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1. RESUMEN

La preSente investigacion se enfoca en la especie vegetal Malvaviscus arboreus
(Ma), que /ha demostrado tener propiedades bioldgicas como hepatoprotectora,
gastroprotectora, anticonvulsivante, antimicrobiana, anticancerigena y antioxidante.
Sin embargo,seresalta su actividad vasorrelajante, que se encuentra en el extracto
hexanico de Ma/(EHMa) solo dependiendo de la presencia de endotelio. Sobre la
actividad vasorrelajante, se realizaron estudios para determinar el mecanismo de
accion. Este proceso.se llevo a cabo utilizando un modelo ex vivo en 6rganos
aislados en anillos de aerta en ratas. Los resultados mostraron que de las vias de
sefalizacion presentes en elendotelio en la que participa el EHMa es la via de 6xido

nitrico (NO) y el segundo mensajero guanosina monofosfato ciclico (GMPc).

La investigacion fue complementada-con un estudio in silico por lo que se utilizo el
Quantitative Structure-Activity Relationships (QSAR), esto se logré6 mediante una
regresion lineal multiple que inCluye la participacion de 4 descriptores moleculares:
CrippenLogP(coeficiente de reparto segun la.clasificacién de Crippen), CrippenMR
(refractividad molar segun la Cclasificacion” de Crippen), apol (Suma de las
polarizabilidades atémicas) LipinskiFailures (violaciones a las reglas de Lipinski)).
Como resultado, se obtuvo un modelo QSAR quée demostré que los acidos grasos

del EHMa tienen un papel importante en la_actividad.bioldgica.

El estudio encontr6 que el EHMa actiia como vasorrelajante principalmente a través
de la via NO/GMPc. Sin embargo, otras vias del endotelio-estan relacionadas con
la actividad biol6gica en un grado menor. Ademas, se considera que el modelo
QSAR propuesto tiene una buena capacidad predictiva.

Palabras clave: descriptores moleculares, QSAR, Malvaviseus arboreus,

metabolitos secundarios, vasorrelajante.







2. ABSTRACT

Current research focuses on the plant species Malvaviscus arboreus (Ma), which
has been/ shown to have biological properties such as hepatoprotective,
gastroprotective, anticonvulsant, antimicrobial, anticancer, and antioxidant.
However, particular emphasis is placed on its vasorelaxant activity, which is found
in the hexanic extract of Ma (HEMa) only depending on the presence of endothelium.
Regarding vasorelaxant activity, studies were conducted to determine the
mechanism of action. Fhis,process was carried out using an ex vivo model in organs
isolated from aortic rings“in rats. The results showed that of the signaling pathways
present in the endothelium;_ the one that predominates is the one involving nitric
oxide (NO) and the second messenger cyclic guanosine monophosphate (cGMP).

The research was complemented with an in silico study for which the Quantitative
Structure-Activity Relationships (QSAR) was used, this was achieved through a
multiple linear regression that'includes the-participation of 4 molecular descriptors:
CrippenLogP (partition coefficientyaccording to the classification of Crippen),
CrippenMR (molar refractivity accerding to Crippen's classification), apol (Sum of
atomic polarizabilities) LipinskiFailures (violations.of Lipinski's rules)). As a result, a
QSAR model was obtained that demonstrated that HEMa fatty acids play an

important role in biological activity.

The study found that EHMa acts as a vasorelaxant mainly through the NO/cGMP
pathway. However, other endothelial pathways are related to biological activity to a
lesser extent. Furthermore, the proposed QSAR model is considered to have good

predictive ability.

Keywords: molecular descriptors, QSAR, Malvaviscus arboreus, -secondary

metabolites, vasorelaxant.







3. INTRODUCCION

Desdetiempos milenarios las especies vegetales han sido ampliamente utilizadas
por las¢“Civilizaciones. Nuestros antepasados lograron distinguir las plantas
comestibles«y aquellas que tienen potencial para uso medicinal, estos
conocimientos”se han conservado a lo largo del tiempo. La medicina tradicional
mexicana que es_empleada por gran parte de la poblacion se basa en utilizar

especies vegetales (Jiménez-Cabrera et al., 2015).

En México las especiesegetales se han convertido en un elemento importante de
la medicina tradicional, debido,a esto muchas especies vegetales son consideradas
parte del patrimonio culturalgmexicano desde la época colonial y prehispanica. Sin
embargo, se han realizado po€os estudios cientificos sistematicos para conocer y
caracterizar completamente la €omposicion quimica y las mdltiples actividades

farmacoldgicas de las especies vegetales mexicanas (Luna-Vazquez et al., 2018).

Una de las especies comunmegnte,utilizadas en la medicina tradicional del estado
de Tabasco es Ma, conocida ¢omunmenteé como tulipancillo, falsa amapola o
quesillo. Esta especie vegetal es usada-para tratar malestares estomacales, célicos,
tos y malestares de garganta leves™ (Acosta-de“la Luz et al., 2013; Rodriguez-
Morales et al., 2021).

En estudios previos en el grupo de investigacion se‘comprobd la que Ma posee
actividad vasorrelajante que esta presente en el extracto~hexanico tiene mayor
efectividad y potencia que el extracto de metanol y diclorometano. Por lo que en la
presente investigacion se determind el mecanismo de acciénwasorrelajante en el
modelo ex vivo en Organo aislado en anillos de aorta de rata, asi como realizdé un
andlisis in silico (QSAR), de los metabolitos secundarios del EHMa €on potencial a

convertirse en futuros farmacos (Rodriguez-Morales et al., 2021).




