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RESUMEN

A nivel mundial, las plantas medicinales se han empleado para tratar diversos
padecimientos, incluyendo las enfermedades cardiovasculares (ECVs). Entre esas
enfermedades, la hipertensién es el factor de riesgo mas importante, ya que, sin
tratamiento, desencadena la mayoria de las deméas. Las ECVs en su conjunto,
constituyen la primera causa de fallecimientos, tanto en México, como a nivel global.
Las plantas del género Crataegus se han utilizado en la medicina tradicional de
diferentes paises para tratar las ECV. Algunos paises de Asia, Europa, asi como
Canada y Estados Unidos, han elaborado extractos estandarizados con estas
especies vegetales que se utilizan actualmente a nivel clinico. Dichos extractos han
sido estandarizados, utilizando como marcadores quimicos, principalmente
compuestos fendlicos (flavonoides y sus derivados), que son compuestos con alta
polaridad. México alberga al menos 15 especies del género Crataegus bien
identificadas, la mayoria de las cuales son endémicas. Sin embargo, a pesar de sus
usos tradicionales como alimento y como medicinal, son muy escasos los estudios
quimicos y farmacoldgicos de esas plantas. Por esta razon, el presente proyecto
abordo el estudio del perfil quimico y de la actividad vasodilatadora de las fracciones
polares del extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei, las cuales se
obtuvieron del fraccionamiento primario del extracto original. Para lograr esos
objetivos, las fracciones seleccionadas fueron analizadas mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC), de la cual se logro la identificacion de 13 de
sus constituyentes individuales. Finalmente, la evaluacion de la actividad
vasodilatadora de las fracciones, utilizando el ensayo de aorta aislada de rata, arrojoé
como resultado un comportamiento bifasico, a diferencia del extracto original,
produciendo un efecto de relajacion en concentraciones menores a 30 pug/mL y
mayores a 400 pg/mL, mientras que contrae en ese intervalo. Por lo tanto, seria
recomendable administrar a un paciente el extracto completo, en linea con el uso
tradicional de esta especie vegetal para el tratamiento de la hipertensién arterial,
después de llevar a cabo estudios de inocuidad.

Palabras clave: Crataegus rosei, fracciones polares, perfil quimico, actividad
vasodilatadora.
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ABSTRACT

Medicinal plants have been used throughout the world to treat different health
conditions, including cardiovascular diseases (CVDs). Among these last ones,
hypertension is the main risk factor, as is left untreated, it can trigger most of the
other CVDs, which all together are the main cause of deaths, both in Mexico and in
the rest of the word. Plants belonging to the genus Crataegus have been used
traditionally in different countries to treat CVD. Nowadays, some Asian and
European countries as well as United States and Canada, have manufactured
Crataegus standardized extracts, which are currently in use at the clinical level.
These extracts have been standardized using the highly polar phenolic compounds
(flavonoids and their derivatives) as the chemical markers. Mexico holds 15 fully
identified species of the genus Crataegus, most of which are endemic. However,
despite their traditional medicinal and food uses, few chemical and pharmacological
studies of these plants have been undertaken. The current project aimed to generate
basic knowledge on the chemical profile and vasorelaxing effect of the most polar
fractions resulting from the primary fractionation of the methanol extract of the leaves
of C. rosei. To achieve these goals, the selected fractions were subjected to HPLC,
from which 13 of their compounds were identified. Finally, assessment of the
vasodilator activity of the fractions, using isolated rat aorta, resulted in biphasic
behavior, in contrast to the methanol extract from which they originate, as they
produced vasorelaxing effect under 30 pg/mL and above 400 pg/mL, but relaxation
between these concentrations. So it is advisable to give a patient the whole methanol
extract after careful safety studies, in accordance with the traditional use of this plant
species for the treatment of arterial hypertension.

Keywords: Crataegus rosei, polar fractions, chemical profile, vasodilator activity.
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1. INTRODUCCION

Estadisticas de la OMS y del INEGI sittan las enfermedades cardiovasculares
(ECV) en todas sus manifestaciones como las principales causantes de muerte en
el mundo y en México, por debajo del COVID-19. Entre esas enfermedades, la
hipertension arterial (HTA) es hoy en dia el padecimiento silencioso mas difundido
y constituye el factor de riesgo predominante para el desarrollo de las deméas ECV,
lo cual ha sido corroborado mediante estudios observacionales de amplias cohortes
y clinicos (INEGI, 2021; OMS, 2020). Existen numerosos farmacos para tratar la
HTA. La mayoria de estos medicamentos son faciles de tomar, sin embargo,
algunos de ellos tienen efectos secundarios como tos, diarrea o estrefiimiento,
vértigo, problemas de ereccion, sentirse nervioso, cansado, débil, sofioliento o con
falta de energia, dolor de cabeza, nduseas o vomitos, erupcion cutanea y/o pérdida
0 aumento de peso sin proponérselo (MedlinePlus).

Dentro del continente americano, Brasil tiene la mayor diversidad en flora, con
33,161 especies, seguido por Colombia (23,104) y México (22,969) (Ulloa y col.,
2017). En nuestro pais, existen alrededor de 23,000 plantas, de las cuales se
considera que mas del 50% son endémicas (Tellez y col., 2020). Existen
documentos escritos donde se recopilan diferentes plantas, siendo el “Libellus de
Medicinalibus Indorum Herbis” el primer libro publicado en América, mejor conocido
como “el cédice De la Cruz-Badiano”, el cual fue elaborado en 1552 por dos autores,
Martin de la Cruz, quien lo escribio originariamente en nahuatl y Juan Badiano,
quien lo tradujo al latin. Este codice es el libro mas antiguo sobre la herbolaria de
México; describe 251 plantas en 30 capitulos y 185 ilustraciones a color
(Hernandez-Ramirez, 2020).

De las plantas medicinales, se pueden utilizar sus raices, sus tallos, sus hojas, etc.
y cominmente son administradas en infusiones o en polvos. En estas infusiones,
los compuestos contenidos en las plantas se solubilizan y asi llegan al érgano diana

(INIFAP, 2020). Dichos compuestos son quimicamente conocidos como metabolitos



secundarios, los cuales comprenden principalmente alcaloides, terpenos vy
compuestos fendlicos (flavonoides y no flavonoides) (Rocha-Salavarrieta, 2006).
En el tejocote se han identificado diversos tipos de compuestos que son capaces
de prevenir diversas enfermedades; sin embargo, los compuestos fendlicos parecen
ser los responsables de los efectos benéficos para la salud atribuidos al género
Crataegus. SOlo algunos de estos efectos benéficos o protectores han sido
plenamente demostrados (Cervantes-Paz y col., 2018).

Las plantas del género Crataegus se utilizan con fines medicinales y alimenticios a
nivel mundial. En México, existen 15 especies de este género (Nufiez-Colin y col.,
2008a). Sin embargo, pocas de ellas han sido estudiadas desde el punto de vista
quimico y farmacoldégico.

De las especies estudiadas de este género, se ha comprobado que los compuestos,
contenidos en ellas ayudan a mejorar la circulacion sanguinea, disfuncion
miocardica, aterosclerosis, dislipidemia, hipotensién, angina de pecho, arritmias e
insuficiencia cardiaca (Dong y col., 2017).

Los estudios realizados hasta el dia de hoy demuestran que el extracto metandlico
de las hojas de Crataegus rosei es un potente vasorrelajante en aorta aislada de
rata. Sin embargo, sélo han sido identificados cuatro triterpenos en fracciones no
polares (Lopez-Fitz, 2019). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es caracterizar
quimicamente y determinar la actividad vasodilatadora de las fracciones mas

polares del extracto metandlico de las hojas de esta planta.



2. ANTECEDENTES

2.1. Plantas medicinales mexicanas

A finales del siglo XX, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) valoré la
importancia de la medicina tradicional de paises con culturas originarias como son
China, India y México, en donde amplios sectores de la poblacion, sobre todo los de
escasos recursos, hacen uso de ella. Esta valoracion propicié que, en nuestro pais,
las autoridades de la Secretaria de Salud reconocieran a la medicina tradicional
oficialmente y promovieran su uso (Avila-Uribe y col., 2016).

De acuerdo con la OMS, el término “enfermedad” significa la “Alteracion o
desviacion del estado fisiolégico en una o varias partes del cuerpo, por causas en
general conocidas, manifestada por sintomas y signos caracteristicos, y cuya
evolucién es mas o menos previsible” (OMS, 2019).

De las casi 23,000 especies de plantas registradas en México, se calcula que al
menos el 50% se utiliza para satisfacer alguna necesidad humana y las plantas
medicinales ocupan el principal porcentaje (Gheno-Heredia y col.,, 2011). Segun
Alonso (2003), se estima que, en México, la validacion quimica, farmacolégica y
biomédica solo se habia llevado a cabo en alrededor del 5% de estas especies. A
pesar de que desde ese afio se han realizado estudios de otras plantas para aportar
mas datos, es poco probable que esa proporcion haya variado de manera

significativa.

