del extracto, debido a que se han comprobado sus efectos

vasorrelajantes en estudios anteriores.

% Los estudios quimicos alcanzados con este trabajo contribuyen de manera
limitada al conocimiento del perfil quimico, lo cual sugiere realizar un estudio
mas completo para caracterizar un mayor numero de constituyentes
individuales. Sin embargo, los resultados de la evaluacion farmacoldgica

soportan el uso tradicional de esta especie vegetal para tratar la hipertension.
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