TEORICO



4. MARCO TEORICO
4.1. ElEndotelio

El sistem@a girculatorio, que incluye arterias, venas y capilares, esta formado por una
sola capa deceélulas endoteliales. El endotelio, un érgano metabdlicamente activo y
altamente selectivo, juega un papel importante en la homeostasis vascular. La
homeostasis vascular implica mantener un balance altamente regulado entre un
estado vasoconstrictor, frecuentemente conocido como prooxidante 'y
protrombdtico, y un._estado vasodilatador, frecuentemente relacionado con
caracteristicas antioxidapte, antiinflamatorias y antitrombéticas (Carvajal-Carvajal,
2017).

El endotelio cumple una serie\.de funciones, incluido el control de la fluidez
sanguinea y la coagulaciéon mediante la regulacién de la actividad plaquetaria, la
cascada de coagulacion y el sistema_fibrinolitico. Este sistema funciona como una
barrera selectiva que regula elmovimiento de fluidos, iones y otras macromoléculas
entre la circulacién sanguinea y“los -tejidos adyacentes mediante la regulacion de
los complejos de union entre las_células ‘endeteliales controla el tono vascular
mediante la produccién de NO, prostanoides y(factor hiperpolarizante derivado del
endotelio, todos ellos factores vasoditatadores, y' mediante la produccién de
endotelina-1, angiotensina Il y tromboxang A2, controla el estado vasoconstrictor

(Carvajal-Carvajal, 2017).
4.1.1. Factores vasodilatadores

Oxido nitrico: EI NO es la sustancia vasoactiva mas importante-producida por el
endotelio, y por estar en estado gaseoso, puede acceder facilmente,a todas las
células y tejidos. La sintesis comienza con la L-arginina, un aminoacido que da lugar
a la citrulina 'y el NO a través de la enzima oOxido nitrico sintetasa endotelial{eNOS).
La presencia de oxigeno y cofactores como NADPH (nicotinamida-
adeninadinucleotido-fosfato), BH4  (tetrahidrobiopterina) y FMN ©(flavin
mononucleotido) son necesarios para esta reaccion. El stress abrasivo,( las
catecolaminas, la vasopresina, la bradiquinina, la histamina, la serotonina y la

trombina son factores que estimulan la liberacion de NO (Fernandez et al., 2009).




Prostanoides: Son metabolitos de la ciclooxigenasa, que produce a partir del acido
araquidénico (AA). Los prostanoides no se sintetiza en forma constitutiva por el
endoteliogno controlan el tono basal. Tienen un efecto sinérgico con el NO y se
liberan en-sitios de alteracion vascular en respuesta al shear stress o la hipoxia. A
diferencia del NQ, actian como vasodilatadores a traves de receptores particulares
en la membrana de los musculos lisos del vaso. La disminucién de Ca?* intracelular
es facilitada por su’accion, que aumenta el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y
regula la vasoconstriction (Carvajal-Carvajal, 2017).

Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF): Se incluyé un grupo de
sustancias producidas por el.endotelio que provocan la vasorrelajacion. Los acidos
epoxieicosatrienoicos, que son«mnetabolitos del &cido araquidénico (AA) producido
por la enzima P450 epoxigenasasTealizan esta funcion. Estos acidos actiuan sobre
las células del musculo liso abriendo’les canales de potasio (K*) dependientes de
Ca?* y hiperpolarizando la membrana. A medida que el diametro de las arterias
disminuye, la importancia de estefactor de/relajacion aumenta (Duboscq, 2017).

Receptores muscarinicos: Las {funciones fundamentales de los receptores
muscarinicos son controladas por las#interacciones con los miembros de la familia
de proteinas G y los cambios causados por'estas proteinas en las funciones de las
diversas moléculas efectoras ligadas a la‘membranas Los subtipos M1, M3 y M5
activan la proteina G Gg/11, que es responsable de estimular la actividad de la
fosfolipasa C. El resultado inmediato es la formacion de ‘polifosfatos de inositol a
través de la hidrdlisis de polifosfatos de fosfatidilinositol, que goh.componentes de
la membrana plasmética. Algunos isémeros de fosfato de inositol)(principalmente
inositol-1,4,5-trifosfato) liberan Ca?* en el interior de las células a partir.de sus sitios
de almacenamiento en el reticulo endoplasmico. Como resultado, estos receptores
controlan los procesos dependientes del Ca?*. En el endotelio se encuentra el

receptor muscarinico M3 (Ishii & Kurachi, 2006).




4.142 Factores vasoconstrictores

La endaotelina-1 (ET-1): Es el vasoconstrictor humano mas fuerte que se ha
descubierto hasta ahora; es incluso diez veces mas fuerte que la angiotensina Il.
Debido a‘que.la mayoria de la ET-1 se libera contra la pared del vaso, los niveles
plasmaticos nosteflejarian su concentracion local. El flujo sanguineo es el regulador
mas poderoso ‘de‘la produccion y liberacion de ET-1. Debido a que aumenta la
produccion y liberacion.de NO y disminuye la sintesis y liberacion de ET-1 por parte
de la CE, un aumentg'en el flujo sanguineo provoca vasodilatacion (Duboscq et al.,
2017).