2.2. Género Crataegus

El género Crataegus pertenece a la familia Rosaceae, subtribu Pyrinae, lo que
formalmente constituye la subfamilia Maloideae. EI nimero de miembros que
integran este género ha sido de los mas dificiles para determinar y por lo tanto de
los mas polémicos, debido a la alta hibridacién que experimentan. Se ha asumido
gue el género esta constituido aproximadamente de 150 especies dispersas en todo
el mundo, de las cuales 95 de ellas se encuentran en el continente americano y de

estas, alrededor de 15 en México (LOpez-Santiago y col.,, 2008). Sin embargo,



recientemente, se ha sostenido que existen cerca 1000 especies de este género
(Alirezalu y col., 2020).

“Tejocote” es el nombre por el cual se conocen las plantas del género Crataegus en
México. La palabra “Tejocote” se deriva del vocablo nahuatl “Texocotl” que significa
fruta &cida y dura. El fruto del tejocote ha sido empleado tradicionalmente en México
desde tiempos prehispanicos. Las plantas de este género se encuentran
distribuidas principalmente en los estados de México, Puebla, Tlaxcala, Chiapas,
Michoacan, Hidalgo y Morelos. El Estado de México es uno de los tres principales
productores de tejocote a nivel nacional. En este estado, existe una vasta region

con zonas templadas, las cuales constituyen una reserva de amplia variabilidad
genética para el género Crataegus (Nufiez-Colin y col., 2012) (Figura 1).

Crataegus mexicana-CCM3

[J No adecuado
B Bsjo (percenti 0-2,5)
Medio (pareantil 2,5-5)
[ Alto (percentil 5-10)
Muy aito (percentil 10-20)
Excelente (percentil 20-39)

Figura 1. Distribucion geografica de especies mexicanas de Crataegus (Nufiez-
Colin y col., 2012).

El tejocote es apreciado preferentemente en épocas navidefas, debido a su empleo
en la elaboracion del ponche, bebida tradicional asociada con las posadas

mexicanas. Tiene un fruto (Figura 2) rico en vitamina C, carotenos y sales



minerales, entre ellas el calcio, fésforo, hierro, y presenta un alto contenido de
pectina (Pérez-Lainez y Garcia-Mateos, 2014). Cabe mencionar que el color de este
varia dependiendo de la especie (Alirezalu y col., 2020).

i

C atrosspuiies C meven O monmogye

¢ gawolis var aroved

€ sakranenss C curvisepals € sovganca

Figura 2. Frutos del género Crataegus (Alirezalu y col., 2020).

Ademas, el fruto, la raiz y las hojas del tejocote se han empleado tradicionalmente
para aliviar diversas enfermedades humanas, entre ellas, padecimientos del
corazon, del sistema respiratorio y del urinario. Frutos y flores del género Crataegus
presentan constituyentes con potencialidad antioxidante, entre ellos los &cidos

epicatéquico y clorogénico (Franco-Mora Yy col., 2010).



En la Union Europea, Crataegus monogyna es reconocida por su uso tradicional
para aliviar sintomas de molestias cardiacas temporales como palpitaciones, latidos
cardiacos adicionales percibidos debido a ansiedad leve y para el alivio de sintomas

leves de trastorno mental, estrés y para ayudar a dormir (Abuashwashi y col., 2016).

2.2.1. Botanicay taxonomia

Crataegus es un arbol (o arbusto) que alcanza una altura hasta de 9 metros. Las
hojas del arbol de tejocote son coriaceas, verdes brillantes, oblongas y con pilosidad
en el envés. Sus ramas tienen espinas y producen flores pentapétalas blancas de
unos 5 a 7 cm de didmetro, mas raramente rosadas (Figura 3 A). Estas flores
aparecen en primavera o verano y sus frutos son comestibles de color amarillo a
negro rojizo (dependiendo la especie), cuando estdn maduros miden alrededor de
1 a 2 cm de diametro (Figura 3 B). Dado que estos frutos permanecen en el arbol
durante el invierno, le imparten coloraciones muy decorativas durante esta estacion

(Muioz-Garmendia y col., 1992).

Figura 3. A) Flores y B) frutos de Crataegus mexicana (www.revivemx.org).

En 1997, Phipps reporté 13 especies del género Crataegus distribuidas en el norte
y centro de México y dos especies en el sur de México; de las 15 especies
reconocidas hoy en dia, 11 son endémicas. Las especies mexicanas del género se
dividen en seis series taxondmicas: Mexicaneae (C. mexicana, C. stipulosa, C.
nelsoni), Crusgalli (C. gracilior, C. rosei Eggl), Madresens Phipps (C. trascyi, C.
aurescens Phipps), Parvifoliae (C. uniflora), Greggianeae (C. greggiana, C.

serratisima Phipps, C. sulfurea Phipps, C. grandifolia Phipps) y Baroussaneae



Phipps (C. baroussana, C. cuprina Phipps, C. johnstonii Phipps). Las especies C.
mexicanay C. gracilior Phipps, ademas de ser endémicas, son las mas abundantes

en la zona central de México (Nufiez-Colin y Hernandez-Martinez, 2011).

2.2.2. Propiedades farmacoldgicas y metabolitos secundarios caracteristicos
Crataegus posee varios efectos farmacologicos reportados. Por ejemplo, en el
sistema cardiovascular, aumenta la contractilidad del miocardio y expande la arteria
coronaria, disminuye el ritmo cardiaco, el consumo de oxigeno del miocardio y la
resistencia periférica. En el sistema digestivo, reduce la contractibilidad del masculo
liso gastrico e intestinal y también posee efecto antimicrobiano (Wang y col., 2010).
Ademas, se ha utilizado para tratar otros padecimientos como la diarrea, el
insomnio, las enfermedades de la vesicula biliar y problemas respiratorios (tos,
gripe, bronquitis, asma) (Pawlaczyk-Graja, 2018). Las hojas, flores y frutos de
Crataegus contienen una variedad de compuestos, similares a bioflavonoides, que
parecen ser los principales responsables de las acciones sobre el sistema
cardiovascular (Kumar y col., 2012).

Hasta la fecha, mas de 150 compuestos quimicos se han identificado de estas
plantas, incluidos flavonoides, triterpenos, lignanos, acidos organicos y compuestos
gue contienen nitrdgeno. Los flavonoides en sus diferentes estructuras (flavonas,
flavonoles, flavononas, flavanoles, asi como polimeros de flavanoles o
procianidinas) son los compuestos quimicos mas abundantes en Crataegus (Wu y
col., 2014) (Tabla 1).



Tabla 1. Principales flavonoides aislados de Crataegus (Wu y col., 2014).

Componente quimico Parte de la planta

Apigenina

Luteolina

Orientina

Isoorientina

Isovitexina

Hiperésido

Crataequinona B

Kaempferol

Quercetina

Herbacetina

Santina

5-Hidroxiauranetina Hojas

Rutina

(+)-Taxifolina

Eriodictyol-5,3'-di-glucdsido

(+)-Taxifolina 3-O-arabinopiranosil 3-O-

arabinopyranosido

(+)-Taxifolina 3-O-xilopiranésido

Cratesida

(+)-Catequina

(-)-Epicatequina

Epicatequin-(43—6)-Epicatequin-(43—8)-

epicatequina




Tabla 1. Principales flavonoides aislados de Crataegus (Wu vy col., 2014)

(continuacion).

Componente quimico Parte de la planta

Vitexina

Ramnosil Vitexina

Pinnatifin6sidos A-D e |

3, 4-di-O-Acetil-2-O-a-ramosilvitexina
Schaftdsido

Isoschaftdsido

Flores

Neoschaftosida

Acetilvitexina

Neoisoschaftdsida

Cratenacina

8-Metoxikaempferol

Pinnatifidina

8-Metoxi-3-neohesperidosil kaempferol Hojas, Frutos

Naringenina-5,7-di-glucésido

Leucocianidina

Epicatequin-(43—8)-Epicatequin-(43—6)- Frutos

epicatequina

Proantocianidina A2 Hojas, Flores

Los flavonoides son compuestos fenélicos de 15 carbonos que se distribuyen en el
reino vegetal. En su estructura quimica, contienen un nimero variable de grupos
fendlicos. Funcionan como metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas, ademas de otorgarle proteccién frente a la accion de
los patdgenos y de los animales herbivoros; también pueden atraer a los animales
polinizadores (Solis, 2015).



Quimicamente, los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que

comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (Ce-C3-Cs), integrado por dos

anillos de fenilos ligados a través de un anillo de pirano (Russo y Speranza, 2006)
(Figura 4).

Figura 4. Esqueleto basico de los flavonoides (Russo y Speranza, 2006).