Angiotensina II: La cascada hormonal del sistema renina-angiotensina-aldosterona
comienza con la sintesis de repiia‘en el aparato yuxtaglomerular. Esta presente en
muchos tejidos y 6rganos. La«<enzima conversiva de la angiotensina (ECA)
transforma el decapéptido inactivo-angiotensina | en angiotensina Il, un péptido
biolégicamente activo. La mayefria de‘las acciones de la angiotensina I, incluida la
vasoconstriccion y la reabsorcién“de sodio’en el tubulo renal, se realizan a través
del receptor de la angiotensina II\ipo. Por ‘etro Jado, se cree que el receptor de la
angiotensina 1l tipo 2 tiene efectoes contrarios, como vasodilatadores vy

antiproliferativos (Soler et al., 2008).

Tromboxano A2: Se produce a partir del AA y otros aeides grasos poliinsaturados y
se conoce como eicosanoides o prostanoides. El tromboxano A2 es liberado desde
la plagueta y ayuda a aumentar el tamafio del trombo por/dos mecanismos: su
efecto vasoconstrictor y el reclutamiento de nuevas plaquetas (ltami-Sordo et al.,
2013).

4.2. Presion arterial

También se llama presion sanguinea arterial y tension arterial, es la‘fuérza que
ejerce contra la pared arterial la sangre que circula por las arterias. Laspresion
arterial incluye dos parametros: la presion sistOlica, que se mide durante elilatido
del corazon (momento de presidbn maxima), y la presion diastdlica, que se mide
durante el descanso entre dos latidos (momento de presiéon minima) (Garcia et al;
2011).




El gasto cardiaco, la resistencia vascular periférica y el volumen intravascular son

algunos-de los factores regula la presion arterial.
4.2.1. Gasto cardiaco

El gasto cardiaco (GC) es la cantidad de sangre que se retira el corazén en un
minuto. En repeso, los valores normales para un adulto sano son de 4 a 6,5 L/min
(2.5 L/min por m2_de superficie del cuerpo). No obstante, debido a que el gasto
cardiaco es el principal*factor que regula el transporte de oxigeno al cuerpo, debe
adaptarse en cada momente a las necesidades del organismo, por lo que un valor
dentro del rango de la "normalidad" no puede ser utilizado como Unico indicador de
una funcion cardiaca optima. En este caso, el volumen sistélico se basa en (Garcia
et al., 2011):

Precarga: Es determinada por la longitud de la fibra cardiaca previa de su
contraccion. En este caso la leyyde Frank-Starling explica que existe una relacion
inmediata entre el posterior acertamiento de’la fibra miocéardica en sistole y el grado
de elongacion de la fibra en diastole., Podriames establecerlo en la clinica como la
dimension ventricular en teledidstale.. Si lal relacion entre volumen y presion
ventricular es constante, la presion ventricular izquierda puede utilizarse como

medida de precarga. (Garcia et al., 2011).

Poscarga: Cuando el corazén se vacia, anticipa la resistencia. La presién que debe
vencer el ventriculo para contraerse es igual a la traccion de, la pared ventricular en
sistole en un corazén sin patologia. La relacidon entre la poscarga y GC es opuesta.
(Garcia et al., 2011).

Contractibilidad cardiaca: Es la capacidad intrinseca del miocardio para bombear la
sangre en condiciones de precarga y poscarga. Esta relacionado conrlavelocidad
de acortamiento del corazén, que también depende de la cantidad de Ca2+ en los
miocitos y de proteinas como la proteincinasa en el musculo. Los factores nerviosos

y hormonales pueden afectar la tensién miocéardica (Garcia et al., 2011).




4.242. Resistencia vascular periférica

La produccién de renina, una enzima proteolitica producida en las células
yuxtaglomerulares, actia sobre el angiotensindgeno y libera el decapeptido
angiotensina, Iy que luego se convierte en angiotensina Il por una enzima de
conversion. La angiotensina Il es el medicamento vasoconstrictor mas fuerte que se
ha descubierto“hasta ahora. Las catecolaminas, la concentracion de sodio y
posiblemente la conCentracion de calcio y magnesio en la pared vascular,
sensibilizandola a losestimulas vasoconstrictores, son otros factores que influyen

en la resistencia vascular (Garcia et al., 2011).
4.2.3. Volumen intravascular

Depende fundamentalmente del_sadio, principal catién del extracelular, y de la
influencia que tiene sobre su regulacion la aldosterona, que estimula la reabsorcion
de sodio a nivel del tubulo distaly aumentando el sodio plasmatico y produciendo la
hormona antidiurética, que aumenta la reabsorcion de agua. La angiotensina Il, las
concentraciones altas de potasio(sérico, la Concentracion del volumen vascular y la
hormona andrenocorticotrofica son factores gue. aumentan la produccion de

aldosterona (Garcia et al., 2011).