Segun Solis (2015) y Russo y Speranza (2006), los flavonoides (Figura 5) se

pueden clasificar en funcién de sus caracteristicas estructurales en:

1.
2.

4.

Flavanos, como las catequinas, con un grupo —OH en posicién 3 del anillo C.

Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un doble enlace

entre los carbonos C2-C3, un grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo —OH
en posicion 3 del anillo C. Suelen ser incoloros o amarillos y se encuentran
en las hojas de las plantas. Los flavonoles ayudan a la buena circulacion
sanguinea, mantienen los vasos sanguineos flexibles, y también ayudan a
mantener una funcion sana cerebral al elevar el flujp sanguineo en éareas
claves del cerebro.

Flavonas, como la diosmetina, que poseen un doble enlace entre los
carbonos C2-C3, un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo C y carecen del
grupo hidroxilo en posicién C3. Son metabolitos de color amarillo presentes
en algunas flores o frutos.

Antocianidinas, que tienen unido el grupo —OH en posicién 3 del cation flavilo

(anillo C) y con un patrén de sustitucion muy variado con otros grupos OH.
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Son pigmentos que confieren las coloraciones rojas, azules y violetas de

numerosas flores, frutos, hojas y semillas.

OH OH
OH OH
HO 0 HO o
OH OH
OH OH (0]
Quercetina

Catequinas

Diosmetina o
Antocianidinas

Figura 5. Caracteristicas estructurales de los principales tipos de flavonoides

(Russo y Speranza, 2006).

Las isoflavonas y las flavonas parecen ser igualmente activas, mientras que la
presencia de un grupo carbonilo en la posicién 4 y un doble enlace C2-C3 parecen
ser requisitos indispensables para el efecto vasodilatador. Los flavonoides ejercen
mayoritariamente un efecto vasodilatador en el musculo liso de aorta aislada, de
manera dependiente de la estructura del compuesto. En oposicion a lo dicho

anteriormente, determinadas moléculas de estructura flavonoide tienen una accién
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bifasica sobre los vasos sanguineos: vasoconstrictora a las concentraciones activas
mas bajas y vasodilatadora a concentraciones mayores. Es el caso de aquellos
compuestos que contienen tres grupos hidroxilos en posiciones contiguas de los
anillos A o B, como la baicaleina y la miricetina (Alvarez y Orallo, 2003).

Segun su capacidad para inducir vasorrelajacion, es posible clasificar los
flavonoides, teniendo en cuenta su potencia y su eficacia. El orden es el siguiente:
flavonas (apigenina y luteolina) > flavonoles (kaempferol y quercetina) > isoflavonas
(genisteina y daidzeina) > flavonoles (naringenina) > chalconas (floretina) >
antocianidinas (pelargonidina) > flavanoles [(+)-catequina y (-)-epicatequina). El
efecto vasorrelajante disminuye cuando el compuesto presenta mas grupos OH en
el anillo B, ya que esto afecta al farmacéforo en los flavonoides, es decir, al grupo
4’-OH. Parece que la presencia del grupo 3-OH en el anillo C o la glicosilacién de
este grupo OH también disminuye el efecto de relajacion. Cabe sefalar que los
compuestos con mejores efectos vasorrelajantes poseen un 5-OH, 7-OH, 4'-OH,
C(2)=C(3) y funcionalidades C(4)=0 (Xuy col., 2007).

El kaempferol, la quercetina, la vitexina y la rutina (Figura 6) son los flavonoides

mas abundantes en las hojas de Crataegus (Yang y Liu, 2012).

OH

HO o

OR,

OH (o]

R1 = R2 = H (Kaempferol)

R1 = H, R2 = OH (Quercetina) Vitexina
R1 = a-ramnopiranosil-1—6-f-
glucopiranosil, R2 = OH (Rutina)

Figura 6. Flavonoides méas abundantes en las hojas de Crataegus (Yang y Liu,
2012).
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La mayoria de las especies de Crataegus estudiadas se encuentran en los
continentes asiatico (China y Corea) y europeo. Algunos estudios quimicos de
especies mexicanas condujeron al aislamiento de los acidos ursolico y corosolico,
asi como a la identificacion de la rutina, el kaempferol, la quercetina y la (+)—
catequina en el extracto metandlico de las hojas de Crataegus gracilior (Hernandez-
Pérez y col.,, 2014). De las flores de Crataegus gracilior, se aislaron los &cidos
corosoélico y euscapico, asi como el daucosterol (Torres-Ortiz y col., 2019) vy, de las
fracciones poco polares del extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei, se
aislaron e identificaron los &cidos ursdlico, 3-epicorosolico, maslinico y euscapico
(Figura 7) (Lépez-Fitz, 2019).

1: Acido ursdlico 2: Acido euscapico

29 30

-
~
-
-
-

HO,,

HO"

3: Acido 3-epicorosélico ]
4: Acido maslinico

Figura 7. Estructuras de los acidos triterpénicos caracterizados en las hojas de C.
rosei (Lopez-Fitz, 2019).
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2.3. Extractos vegetales estandarizados

2.3.1. Generalidades

La fitofarmacologia es la rama de la farmacologia que se dedica al estudio de los
extractos estandarizados de plantas medicinales. Los extractos estandarizados son
de alta calidad y contienen niveles consistentes de compuestos especificos.
También se conocen como fitomedicamentos y en México, como medicamentos
herbolarios. La mayoria de los fitomedicamentos contienen humerosos compuestos.
La calidad de produccion, los procedimientos de manufactura y especialmente la
estandarizacion del extracto son particularmente importantes en el desarrollo y

produccion de los fitomedicamentos (Romero-Cerecero y Tortoriello-Garcia, 2006).

2.3.2. Extractos estandarizados del género Crataegus

Los extractos obtenidos de frutos, hojas y flores de Crataegus pueden prevenir la
hipertension, ayudan a mejorar la circulacion sanguinea, la disfuncion miocardica,
la aterosclerosis, la dislipidemia y la insuficiencia cardiaca (Dong y col., 2017). Estos
extractos presentan ademdas efectos inotrOpicos positivos, antiagregantes
plaguetarios, vasodilatadores y protectores del endotelio. También reducen la
migracion y proliferacion de células musculares lisas y ejercen efectos protectores
contra isquemia/lesion por reperfusién y efecto antiarritmico (Wang y col., 2013).
Los extractos estandarizados mas usados y estudiados de Crataegus son WS®
1442 y LI® 132, los cuales son obtenidos a partir de las hojas y las flores. El extracto
WS® 1442 (Figura 8) es utilizado para tratar la insuficiencia cardiaca congestiva de
clase Il (Bubik y col., 2012). Algunos de los efectos benéficos de este extracto para
tratar enfermedades cardiovasculares se deben a que contiene flavonoides
monoméricos y procianidinas oligomericas (Furst y col., 2010), aunque Zorniak y
colaboradores (2017) también demostraron que este extracto estandarizado
presenta algunos efectos secundarios, como Vértigo, mareos, nauseas, fatiga,

sudoracion, palpitaciones, dolor de cabeza y epistaxis.
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CardioMax;

WS® 1442

Strength for an active life

Supports and maintains healthy
cardiovascular and heart function

Eaeh: labiel contisns 450mg of WS* 1442, a wricuo proprctary eatract fom the leaves
an3 fowers of Hawinom (Crataegus sp )
Equiv. % 2 3850 cry leaf and flowes

30 x 450mg tablels

Figura 8. Extracto estandarizado WS® 1442 (Furst y col., 2010).

Por su parte, el extracto LI® 132 es utilizado como tratamiento complementario de
la insuficiencia cardiaca crénica, ayudando a controlar los sintomas. Sin embargo,
dentro de los estudios realizados, también se encontraron algunos efectos
secundarios como mareos, vértigo, molestias gastrointestinales, dolor de cabeza,

migrafia y palpitaciones (Wang y col., 2013).

2.4. Enfermedades cardiovasculares (ECV)

Las ECV afectan principalmente al corazén y a los vasos sanguineos. EI aumento
de las ECYV tiene una relacion directa con factores de riesgo de tipo cardiovascular,
cuya presencia confiere una mayor probabilidad de sufrir estas enfermedades. Los
principales factores de riesgo cardiovascular son: alteraciones en el peso,
inactividad fisica, ingesta de alcohol y consumo de tabaco para la poblacion
mexicana. Aunque hay poca informacién que relacione las condiciones de trabajo,
el estrés laboral y las horas de descanso con las ECV, se empieza a reconocer el
impacto que éstos ejercen en la aparicion de estas enfermedades (Castro-Juarez y
col., 2018).

En México, datos estadisticos del INEGI (2021) colocan a las enfermedades del
corazon, las cuales ascendieron a un total de 113,899, en el segundo lugar entre

las diez principales causas de muertes, destacando en particular las isquémicas del
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corazbn (Tabla 2). En el primer lugar, estuvieron las muertes causadas por el
COVID-19 con 145,159 en 2020 (Tabla 2).

Tabla 2. Principales causas de muerte en México (INEGI, 2021).

Posicién Hombres Mujeres Total

1 COVID-19 COVID-19 COVID-19
89,716 55,437 145,159

2 Enfermedades del | Enfermedades del | Enfermedades del corazon
corazon corazén 113,899
62,617 51,276

3 Diabetes mellitus Diabetes mellitus Diabetes mellitus
38,355 36,056 74,418

4 Tumores malignos | Tumores malignos Tumores malignos
21,482 22,714 44,197

5 Enfermedades del Enfermedades Influenza y neumonia
higado cerebrovasculares 20,956
15,041 9,161

2.4.1. Principales enfermedades cardiovasculares
24.1.1. Hipertension arterial (HTA)

La presion arterial es la medicion de la fuerza ejercida contra las paredes de las
arterias a medida que el corazén bombea sangre al cuerpo. Segun la Secretaria de
Salud, el valor 6ptimo debe ser 120/80 mmHg vy el valor normal tiene un rango de
120/80 mmHg a 129/84 mmHg, segun el estilo de vida de la persona. Hipertensién
es el tétrmino que se utiliza para describir la presion arterial alta. Se dice que una
persona tiene HTA, cuando la presion sistdlica es igual o mayor a 140 mmHg vy la
presién diastdlica es igual o mayor a 90 mmHg. La HTA es uno de los factores de
riesgo mas importantes para la enfermedad vascular cerebral y ha aumentado a

causa del alto consumo de sodio y grasas saturadas, el tabaquismo, la obesidad, la
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inactividad fisica y las dietas bajas en frutas y verduras (Gonzalez-Guzman y Alcala-
Ramirez, 2010).

La OMS vy la sociedad internacional de hipertension clasifican a los farmacos
antihipertensivos en seis grupos, de acuerdo con su mecanismo de accién (Cruz-
Aranda, 2019) (Tabla 3).

Tabla 3. Farmacos antihipertensivos de acuerdo con su mecanismo de accion.

Mecanismo de accidén Ejemplo de farmacos Referencia

Fentolamina, Prazosina
a-bloqueantes ) ] Florez, 2014
Fenoxibenzamina

Propranolol, Nadolol,
B-bloqueantes Laurent, 2017
Metoprolol

Antagonistas de canales o o
Amlodipino, Felodipino,

de Ca?*dependientes de _ o Florez, 2014
ita Nicardipino
voltaje
o Hidroclorotiazida, Saturno-Chiu,
Diuréticos _
Clortalidona 2017

Inhibidores de la enzima
convertidora de Captopril, Enalapril, Ramipril ~ Kaur y col., 2015

angiotensina (IECASs)

Antagonistas de los
Losartan, Valsartan,
receptores de Laurent, 2017
. ' Irbesartan
angiotensinall (ARA II)

2.4.1.2. Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica se produce cuando se obstruye una arteria del corazén.
Si es de manera lenta, se habla de angina de pecho; si se tapona de forma rapida,
es cuando se produce un infarto. Es la primera causa de muerte en adultos en el
mundo. La modificacién de los estilos de vida es el factor fundamental para evitar o

prevenir esta enfermedad. La prevalencia de cardiopatia isquémica aumenta con la
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edad y es superior en los hombres que en las mujeres. Se calcula que la incidencia
de enfermedad coronaria en edades de entre 65 y 94 afnos se duplica en los varones
y se triplica en las mujeres respecto a edades entre 35 y 64 afios. En los hombres,
se presenta con mayor frecuencia en forma de infarto, mientras que en las mujeres
es mas frecuente que desarrollen la angina de pecho o angina pectoris (Clinic
Barcelona, 2022).

2.4.1.3. Angina de pecho

Cuando la arteria coronaria se encuentra obstruida de forma significativa,
habitualmente con una reduccion de mas del 75% de su luz, pueden empezar a
aparecer sintomas secundarios a la falta de oxigeno en las células del musculo
cardiaco. Esa falta de irrigacion sanguinea se traduce en forma de dolor en el pecho
gue aparece normalmente cuando se realiza un esfuerzo (Clinic Barcelona, 2022).
Segun Gimenez-Serrano (2004), en funcion de la forma en que se manifieste, se
pueden distinguir varios tipos de angina de pecho:

o Angina estable, que ocurre cuando el corazon trabaja mas fuerte de lo usual
y se trata con descanso.

o Angina inestable, la cual no sigue un patrén y puede ocurrir sin hacer algun
esfuerzo fisico. Es la méas peligrosa, ya que no desaparece, ni con reposo, hi con
medicinas.

o Angina variable, que ocurre cuando el paciente esta descansando; es tratable

con medicamentos.

2.4.1.4. Infarto agudo al miocardio (IAM)

El IAM es la primera causa de muerte en México. A diario, decenas de mexicanos
en edad productiva fallecen a causa del IAM, para el cual no existe un programa
nacional dirigido a su tratamiento (IAM-Salud, 2017). Si la falta de oxigeno es mas
grave o prolongada, algunas células del corazon pueden llegar a morir; es lo que se

conoce con el término necrosis o infarto de miocardio. Aunque los sintomas pueden
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ser muy parecidos a los de la angina de pecho, en el caso de infarto, el dolor puede
ser mas intenso y duradero (Clinic Barcelona, 2022).

Segun Defilippo (2018), existen diferentes tipos de infarto de miocardio (Figura 9):
o Infarto anterior: la obstruccion se localiza en la arteria coronaria izquierda e
influye negativamente en la circulacién sanguinea hacia el ventriculo izquierdo. Se
considera el tipo mas grave de infarto cardiaco y la zona afectada se encuentra en
la parte anterior del musculo cardiaco.

o Infarto posterior o inferior: es menos grave con respecto al infarto anterior. La
obstruccion esta situada en una de las dos ramas de la arteria coronaria derecha.
Afecta sobre todo al tejido muscular cardiaco en el lado posterior del ventriculo
derecho.

o Infarto lateral: es causado por la oclusién de la arteria circunfleja y provoca

un infarto en la parte posterior y lateral del ventriculo izquierdo.

Infarto posterior Infarto anterior
del miocardio del miocardio

Figura 9. Tipos de infartos agudos al miocardio (Defilippo, 2018).

19



2.5. Estudios quimicos de metabolitos secundarios

2.5.1. Métodos de separacion e identificacion de metabolitos secundarios
Aunque hay numerosos métodos de separacion de metabolitos secundarios que se
emplean, de acuerdo a la naturaleza de los compuestos, los mas versatiles hacen
uso de las diferentes cromatografias. La cromatografia es un método fisico de
separacion en el que los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una
de las cuales esta en reposo (fase estacionaria), mientras que la otra (fase movil)
se mueve en una direccion definida (Coskun, 2016).

Segun Gonzalez-Benito (2016), la técnica cromatografica de purificacion consiste
en separar mezclas de compuestos en funcion de su diferente afinidad entre ambas
fases (estacionaria y moévil). Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria y
de la fase movil, se pueden diferenciar los siguientes tipos de cromatografia:

o Cromatografia sélido-liquido, en la que la fase estacionaria es sélida y la

movil es liquida.

o Cromatografia liquido-liquido, en la que ambas fases son liquidas.

o Cromatografia liquido-gas, en que la fase estacionaria es liquida y la movil
es gaseosa.

o Cromatografia solido-gas, en que la fase estacionaria es un sélido y la movil

es gaseosa. Esta se conoce cominmente como cromatografia de gases (CG).
De las cromatografias para la separacion de compuestos no facilmente
volatilizables, las mas usadas son la de capa fina y la de columna. De esta Ultima,

destaca la de liquidos de alta resolucion.

2.5.1.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia plana (CP) consiste en la separacion de mezclas de compuestos
organicos, utilizando capas finas de adsorbentes. La CP mas usada es la muy
popular de capa fina (CCF), que es la mas facil de realizar y la mas barata para la
separacion de productos naturales. Sin embargo, los extractos de productos
naturales son quimicamente muy complejos que pueden contener compuestos

neutros, acidos, basicos, lipofilicos, hidrofilicos y anfiflicos (como los aminoacidos).
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Esa complejidad constituye un reto a veces muy dificil de superar, por lo tanto, el
método tiene alcances muy limitados para lograr la separacion de mezclas tan
complejas. Por otra parte, la identificacion de compuestos mediante este método
requiere de estdndares y se limita a la disponibilidad de los mismos. Por eso, se
recurre a técnicas de mayor potencia de resolucion, sobre todo para compuestos
desconocidos (Gibbons, 2006).