Cuando el gasto cardiaco, la resistencia vascular periférica y el volumen
intravascular se ven afectados pueden desencadenar-enfermedades como la

hipertension arterial (HTA).
4.2.4. Hipertension arterial

La HTA es un estado en el que los vasos sanguineos experimentaniuna presion
constante. La HTA se clasifica en dos categorias: la primaria (esencial) es causada
por multiples factores, como factores ambientales, genéticos, alimenticios.y estilos
de vida, y afecta a mas del 90% de las personas. Por otro lado, la HTA seCundaria
es causada por otra afeccion médica en un porcentaje muy bajo de la poblacCion,
igual existe otro tipo de clasificacion la cual se basa en grados, en la tabla 1
podemos observar otro tipo de clasificacion (Nufiez-Marquez & Escobar-Romereo,
2019).




Tabla 1. Clasificacion de la presion arterial medida en consulta y definicion de los grados de
HTA. Tomado de Williams et al., 2019.

Categoria Sistdlica (mmHg) Diastolica (mmHg)
Optima <120 Y <80

Normal 120-129 ylo 80 -84
Normal-alta 130 - 139 ylo 85 -89

HTA de grado 1 140 — 159 ylo 90 - 99

HTA de grado 2 160=179 ylo 100 - 109

HTA de grado 3 =180 ylo =110

HTA sistolica aislada | = 140 y <90

4.2.4.1. Epidemiologia

La proporcion de pacientes con HTA varia segln la region del mundo. Africa es un
ejemplo. El diagndstico y el tratamiento-son escasos, Yy el acceso a los servicios de
salud es muy bajo, casi nulo._.Esta-aumentando en Asia, alcanzando altas
proporciones de casos del 15-35%.)En Capada, que ha aumentado en los ultimos
afos, la prevalencia de hipertensos-que supera‘el 10%. Hay personas que no tienen
presion arterial alta, pero estan predispuestas<por factores riesgosos de tipo
metabdlicos y son mas propensas a el desarrollo de_enfermedades como diabetes

tipo 2 e hipertension arterial (Roméan-Vargas et al., 2016).

En México, se calcula que mas de 30 millones de personas-padecen hipertension
arterial, lo que significa que una de cada cuatro personas sufre de esta enfermedad
y el 46% no sabe que existe. Segun datos Encuesta Nacional‘dé_Salud y Nutricién
(Ensanut) de 2022, 43.9% de adultos sufren la enfermedad- e ignoraban su
diagnéstico, lo que resulta en cerca de 50 mil fallecimientos al afio (Gampos-Nonato
et al., 2020; Campos-Nonato et al, 2023).

Existen varias formas de tratar la HTA como el tratamiento no farmacalégico y

farmacoldgico los cuales se describen a continuacion:




4.24.2. Tratamiento no farmacoldgico para hipertension arterial

Varios«grupos coinciden en que las modificaciones del estilo de vida son
beneficiosas para el tratamiento de la HTA. Sin embargo, en la vida diaria, a menudo
es insignificante. La prevencion y el manejo de la hipertension arterial incluyen la
educacion sobre,la deteccion temprana y la promocion de habitos saludables. Los

tratamientos no farmacolégicos son: (Sosa-Rosado, 2010).

Reduccion de peso.corporal: Un indice de masa corporal (IMC) igual o mayor a 25
y 30 respectivamente;z€s.indicativo de sobrepeso y obesidad esto favorece la HTA.
El sindrome metabdlico esta estrechamente relacionado con la hipertensién arterial
(Ramon-Soto, 2018).

Realizar actividad fisica: Incluse_en aquellos que tienen antecedentes familiares de
HTA, el ejercicio regular puede prevenir el desarrollo de esta enfermedad. En
personas que ya tienen presion arterial-alta, el ejercicio ayuda a controlarla. Incluso
en personas que hacen poco _ejercicio; el ejercicio reduce la mortalidad
cardiovascular y otras enfermedades. Por le’tanto, es fundamental que todas las
personas participen en actividades-fisicas regulares para prevenir la aparicion de la
HTA y para mejorar el control de la presién arterial en aquellos que ya la padecen.
(Ramon-Soto, 2018).

Dieta saludable: La dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) propone
reducir el consumo de grasas, carne, alimentos con exeeso de sodio, dulces y
refrescos con azucar. En cambio, se recomienda consumir proeductos lacteos con
bajo contenido de grasas, granos integrales, carne de aves, pescado y frutos secos.
La Asociacion Americana del Corazdn recomienda ampliamente este plan de dieta.
La dieta mediterranea, que es similar a la dieta DASH, se caracteriza pot.incluir una
cantidad abundante de vegetales, granos, aceite de oliva, queso, pescado«y pollo y
una cantidad reducida de carnes rojas. Esta dieta ha reducido la HTA y la mortalidad

cardiovascular (Sosa-Rosado, 2010).




4.24.3. Tratamiento farmacoldgico para la hipertension arterial

En Tasactualidad, hay una gran cantidad de medicamentos antihipertensivos
disponibles, que se pueden dividir en varias clases y cada una tiene un mecanismo
de accion‘diferente. La Organizacion Mundial de la Salud y la Sociedad Internacional
de Hipertension, consideran los blogqueadores adrenérgicos, los blogqueadores
adrenérgicos, los diuréticos, los antagonistas de los receptores de la angiotensina
I, los antagonistas”del calcio y los inhibidores de la enzima de conversion de la
angiotensina como tratamientos de primera linea. En la tabla 2 se presenta la
farmadinamia y farmacas representativos (Bragulat & Antonio, 2001; Brunton et al.,
2019).

Tabla 2. Farmacos antihipertensivos.y st farmacodinamia. Tomado de Bragulat & Antonio, 2001;

Brunton et al., 2019.