25.1.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Para el analisis de muestras vegetales, se requieren técnicas cromatograficas muy
selectivas y sensibles, ya que la composicion de dichas muestras es muy compleja.
Es por esto que se emplea la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion.
En esta técnica, se utilizan detectores como los de ultravioleta-visible (UV-Vis),
programables a una o mas longitudes de onda. Estos detectores permiten
diferenciar los compuestos quimicos que se estén analizando. La cromatografia de
liguidos permite una mejor resolucién entre compuestos a diferencia de otras
técnicas. El tamafio de particula de la fase estacionaria va desde 10 um hasta 3 pm,
lo cual permite una mejor separacién de compuestos, aunque esta acompafada del
desarrollo de altas presiones dentro de la columna (Sarker y Nahar, 2012).
Finalmente, es importante destacar que varias de esas técnicas suelen acoplarse
para la separacion y la identificacién simultaneas de los compuestos presentes en
una matriz de origen natural (planta, bacteria, hongo, o animal), siendo las méas
versatiles, la HPLC-EM y la HPLC-RMN.

2.5.2. Métodos de identificacion

25.2.1. Espectrometria de masas (EM)

La técnica se basa en la imparticion de carga a las moléculas y en su fragmentacion,
asi como en analizar dichos fragmentos para la reconstitucion de las estructuras
originales de los compuestos naturales. Las técnicas de ionizacién mas empleadas
en EM son: impacto electrénico (IE), ionizacion quimica (IQ) y la electronebulizacién

también conocida como “Electrospray’. Esta ultima constituye un método de
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ionizacion suave, lo que permite determinar la masa molecular de un compuesto,

dato fundamental para la elucidacién estructural de un compuesto (Talha, 2020).

22



3.  JUSTIFICACION

Estudios previos han demostrado que las plantas del género Crataegus presentan
varias actividades farmacoldgicas, debido a los metabolitos secundarios que
contienen, habiendo sido hasta la fecha los flavonoides los de mayor interés. Estas
plantas se han utilizado en la medicina tradicional de muchos paises, incluyendo
México, para tratar diversas enfermedades cardiovasculares (ECV), entre ellas la
hipertension arterial, la cardiopatia isquémica, la arteriosclerosis, la angina de
pecho, la insuficiencia cardiaca, el infarto al miocardio, enfermedades
cerebrovasculares, etc., lo que es de suma importancia ya que las ECV son la
principal causa de muerte en Meéxico. El tratamiento de esas enfermedades
mediante el uso de medicamentos alépatas es muy costoso, ademas de acarrear
muchos efectos indeseables. Por esta razdn, varios paises, sobre todo
desarrollados, como Alemania, China, Estados Unidos y Canad& han desarrollado
extractos estandarizados a partir de especies de Crataegus que crecen en sus
territorios. Dichos extractos se encuentran actualmente en el mercado para su uso
clinico. En cambio, pocas de las 15 especies mexicanas han sido objeto de
evaluacion quimica y farmacoldgica. En el presente trabajo, se estudiaron las tres
fracciones mas polares obtenidas del extracto metandlico de las hojas de Crataegus
rosei para identificar sus compuestos y para determinar su actividad vasodilatadora.
Los resultados obtenidos de esos estudios contribuyeron a validar el uso tradicional
de la planta para tratar la hipertension y, al mismo tiempo, proyectar la obtencion de
un extracto estandarizado eficaz y mas accesible para las personas que padecen
ECV.
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4.  HIPOTESIS
Las fracciones mas polares del extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei
presentan mayor actividad vasodilatadora que la del extracto que le dio origen,

debido a su alto contenido de compuestos fendlicos.

5. OBJETIVOS
5.1. General
Caracterizar quimicamente y determinar la actividad vasodilatadora de las
fracciones mas polares del extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei y la

de sus constituyentes mayoritarios.

5.2. Especificos
o Determinar la actividad vasodilatadora de las fracciones mas polares del
extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei en aorta aislada de rata macho

de la cepa Wistar.

o Obtener los constituyentes mayoritarios de las fracciones mas polares con

mayor actividad vasodilatadora.

o Identificar la estructura quimica de los constituyentes mayoritarios.

. Determinar la actividad vasodilatadora en aorta aislada de rata de los

compuestos identificados en caso de no estar reportada.
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6. METODOLOGIA

6.1. Obtencion de las fracciones objeto de estudio

Las fracciones mas polares (406, 407 y 408) que fueron objeto del presente estudio
derivaron del fraccionamiento primario del extracto metanolico de las hojas de
Crataegus rosei, cuya metodologia se describe en la tesis de maestria de Diana
Lopez Fitz (2019) de donde se obtuvieron 419 fracciones. En resumen, dichas
fracciones eluyeron de la columna de fraccionamiento con metanol al 100%. Fueron
seleccionadas por su alta polaridad y porque contaban con mayor rendimiento en
comparacién con las otras. Primeramente, fueron analizadas por separado para

determinar su complejidad quimica mediante CCF y después, mediante HPLC-DAD.

6.2. Evaluacion farmacolégica

6.2.1. Modelo experimental

La evaluacién farmacoldgica se realizé en ratas macho de la cepa Wistar con un
peso aproximado de 275-325 g. Los animales se obtuvieron del Bioterio del Instituto
de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, campus
Juriquilla, Querétaro, México. Durante su estadia, los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de laboratorio, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas con
libre acceso a agua purificada y alimento (Rodent LabDiet 5001, PMI). EI manejo de
los animales de experimentacion se realizO de acuerdo con las especificaciones
establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

6.2.2. Preparacion de las fracciones

Las fracciones 406-408 fueron seleccionadas por su alta polaridad y porque
contaban con mayor rendimiento en comparacion con las otras que eluyeron con
metanol. Primeramente, se realizd el ensayo farmacolégico con 30 mg de la mezcla
de las fracciones 406 y 407. A esta se la agregaron 60 yuL de DMSO y se agité en
un Vortex durante 20 min para obtener una solucién homogénea. Después, se le

adicionaron 1,740 uL de agua destilada, agitando nuevamente en el Vortex y a partir
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de esta solucidn, se realizaron dos diluciones (1:10 y 1:100). Después, se realizo el
ensayo farmacoldgico con la mezcla de las tres fracciones siguiendo la misma

metodologia.

6.2.3. Ensayo farmacoldgico ex vivo en aorta de rata

Para la evaluacion de la actividad vasorrelajante de las fracciones, se llevd a cabo
el ensayo de aorta aislada de rata de acuerdo con la metodologia desarrollada por
Ibarra-Alvarado y col. (2010). Los animales fueron sacrificados por decapitacion
conforme al apartado 9.5.3.3 de la NOM-062-ZO0-1999 con previa anestesia por
inhalacion de isoflurano. Posteriormente, se extrajo la aorta toracica, la cual se
coloco en cajas de Petri que contenian solucion de Krebs-Henseleit (NaCl 126.8
mM, KCI 5.9 mM, CaCl2 2.5 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCOs3 30 mM
y D-glucosa 5.0 mM con un pH 7.4) oxigenada de manera continua con carbdgeno
(95% O2y 5% COz2). La aorta se lavd con solucién Krebs-Henseleit para evitar la
formacion de coagulos intravasculares y se eliminé el tejido conectivo. La aorta se
corté en anillos de 4 a 5 mm de longitud, los cuales se sujetaron entre ganchos de
acero inoxidable y se colocaron en camaras de incubacién de 5 mL con solucién de
Krebs-Henseleit a 37 °C, con un burbujeo constante de carbdgeno. El tejido se
equilibré durante 60 minutos bajo una tensién de 1.5 g. Para verificar la integridad
de los anillos, se precontrajeron con una solucién de 100 mM de KCI durante 15 min
hasta que alcanzaron un valor estable de contraccién (fase de meseta).
Posteriormente, el medio del bafio se cambié 3 veces cada 15 minutos. Despues,
el tejido se contrajo con 50 pL de fenilefrina (1 uM) y se registré la fuerza de
contraccion desarrollada. Una vez alcanzada la contraccion maxima, se adicionaron
las fracciones en concentraciones crecientes acumulativas (1 pg/mL, 3.16 pg/mL,
10 pg/mL, 31.6 pg/mL, 100 pg/mL, 316 pg/mL, 1000 pug/mL) a intervalos de tiempo
(10 minutos) para obtener una relajacion estable con cada concentracion. La
acetilcolina (ACh) fue utilizada como control positivo, empleando las mismas

concentraciones que fueron preparadas para la mezcla de las fracciones.
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La tension isométrica se midié con un transductor de desplazamiento de fuerza
Grass modelo FTO3 unido a un poligrafo de marca Grass 7D. Las respuestas se
expresaron como el porcentaje de la contraccion inicial alcanzada al adicionar la

fenilefrina.