Grupo

Farmacodinamia

Farmacos

Inhibidores de la
enzima convertidora de
angiotensina (IECA)

Bloqueo 'de, la formacion de
angiotensina.ll la cual proviene
de/la angiotensina | Los
inhibidores .de=7la enzima
convertidora de la
angiotensina  “reducen la
secrecion ) de “aldosterona
producida por angioténsina Il y
evitan lags” eliminacion/ de
bradiquininaj lo’ que aumenta
su sintesis.

Benazepril
Captopril
Cilazapril
Enalapril
Fosinopril
Lisinopril
Perindopril
Quinapril
Ramipril

Antagonistas del receptor de
angiotensina (ARA II)

Su accion selectiva
(competitiva o0 no) bloquea al
receptor tipo | de la
angiotensina Il.

Candersartan
Eprosartan
Irbesartan
Lorsartan
Olmesartan
Valsartan

Blogueadores (3-adrenérgicos

El mecanismo de accion de
estos farmacos es
antagonismo de los receptores
adrenérgicos [ altera la
regulacion de la circulacién a
mediante una secuencia de
mecanismos, que integran una
disminucién en la
contractilidad miocéardica y
también en la frecuencia
cardiaca.

Acebutolol
Atenolol
Bisoprolol
Celiprolol
Carteolol
Labetalol

Bloqueadores a-adrenérgicos

Blogueo en los receptores a1-
adrenérgicos postsinapticos.

Doxozosina




Diuféticos

Aumenta la velocidad del flujo
de la orina y la excrecion de
sodio, ayudando a los rifilones
a eliminarlo del cuerpo porque
los vasos sanguineos no
contienen tanto liquido, lo que
reduce la presion arterial y
mejora la hemodinamica y la
funcion del corazén al reducir
la precarga y la disminucién de
la poscarga.

Clortalidona
Hidrocloratiazida
Espironolactona
Indapamida
Indapamida

Antagonista de calcio

Bloqueo de los canales de
calcio que dependen del
potencial de membrana, lo que
impide que el calcio ingrese al
espacio intracelular. La
reduccion de la contraccion, la
resistencia vascular y la
presion arterial estan
influenciadas por la inhibicion
de laconcentracion de calcio
citosolico\ libre en las células
del muasculo liso.

Verapamilo
Diltiazem
Nifedipino;

Vasodilatadores

Relajan directamente el
muscule lise=arteriolar con
pocorefecto sobre el musculo
liso venaso. Los¢gmecanismos
moleculares que median esta
accion no sonsclaros, pueden
resultar endina.disminucion en
las concentraciones de .€a2+
intracelulares.

Nitropusiato
Hidralazina

Se pueden realizar andlisis sobre metabolitos secundaries y evaluar su potencial

como precursores de farmacos con actividad vasorrelajante utilizando técnicas

computacionales como el modelado QSAR.

4.3. Analisis QSAR

Es una metodologia de analisis que busca relacionar matematiecamente las

caracteristicas fisicoquimicas de una serie de compuestos y su actividad biolégica

cuantificada permitiéendonos explicar la actividad de esos compuestos e.inpcluso
predecir la actividad de compuestos que aun no se han sintetizado o probades

(Zavala-Franco et al., 2013)




Eneste tipo de técnicas la actividad biolégica se interpreta como una funcion de los
diferentes aspectos de la estructura quimica de la molécula, lo que Hansh expreso

matematicamente en la siguiente formula: (Hansch et al., 2002).
yi= a + bixX1+boXa + baxz +....+ beXk ()

donde vy; es la respuesta biolégica que depende de las funciones a + bixi + boxs +
baxz +....+ bkxk ;" gue pueden ser cualquier propiedad de la molécula, estas

propiedades en su mayaria son descriptores moleculares (Hansch et al., 2002).

La metodologia QSAR se‘basa en la suposicién de que las caracteristicas fisicas,
qguimicas y bioldgicas de una_molécula estan determinadas por su estructura. Esto
demuestra que, basandose en’la.estructura de compuestos similares, los modelos
QSAR pueden predecir la actividad-biolégica de sustancias nuevas (Todeschini et
al., 2009).

4.3.1 Descriptores moleculares

Son pardmetros cuantitativos que~se pueden obtener de forma experimental o
calculada y describen numéricamente cada’upa de las moléculas. Estos pueden
variar segun la complejidad de la infermacion requerida para el calculo o la
experimentacion (Goode-Romero et al., 2019; Lozano-Aponte et al., 2012; Goode-
Romero et al., 2019; Wishart, 2007).

Pueden clasificarse de acuerdo con las dimensiones de su complejidad:

OD: Descriptores constitucionales, que describen la conformacion molecular sin
depender de la formula o la estructura y carecen de caracteristiCas-complejas como

el peso molecular o el numero de a&tomos (Lozano-Aponte et al., 2012):

1D: Consideran los fragmentos de las moléculas como subconjuntos¢de)atomos y

son unidimensionales (Goode-Romero et al., 2019).

2D: Se basan unicamente en la topologia de la molécula o la estructura
bidimensional, que se deriva matematicamente del grafo estructural de la molécula.
Los indices topoestructurales (que solo codifican la informacién sobre la adyacencia

y la distancia), los indices topoquimicos (que también incluyen las propiedades




quimicas de los atomos involucrados) y los indices basados en la teoria de la
information son diferentes. En general, estos indices contienen informacion sobre
la formamolecular, el grado de ramificacion, el tamafio molecular y la flexibilidad

estructural(Lozano-Aponte et al., 2012).

3D: describen _propiedades estereoquimicas de la molécula utlizando la
conformacion tridimensional y su configuracion espacial (Lozano-Aponte et al.,
2012).

4.4. Antecedentes de Malvaceae

La familia Malvaceae comprende especies que viven en muchas areas tropicales,
subtropicales y templadas delsmundo. Esta familia incluye variedades de arboles
herbaceos, subarbustos e incluso. arboles de grandes dimensiones. Malvaceae
tiene mas de 115 géneros y mas de 2000 especies reconocidas, de las cuales 413
son originarias de México. En la industria alimentaria y en la medicina tradicional,
las flores o semillas de algunasplantas malvales son de gran aprecio. Las siguientes
son solo algunas de sus caracteristicas taxonomicas: Porta: herbaceo o lefioso, con
frecuencia con pelos estrellados:™lLas hojas son alternas, simples, divididas,
estipuladas, y ocasionalmente dentadas™y palmadas. Las flores son solitarias o en
cimas, perfectas, aunque a veces imperféctas, actinomorfas, hipoginas, periginas y
ocasionalmente grandes. Los frutos pueden ser capsdla o esquizocarpo, bayas
raras, dehiscentes o indehiscentes. Las semillas puedenspresentar arilo, a veces
inmersas en la paina, sin endosperma, embrién recto ozcurvo (Cabral, 20101;
Robles-Valdivia et al., 2022).

4.4.1. Antecedentes de la familia Malvaceae en la medicina tradicional

En la medicina tradicional, algunas de las especies de Malvaceae, como Sida
rhombifolia, se preparan en decoccion, gargarismo, mate o cataplasmas“para ser
expectorante, purgante, combatir la caspa y ayudar al crecimiento del cabelle, asi
como para calmar el dolor de las picaduras de avispas y abejas. También se ‘ha
comprobado que contiene metabolitos como saponinas, taninos, esteroides Y.
alcaloide (Cabral, 2010).




Degsigual manera de la especie vegetal Sphaeralcea bonariensis se utiliza el
decoctado de las hojas y flores es expectorante y, en gargarismos, es usado como
tratamiento, antinflamatorio para boca y garganta. Contiene metabolitos como
alcaloides;flavonoides y mucilagos abundantes (Cabral, 2010).

El cocimiento”de_la corteza de Luehea divaricata se usa para tratar el higado y los
problemas digestivos debido a sus propiedades antidiarreicas, se le atribuyen
funciones tonicas y.febrifugas. También se usa como astringente en el exterior. La
infusion de las hojas tiene un efecto calmante. Los mucilagos en los tallos foliosos

y los polifenoles en la corteza se han descrito como metabolitos (Cabral, 2010).
4.5. Malvaviscus arboreus‘enda medicina tradicional

La especie Ma también conocida eemo falsa amapola, hibisco, quesillo, tulipancillo,
farolito, manzanita y pasiflora en México y Cuba, tiene su origen en las regiones
tropicales de México, Centroameérica\y el resto de las Américas. Se encuentra a
1865 metros sobre el nivel delmar y crece’en climas semitemplados y calidos en
conjunto con bosques tropicales subcaducifolios, subperennifolios y perennifolio Es
un arbusto que mide 2 metros de altura y 18 metros de ancho. Tiene un tronco
delgado y ramas exuberantes con hojas anchas en-la base bordeadas por dientes
suaves. Los estambres de flores rojas se'extienden mas alla de la corola y no estan
completamente abiertos, sino que se adhieren al pistilo. Cuando se planta, es
tolerante a la sequia y crece bien a plena sombra o plenassol. En diferentes paises,
las flores se usan en cocimiento para tratar enfermedades gastrointestinales y
respiratorias. En Cuba y Nicaragua, es muy comun utilizar las.fleres de esta planta

como remedio para el cansancio (Acosta-de la Luz et al.,2013).




Figura 1..Malvaviscus arboreus

4.5.1. Antecedentes farmacoldgicos de Malvaviscus arboreus
De las actividades biologicas-que se~han confirmado cientificamente son las

siguientes:
Hepatoprotector

Se descubrié que Ma tiene un potencial hepatoproteCtor frente a la hepatotoxicidad
causada por tetracloruro de carbono (CCls). Las-ratas recibieron el extracto
completo de las partes aéreas y sus fracciones derivadas (éter de petroleo,
diclorometano, acetato de etilo y acuoso) por via eral durante seis dias
consecutivos. Al dia siguiente, se inyect6 CCls (1,5 mi/kg)s Los hallazgos
demostraron que las fracciones de acetato de etilo y diclorometano disminuyeron
significativamente la lesion hepatica en ratas, como lo demuestran™los niveles
reducidos de alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa (AST), fosfatasa
alcalina (ALP), bilirrubina total (TB) y malondialdehido (MDA). Ademasmejoraron
las capacidades antioxidantes generales de sus higados, con la fraccién de.acetato
de etilo teniendo el mayor impacto. Ademas, las propiedades protectoras de ambas
fracciones eran similares a las de la silimarina (100 mg/kg) y también se

corroboraron por evaluaciones histopatoldgicas (Abdelhafez et al.,2018).