6.3. Analisis estadistico en los ensayos farmacoldgicos

En las evaluaciones farmacoldgicas, se realizaron 4 réplicas para cada una de las
concentraciones. Los resultados fueron expresados como el promedio * el error
estandar del promedio (SEM). Se construyeron curvas concentracion-respuesta del
efecto vasodilatador de las fracciones, mediante el programa PRISMA 6.0 Graph
Pad (Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA) y, en cada caso, se determind

la concentracion efectiva media (CEso) y el efecto maximo (Emax).

6.4. Estudio quimico

6.4.1. Métodos de separacién y purificacion

6.4.1.1. Cromatografia en capafina (CCF)

Para el analisis preliminar de los perfiles quimicos de las fracciones, se utilizaron
cromatofolios recubiertos de gel de silice (Silica gel 60 F2s54 Merck) de 3 cm x 7 cm.
Las eluciones se llevaron a cabo, utilizando diclorometano (CH2Cl2) y metanol
(MeOH) en diferentes proporciones. La deteccidn de los compuestos se realizo
utilizando una lampara UV-Vis a las longitudes de onda de 254 y 365 nm y el
cromogeno sulfato cérico amoniacal dihidratado [(NH4)4Ce(S0Oa4)4.2H20)] con
calentamiento a 80 °C. Los resultados obtenidos de este analisis preliminar sirvieron
de guia para definir el tipo de columna y la composicién de las fases moviles en la
cromatografia de liquidos de alta resolucion para la purificacion de sus

constituyentes individuales.

27



6.4.1.2. Cromatografia de liquidos
Para ampliar la identificacién del mayor nimero de constituyentes quimicos de las
fracciones objeto de estudio, se emplearon dos sistemas cromatograficos de

liquidos (HPLC) diferentes, acoplados cada uno a un diferente detector.

6.4.1.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada a un
detector de arreglo de Diodos (HPLC-DAD)

Los andlisis se llevaron a cabo en un cromatdégrafo marca Waters (Waters
Chromatography Divison, Milford, MA, USA), integrado por una bomba cuaternaria
de entrega automatica de disolventes (fases méviles), modelo e2695 acoplado a un
detector de arreglo de Diodos (DAD), modelo 2998. Debido a la polaridad de las
fracciones, como fase estacionaria, se utilizd una columna analitica de fase revesa
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5 Micron) (Agilent Technologies Inc,
Santa Clara, CA, USA). La adquisicion y el procesamiento de datos se llevo a cabo
utiizando el programa Empower3 (Waters).
Se utilizaron dos métodos para la caracterizaciéon de flavonoides. Las condiciones
para el primero fueron las siguientes:

e Fase A: 99% de agua y 1% de acido fosférico.

e Fase B de 99% de metanol y 1% de acido fosforico.
El flujo fue de 0.8 mL/min, el volumen de inyeccion de 40 pL, la A de deteccion de
380 nm y el tiempo de corrida de 65 min. En la Tabla 4, se muestra la composicion

del gradiente empleado para este analisis.
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fracciones 406-408.

Tabla 4. Método 1 utilizado para la identificacion de flavonoides en la mezcla de las

Composicion de la fase movil
Tiempo (min) Fase A Fase B
0 100% 0%
45 0% 100%
55 100% 0%
65 100% 0%

El segundo método (Método 2) fue similar al primero.

e Fase A: 99% de agua y 1% de acido acético 0.0125N.

e Fase B: acetonitrilo.
El flujo fue de 0.8 mL/min, el volumen de inyeccién de 40 pL, la A de deteccion de
280 nm y el tiempo de corrida de 30 min. En la Tabla 5, se muestra la composicion

del gradiente empleado para este analisis.

Tabla 5. Método 2 utilizado para la identificacién de flavonoides enla mezcla de las

fracciones 406-408.

Composiciéon de la fase movil
Tiempo (min) Fase A Fase B
0 95% 5%
2 95% 5%
5 85% 15%
20 50% 50%
25 95% 5%
30 95% 5%
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6.4.1.4. Cromatografia de liquidos de altaresolucién acoplada a un detector
de masas (HPLC-EM)

El analisis mediante espectrometria de masas se llevé a cabo en un equipo Acquity
UPLC I-class con un detector de arreglo de diodos acoplado a un espectrometro de
masas con fuente de ionizacion ESly tiempo de vuelo VION IMS marca Waters. Las
condiciones del andlisis fueron las siguientes:
La muestra fue diluida en metanol grado espectrometria de masas a una
concentracion de 1 mg/mL. La columna empleada fue BEH C18, 2.1 x 100 mm, 1.7
um de tamafio de particula.
Las fases moviles empleadas fueron:

e Fase A: 95% de agua acidulada con acido férmico a una concentracion de

0.0125 N y 5% de acetonitrilo.

e Fase B: una mezcla de 50% de agua acidulada.
La composicién del gradiente empleado se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones para el analisis de la mezcla de las fracciones 406 y 407
mediante HPLC-EM.

Composiciéon de la fase movil

Tiempo (min) Fase A Fase B
0 100% 0%
0.73 100% 0%

2.73 77.5% 22.5%

12.73 0% 100%
16.07 100% 0%
22.73 100% 0%

El flujo fue de 0.21 mL/min, la temperatura de la columna de 35 °C, la temperatura
de la muestra de 10 °C y el volumen de inyeccién de 2.8 uL. Se llevé a cabo un
barrido de absorbancia de 210 a 600 nm con canales especificos de 214, 280, 320

30



y 360. La ionizacién se efectué en modo negativo. El modo de andlisis fue MSE, en
el que la energia de colisién baja fue de 6 eV con una rampa de 15 a 45 eV en alta
energia. El rango de masas se considero de 50 a 1000 m/z. El voltaje del capilar
empleado fue de 2 kV, la temperatura de la fuente de 150 °C y la temperatura de
desolvatacion de 400 °C. Se us6 argén como gas de colision y desolvatacion con
un flujo de 50 L/h, respectivamente y un voltaje de cono de 40 V. Se utiliz6 leucina
encefalica en una concentracion de 200 pg/uL como referencia para la correccion
de masas con un flujo de 10 pL/min.

Para el analisis de datos, se emple6 el Software Unifi 1.9 SR 4 con bibliotecas
propias del Laboratorio Especializado en Andlisis de Alimentos. Se estableci6 la
tolerancia de coincidencia de objetivos de 5 ppm. Para la identificaciéon de
fragmentos, se compar6 con patrones de fragmentacion reportados en PubChem,
FooDB versién 1.0, HMDB versién 5.0 y MassBank of North America (MoNA).

6.4.1.5. Cromatografia en columna abierta (CC)

Para el aislamiento y purificacion de los compuestos de las fracciones, se siguio la
metodologia fitoquimica tradicional usada de manera rutinaria. Se mezclaron las
tres fracciones mas polares del extracto metandlico de las hojas de Crataegus rosei,
dando un peso 1.8965 g. Esta muestra fue adsorbida en 5.9 g de gel de silice
(Kiesegel 60 Merck, tamafio de poro 60 A, malla de 70-230, tamafio de particula
0.063-0.200 mm). Posteriormente, la muestra adsorbida seca se aplicO en una
columna de vidrio de 5 cm de diametro y 65 cm de alto, previamente rellenada con
421 g de gel de silice suspendida en diclorometano. El gradiente de elucién estuvo
formado por distintas proporciones de diclorometano y metanol, iniciando con 100%

del primero y terminando con 100% del segundo.

6.5. Hidrdlisis 4cida de la mezcla de las fracciones 406-408
Se llevé a cabo una reaccién quimica de hidrélisis acida a la mezcla de las
fracciones 406, 407 y 408, para lo cual se colocaron 400 pL de &cido sulfurico

(H2S04) 1.5 N en un matraz volumétrico de 10 mL y se aforé con agua destilada;
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por otro lado, en un matraz balén provisto de un agitador magnético, se afadieron
30 mg de la mezcla de las fracciones y 10 mL de la solucion de H2SOa. La reaccién
se llevo a cabo a 95 °C en un bafio de aceite durante 3 horas.

Transcurrido el tiempo de reaccién, se dejé enfriar aproximadamente durante 25
min. En un embudo de separacion, se coloco el resultado de la reacciony 10 mL de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 10% para neutralizarla. Después, la mezcla se
extrajo con acetato de etilo (3 x 10 mL) y la fase organica se sec6 con sulfato de
sodio anhidro (Na2S0a4), se filtr6 por gravedad y se concentré a sequedad a presion
reducida en el evaporador rotatorio. Posteriormente, se analizé dicha fase mediante

HPLC, utilizando el método 2 (ver Tabla 5, pagina 29).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Estudios quimicos

7.1.1. Hidrolisis acida de la mezcla de las fracciones 406-408

El producto obtenido de la reaccion de hidrolisis acida se analizd6 mediante HPLC y
se obtuvo el siguiente cromatograma (Figura 10), en donde se pueden observar 6
picos mayoritarios. Basandonos en los tiempos de retencion (TR) de los picos de la
muestra y de los estdndares, se pudo deducir que se trataba de los compuestos
indicados en la Tabla 7.
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Figura 10. Cromatograma HPLC del producto de hidrélisis acida de la mezcla de

las fracciones 406-408.