Gastroprotector

Se examing el efecto gastroprotector de un extracto acuoso mediante una prueba
experimental que provocoO Ulcera gastrica inducida por etanol en ratas macho.
Tween 20 se\utilizé como control negativo, y la famotidina (10 mg/kg) y la L-arginina
(300 mg/kg) se utilizaron como controles positivos. Se utilizé una mezcla inmiscible
de agua y acetateo’de etilo para distribuir el extracto acuoso, lo que resulté en
fracciones acuosas.y organicas. El efecto gastroprotector del extracto acuoso se
demostré a 250, 500 y750 mg/kg, con niveles elevados de 97,8%, 79,5% y 91,1%,
respectivamente. Se evaluo la fraccion organica a 125, 250 y 500 mg/kg y demostré
una proteccion del 91,2%;.96,0% y 99,4%, respectivamente. Estos resultados
demostraron que la fraccion ‘deacetato de etilo mejoraba la gastroproteccion al
compararlos con la famotidina a 20 mg/kg (83% de gastroproteccion) (Campos-Vidal
et al.,2021).

Anticonvulsivante

El efecto anticonvulsivante del ligfilizado aCuoso de la decoccién de flores, hojas,
tallos y raices de Ma se evalu6 y comparé entdiferentes dosis sobre un modelo de
crisis epilépticas agudas inducidas por pentilentetrazol (PTZ) (70 mg/kg), inyectado
una hora después de la administracion oral-de los diferentes extractos. Se utilizo el
extracto hidroetandlico de las hojas de estas partes de’la planta para comparar su
efecto anticonvulsivo contra PTZ a dosis de 122,5, 245 y*490 mg/kg, asi como su
toxicidad aguda en comparacion con el liofilizado acuosoie las hojas. El efecto
anticonvulsivo del liofilizado acuoso de hojas de Ma también se.evalu6é en modelos
de ataques epilépticos agudos causados por picrotoxina (RIC) (7,5 mg/kg),
estricnina (STR) (2,5 mg/kg) y pilocarpina (350 mg/kg). A 28 dias, tambien se evalu6
la toxicidad subaguda. Los resultados indicaron que las hojas de Ma tenian el mejor
efecto anticonvulsivo, mientras que el extracto liofilizado acuoso fue el mejor. Este
altimo redujo significativamente las convulsiones provocadas por PTZ (71,43%) (p
< 0,01), PIC (57,14%) (p < 0,05) y STR (42%) y no afectd las convulsiones
provocadas por pilocarpina. No demostré ningun signo de toxicidad aguda‘o
subaguda (Adassi et al., 2023).




Antimicrobiana

El extracto_etandlico de flor roja de Ma demostré propiedades antifungicas y
antibacterianas. La técnica del ensayo de difusion en pozos de agar se utilizo para
encontrar la“mayor actividad antibacteriana contra Vibrio damsela; un ensayo de
eliminacién del tiempo mostré una disminucion en la cantidad de V. damsela viable.
En el caso de“laractividad antifungica, la mayor actividad se observo contra
Aspergillus terreus\para esto se utilizé un ensayo en microplaca de tetrazolio para
determinar las concentraciones inhibidoras minimas (CIM) de los organismos
(Gazwi et al.,2022).

Anticancerigena

Con una ICso (concentracion inhibitaria media) de 67,182 g/L, el extracto etandlico
de flor roja de Ma impidi6 la proliferacion de la linea celular HepG2. El extracto
fomentd principalmente la apeptosis en células HepG2 al acumular células
hipodiploides en la fase sub-G0/G1, aumentar la actividad de la caspasa 3/7 y
causar una muerte celular autofagica significativa en células con deficiencia de
apoptosis. Finalmente, el aumento de la muerte-de células cancerosas demostré
gue extracto etandlico de flor roja de Maitenia un“gran potencial anticancerigeno

contra las células HepG2 (Gazwi et al.,2022).
Antioxidante

El extracto acuoso en dos fases asistido por ultrasonidos-de las flores de Ma se
evalué minuciosamente mediante ensayos de actividad antioxidante, que incluyeron
el poder antioxidante reductor férrico y la eliminacion de radicales 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), hidroxilo y superéxidos. Los valores de ICso indicaron que la
actividad antioxidante del extracto acuoso supera incluso la de la vitamina C (Yuan
et al.,2022).

4.5.2. Estudios experimentales sobre el efecto vasorrelajante del EHMa
Un estudio realizado en la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco en la Division

Académica de Ciencias Basicas en el afio 2018 consistié en primero identificar la

especie en el municipio de Teapa, Tabasco con coordenadas 17°30'48" N 92°55'18"




0. lea identificacion taxondmica fue realizada en la Division Académica de Ciencias
Biol6gieas por la M. en C. Maria de los Angeles Guadarrama Olivera (Rodriguez-
Morales et al., 2021).