Tabla 7. Compuestos identificados mediante la comparacion de los TR de los picos

de la muestra con los de los estandares.

TR experimental TR estandar Compuesto
12.97 min 13.01 min (+)-Catequina
16.11 min 16.22 min Ac. cumarico
17.84 min 17.46 min Ac. rosmarinico
18.06 min 18.68 min Miricetina
20.33 min 20.90 min Luteolina
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La (+)-catequina pertenece a la clase de los flavanoles, carece por lo tanto
del carbonilo en C(4) y del C(2)=C(3). Su efecto de relajacién vascular es
muy débil (Xu y col., 2007).

El acido cumérico suprime la formacion de adipocitos (células
almacenadoras de grasas) (Abarca-Vargas y Petricevich, 2018).

El &cido rosmarinico es un acido abundante en el romero y tiene efectos
antivirales, antiparasitarios, antioxidantes, antiinflamatorios, entre otros, asi
como accion diurética (Avila-Sosa y col., 2012).

La miricetina es un compuesto con una triple sustitucién hidroxiica en
posiciones contiguas del anillo B, por lo tanto, tiene una accion bifasica sobre
los vasos sanguineos: vasoconstrictora a las concentraciones activas mas
bajas y vasodilatadora a concentraciones mayores (Alvarez y Orallo, 2003).
La luteolina es un ejemplo de flavonas sin un grupo OH en la posicion 3 del
anillo C. Parece que la presencia de este grupo (OH en el anillo C) o la
glicosilacion de este, atenta el efecto de relajacion, por lo que la luteolina es
un buen compuesto relajante (Xu y col., 2007). Algunos estudios muestran
que la luteolina relaja el musculo liso independientemente del 6xido nitrico,
otros reportan que este compuesto presenta un efecto vasodilatador tanto
dependiente como independiente de este transmisor gaseoso (Si y col.,
2014).

Andlisis de las fracciones individuales 406, 407 y 408 mediante HPLC-

DAD

Para la implementacion de condiciones éptimas de separacion de los constituyentes

individuales de las fracciones seleccionadas, estas fueron analizadas por separado

primeramente mediante CCF, sin lograr identificar un sistema de elucién éptimo.

Después, se analizaron mediante HPLC-DAD, por separado, utilizando el método 1

(Tabla 4, pagina 29) y se obtuvieron los siguientes cromatogramas (Figuras 11 y
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Figura 11. Cromatograma HPLC de la fraccidén 406 del extracto metandlico de las

hojas de Crataegus rosei.
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Figura 12. Cromatograma HPLC de la fraccion 407 del extracto metandlico de las

hojas de Crataegus rosei.
Al comparar ambos cromatogramas, no se observaron diferencias significativas y

por lo tanto, se tomod la decision de mezclar ambas fracciones, cuyo andlisis
mediante HPLC-DAD genero el siguiente cromatograma (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma HPLC de la mezcla de las fracciones 406 y 407.

En el cromatograma de la mezcla de fracciones 406 y 407, se observaron 3 picos
mayoritarios, de los cuales, 2 pudieron ser identificados al comparar el TR
experimental con el TR de los estandares, identificando asi, en el pico del minuto
24.84 a la vitexina y en el pico del minuto 26.51 a la rutina. Utilizando el mismo
método de comparacion de los TR, se identificd en el pico del minuto 19.22 a la

epicatequina.
Posteriormente, un analisis de la fraccion 408 del extracto metandlico mediante

HPLC, utlizando el método 1 (Tabla 4, pagina 29), generd el siguiente

cromatograma (Figura 14).
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Figura 14. Cromatograma HPLC de la fraccion 408 del extracto metandlico de las

hojas de Crataegus rosei.

Su perfil cromatografico generado mediante el método 2 (Tabla 5, pagina 29) fue
practicamente superponible con el de las dos fracciones anteriores reunidas, lo que
determind que se juntaran las 3 fracciones. El perfil cromatogréafico de la fracciéon

reunida se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Cromatograma HPLC de la mezcla de las fracciones 406-408.
En este cromatograma, se pudo observar la presencia de 4 picos mayoritarios, pero

lamentablemente, no se contaba con todos los estandares y no se logré la

identificacion de estos mediante HPLC-DAD.
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7.3. Andélisis de la mezclade las fracciones 406 y 407 mediante HPLC-EM

Para comprobar la identidad de los compuestos antes mencionados en la mezcla
de fracciones (Figura 13) e identificar el mayor nimero de los constituyentes
quimicos de la muestra formada por las 2 fracciones reunidas, estas se analizaron
mediante HPLC-EM, utilizando las condiciones de la Tabla 6, pagina 30, y se

obtuvo el cromatograma de la Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma HPLC-EM de la mezcla de las fracciones 406 y 407.

En el cromatograma obtenido mediante HPLC-EM, se puede observar que la mezcla
de fracciones efectivamente contiene los 3 compuestos identificados por la
comparacion de los TR y espectros UV-Vis experimentales y estdndares auténticos,

es decir, la epicatequina, la vitexina y la rutina.

e La (-)-epicatequina al igual que la (+)-catequina, tiene efecto de relajaciéon
vascular muy débil (Xuy col., 2007).

e La vitexina puede disminuir la presion arterial y ejercer un efecto
antiinflamatorio. También, ejerce efectos de proteccion de la hipertrofia
cardiaca e inhibe la agregacion plaquetaria, la contractilidad vascular y la
apoptosis (Che y col., 2016).

e La rutina es un flavonol con glicosilacion en la posicion 3-OH. Su efecto de

relajacion es muy débil. Esto puede ser debido a la presencia del voluminoso
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disacarido rutinosa que causa impedimento estérico en la modificacion del
grupo 3-OH (Xuy col., 2007).

7.4. Fraccionamiento por CC de lamezcla de las fracciones 406-408

Una vez analizada la mezcla de las fracciones (406, 407 y 408), esta se pesO y se
obtuvieron casi 2 gramos.

Después, se llevo a cabo su fraccionamiento mediante CC y se obtuvieron 245
fracciones, las cuales fueron agrupadas de acuerdo con su perfil cromatografico en
CCF como se muestra en la Tabla 8.

Enla misma tabla se puede observar que el sistema de elucion comenzd con 100%
de CH2Cl2 y terminé con CH2Cl2:MeOH (35:65), esto ocurrié ya que, al realizar las
pruebas de solubilidad, las ultimas fracciones resultaron ser insolubles en metanol
y agua y no se continu6 con la elucion hasta agregar 100% metanol como se habia
contemplado en la metodologia (ver apartado 6.4.1.5., pagina 31).

También cabe mencionar que el rendimiento de las fracciones agrupadas fue muy

bajo y no se pudo determinar en la mayoria de los casos.

39



Tabla 8. Fracciones colectadas y agrupadas de la cromatografia en CC.

FASE MOVIL FRACCIONES FRACCIONES PESO
COLECTADAS | AGRUPADAS | (mg)
CH2Cl2 1 1-3 ND*
CH2Cl-MeOH (95:05) 2-6
7-15 ND
CH2Cl2>-MeOH (90:10) 7-20 16-20 ND
27-38 ND
48-53 ND
54-60 ND
CH2Cl2-MeOH (85:15) 21-115 70-104 ND
CH2Cl>-MeOH (80:20) 116-125
139-157 ND
164-183 83.5
CH2Cl2-MeOH (75:25) 126-190 184-205 48.7
CH2Cl2-MeOH (65:35) 191-212
209-225 11.0
CH2Cl2-MeOH (50:50) 213-229
CH2Cl>-MeOH (35:65) 230-245

*ND = No determinado.

7.4.1. Analisis cromatografico de las fracciones colectadas mediante CCF

Se analizaron por separado algunas de las fracciones colectadas. Las fracciones
con perfil cromatografico relativamente mas simple que el de las demas fueron de
la fracciébn 164 a la 205. A continuacién, se muestran los cromatogramas
correspondientes a estas fracciones, las cuales fueron eluidas con CH2Cl2: MeOH

(1:1) y como revelador se utilizé el sulfato cérico amoniacal (Figura 17).
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Figura 17. CCF de las fracciones 164 a la 205.

La mezcla de las fracciones 164-183 se analiz6 mediante RMN y la mezcla de las
fracciones 184-205 se analiz6 mediante HPLC-EM.

7.4.2. Analisis de las fracciones secundarias mediante HPLC-EM
Al analizar la mezcla de las fracciones secundarias de la 164 a la 183 mediante
HPLC-EM, se identificaron dos acidos fendlicos y 11 flavonoides (Figura 18), los

cuales se enlistan en la Tabla 9.
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(13)

Figura 18. Compuestos identificados en la mezcla de las fracciones secundarias
164-183, mediante HPLC-EM.
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Tabla 9. Compuestos identificados de la mezcla de las fracciones secundarias 164-
183, mediante HPLC-EM.

Compuesto TR
(minutos)
ACIDOS FENOLICOS
Acido 4-hidroxibenzoico (1) 6.14
Acido ferulico (2) 7.46
FLAVONOIDES
Rutina (3) 6.10
Astragalina (4) 7.24
(-)-Epicatequina (5) 6.13
(+)-Catequina (6) 4.47
Quercitrina (7) 7.99
Floretina (8) 8.51
Hiperdsido (9) 6.14
Kaempferol (10) 7.98
Luteolina (11) 9.65
Morina (12) 7.12
Quercetina (13) 9.74

e EI acido ferdlico (2) tiene efectos antihipertensivos, pero ain no se ha
determinado con detalle sus efectos sobre la funcion vascular (Atsushi y col.,
2007).

e La astragalina (4) es un flavonoide con efectos antiinflamatorios,
antioxidantes, antivirales, analgésicos, antibacterianos, antialérgicos vy
antihepatotéxicos, asi como efectos procoagulantes in vitro. La astragalina
puede reducir el tiempo de coagulacion y aumentar el nimero de plaguetas
in vivo (Li y col., 2020).
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Un estudio demostré que la quercitrina (7) inhibe la formacion de trombos in
Vivo e in vitro; la quercitrina desempeiia un papel crucial en el dafio cerebral
inducido por accidente cerebrovascular, debido a que puede ejercer
potencialmente efectos antiplaquetarios y antittombéticos, sin afectar la
hemostasia (Oh y col., 2021).

La floretina (8) es una chalcona que posee efectos antioxidantes (Stangl y
col. 2005). Algunos resultados han mostrado que este compuesto tiene un
efecto de relajacion moderado. Tiene un anillo C roto y esto atenta la
coplanaridad de los anillos A y B. También carece de un doble enlace
C(2)=C(3). Estas propiedades pueden explicar el hecho de que este
compuesto no tiene una fuerte accion vascular cuando se prueba (Xuy col.,
2007).

El hiperésido (9) es el 3-O-galactosilquercetina que estd ampliamente
presente en las plantas de la familia Rosaceae, la cual incluye al género
Crataegus. Ha recibido una amplia atencion debido a sus efectos
antiinflamatorios, antioxidantes, antitumorales, antibacterianos y antivirales,
anticoagulantes, antiplaquetarios e hipolipemiantes, hipoglucemiantes, asi
como efectos protectores sobre el sistema cardiovascular, el sistema
nervioso, el sistema digestivo y el sistema inmunoldgico. En los Ultimos afios,
los efectos antidepresivos, antineurodegenerativos y protectores de los
huesos, también han atraido la atencion de la gente (Liy col., 2022).

El kaempferol (10) pertenece a la clase de flavonoles, los cuales tienen un
grupo OH en la posicion C3. Tiene un solo grupo OH en el anillo B (posicion
B4) (Xuy col., 2007). Este se usa muy comunmente en la medicina tradicional
para el tratamiento de diversas enfermedades cardiovasculares, incluidas la
trombosis, la hipertensién y la enfermedad de las arterias coronarias.
También presenta efectos vasorrelajantes en varios vasos sanguineos como
la arteria coronaria porcina, la arteria pulmonar de rata y la aorta de rata
(Mahobiya y col., 2018).



7.5.

La morina (12) es un polifenol con una estructura similar a la quercetina, que
difiere solo en la posicién de un grupo hidroxilo. Se aislo6 originalmente de
miembros de la familia Moraceae y posteriormente de las hojas, frutos, tallos
y ramas de numerosas plantas. Estudios han demostrado que la morina
aumenta fuertemente la activacion de la enzima eNOS, la produccién de
oxido nitrico y, por lo tanto, la relajaciéon vascular (Taguchi y col., 2020).

La quercetina (13) pertenece a los flavonoles, los cuales tienen un grupo OH
en la posicion C3 y tiene 2 grupos OH en el anillo B. Este flavonoide tiene
actividad de relajacion reducida en comparaciéon con el kaempferol que solo
tiene un grupo OH en el anillo B (Xu y col., 2007). Se ha demostrado que la
quercetina inhibe, de forma dependiente de la dosis, la contraccion de la
aorta de rata inducida por fenilefrina de forma tanto dependiente, como
independiente del endotelio. Este efecto inhibitorio puede ser bloqueado por
el inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (Ke Chen C. y Pace-Asciak C. 1996).

Evaluacion farmacologica de las fracciones

La mezcla de las fracciones 406 y 407 presenté un comportamiento bifasico, por lo

gue no se pudo calcular su efecto maximo (Emax) ni su concentraciéon efectiva media

(CEs0) exacta. Mientras que la eficacia del extracto metandlico libre de grasas y

taninos (el que les dio origen a estas fracciones) fue significativamente mayor
(p<0.05) (83.58 = 5.21%) a la eficacia de la acetilcolina (63.59 + 1.47%), la cual fue
utiizada como referencia. Respecto a la CEso, la de la acetilcolina fue de 69.21

(54.98-87.12) pg/mL y la del extracto metandlico de 97.37 (54.43-174.2) pg/mL
(Figura 19y Tabla 10).
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Figura 19. Curvas concentracion-respuesta del ensayo farmacolégico (mezcla de

las fracciones 406 y 407).

Tabla 10. Valores de Emax (% relajacion) y CEso de la acetilcolina (ACh) y del extracto

metandlico libre de grasas y taninos (EMLGT).

Muestra Emax (% relajacion) CEso (ug/mL) Potencia relativa:
[CEso muestra/[ACh]
ACh 63.59 £1.47 69.21 (54.98-87.12) 1
EMLGT 83.58 £5.21 97.37 (54.43-174.2) 1.40 veces menos

potente que la ACh

Después, se evalud la mezcla de las 3 fracciones de interés (406, 407 y 408) y los

resultados obtenidos de esta evaluacion farmacoldégica mostraron que la mezcla de

fracciones relajé la aorta de manera dependiente de la concentracion, obteniendo

asi una eficacia de 65.86 + 3.67%, mientras que la eficacia del extracto metandlico

libre de grasas y taninos (EMLGT) (el que le dio origen a estas fracciones) fue
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significativamente mayor (p<0.05) (Emax = 83.58 + 5.21%) y fue muy similar a la
eficacia de la acetilcolina (63.59 + 1.47%) (Figura 20 y Tabla 11).

Respecto a la CEso, la mezcla de fracciones presentd 1.32 (0.21-8.26) pg/mL
significativamente menor (p<0.05) a la CEso de la acetilcolina 69.21 (54.98-87.12)
pug/mL) y a la CEsodel extracto metandlico 97.37 (54.43-174.2) pg/mL.

- Mezcla de fracciones 406-408

4 Acetilcolina

1001
-#- EM libre de grasas y taninos

% Relajacion

0 T T
0 1 2 3

Log [ug/mlL]

Figura 20. Curvas concentracion-respuesta del ensayo farmacolégico (mezcla de

las fracciones 406-408).
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Tabla 11. Valores de Emax (% relajacion) y CEso de la acetilcolina (ACh), del extracto

metandlico libre de grasa y taninos (EMLGT) y de la mezcla de las fracciones 406-

408.
Muestra Emax (% relajacion) CEso (ug/mL) Potencia relativa:
[CEso muestra/[ACh]
ACh 63.59 +1.47 69.21 (54.98-87.12) 1
EMLGT 83.58 £5.21 97.37 (54.43-174.2) 1.40 veces menos
potente que la ACh
Mezclade 65.86 = 3.67 1.32 (0.21-8.26) 52.4 veces méas

fracciones 406-408

potente que la AChy
73.8 que el EMLGT
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8. CONCLUSIONES
Las fracciones mas polares del extracto metandlico de las hojas de
Crataegus rosei presentaron actividad vasodilatadora. La CEso de las
fracciones fue mucho menor a la de la ACh, utilizada como control positivo,
y a la del EMLGT que les dio origen a estas fracciones. Sin embargo, la
eficacia de las fracciones fue muy similar a la de la ACh y menor a la del
EMLGT.
La miricetina, un flavonoide identificado en la mezcla de las fracciones 406-
408, se ha reportado con comportamiento bifasico dependiente de la
concentracion. Por lo tanto, su presencia en las fracciones justifica, al menos
en parte, el comportamiento observado.
De los 13 compuestos fendlicos identificados en las fracciones secundarias,
8 han sido reportados con efectos vasorrelajantes.
Contrariamente a lo esperado, el EMLGT conservd una mayor actividad
vasodilatadora que sus fracciones mas polares, reflejando la importancia de
utilizar los extractos con su composiciéon quimica completa para un posible

tratamiento de la hipertension.
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