Una vez queé Se identifico la especie, se obtuvieron extractos de planta. EHMa en
comparacion €on.el extracto de metanol y diclorometano, demostré tener el mayor
efecto vasorrelajante en los anillos de aorta de la rata en el modelo ex vivo de 6rgano
aislado. Teniendo unEmax (efecto maximo) de 60.91 + 2.03 % y una Clso de 50.56 *
17.4 ng/mL (resultados en la gréafica 1). Se descubrié que el EHMa tiene un efecto
vasorrelajante en los anillos de aorta, tanto dependiente de la concentracion como
de endotelio, por lo que se_puede considerar como un candidato potencial para
estudios fitoquimicos y farmacel6gicos para la obtencién de moléculas bioactivas
Gtiles para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la hipertension

arterial (Rodriguez-Molares et al., 2021).

0+
20 -
=)
(=)
S 40-
c
o
T
ié 60 -
)
[0
80 1 @ Carbachol, with endothelium
® HEMa, with endothelium
< Nitrendipine, without endothelium
O HEMa, without endothelium
loo al i} al i} il il il
10 10° 10° 10" 10° 10 10° 10°

Concentration (ug/mL)

Figura 2. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorelajante en anillos de aorta de rata precontraidasicon
NA (0.1 mM), carbacol (#), EHMa con presencia de endotelio (®), EHMa con ausencia de endotelio (O)%y

nitrendipina (0). Los experimentos son expresados como el promedio de + E.E.M de cinco experimentos

(*p<0.05 vs. control). Tomado de: Rodriguez et al., 2021.




4.543. Antecedentes fitoquimicos de Malvaviscus arboreus

Hastaahora, la investigacion fitoquimica de Ma ha permitido caracterizar

quimicamente las flores y sus partes aéreas. En el caso de las flores, la tabla

muestra algnos metabolitos del perfil fitoquimico de su extracto etanolico. Se han

analizado extractos de etanol, acetato de etilo y fracciones de metanol de las partes

aéreas en las que'se encontraron los metabolitos que se muestran en la tabla 3y
tabla 4 (Abdelhafez jet al.,2018; Arroyave-Murillo et al.,2018; Campos-Vidal et

al.,2021; Gazwi et al52022).

Tabla 3. Metabolitos encontrados en las flores de Ma. Tomado de Gazwi et al.,2022.

Nombre Formula quimica
2,3 dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-Pyran-4-ona CeHgOa
Ester etilico del &cido octadecanoi€o C20H400
3,5-heptadienal, 2-etiliden-6-metil- C10H140
4-(3,3-dimetil-1-butinil)-4-hidroxi-2,6,6-trimetil-2-

ciélohexen—l—ona : C1sH2202
Ester metilico del acido 10,13-octadecadiinoico C19H3002
1-(3-metoxi-5-metilfenil)-n-metilpropan-2-amina C12H19NO
Acido cis-13-eicosenoico C20H3802
Ester metilico del &cido hexadecanoico C17H3402
Acido hexadecanoico Ci6H3202
Ester etilico del acido hexadecanoico C18H3602
Ester metilico de acido 9,12-octadecadienaico Ci19H3402
Ester metilico de acido 11-octadecenoico C19H3602
Ester metilico de &cido 16-octadecenoico C19H3802
Oleato de etilo C1gH3102
Acido oleico C20H3502
Ester etilico de acido linoleico C20H3602

Tabla 4. Metabolitos de partes aérea de Ma. Tomado de Abdelhafez et al.42018; Arroyave-Murillo
et al.,2018; Campos-Vidal et al.,2021; Gazwi et al.,2022¢

Nombre Formula Estructura

Rutina (1) C27H30016
Astragalina (2) C21H20011
4'56,7- C28H28014
tetrahidroxiflavona
6-0O-B-
arabinopiranésido
7-0O-a-
ramnopiranésido

3)

R2

Ry

OR;

(6]
1 R1=R2=H, R3=Glc(6”-1"”’)Rha,R4=0OH
2 Ri=R>=Ra= H, R3=Glc

OH




3 Ri=Rha, R2=0-Ara (p),Rs= OH R4=H

Cianidina 3- | C26H29015
sambubiaesido (4) o
HO
\
/ oR
OH
4 R=Glc(2”-1"")Xyl
Acido cafeico CoHgO4
HO
D/\)‘\OH
HO
Acido C7He04 R
protocatequiico N
(6) ;
Acido B-resorcilico | C7HsO4
(7)
Acido 4- | CgHsgOs3 R
hidroxifenilacético OH
(8) 6'R1=COOM/ R2=H, Rs=OH
7 R1=COOH#R>=0OH, R3=H
8R1—CH2COOH R>=R3=H
2-Furancarboxilico | CsHsO3
| COOGH,4
6-hidroxistigmast- | C29Has02
4-en-3-ona
OH
Acido lepidiémico | C12H18010 OH oH
HO///// O/////' : OH
o) - “,
\ y O\\\\\ o 1, Wy
COOH




Acido verndlico C1sH3203

Kaempferol 3-OD- | C27H30016

soforosido

Kaempferol 3-OD- | C2sH28015

sambubiosido.

2,3 dihidro-3,5- | CeHgOa

dihidroxi-6-metil-

4H-Pyran-4-ona HO OH
0

DL-prolina-5-oxo- | C11H17NOs

metil éster




Acido 4- | CgHsO3 HO o
hidroxifenilacético \O\/u\
OH

4.5.4. Perfiles’"metabdlicos del EHMa por LC/QTOF-MS

Ya que el EHMa fue_ el extracto organico mas activo, se analizé por LC/QTOF-MS

para caracterizar la~composicion quimica. Las condiciones de la cromatografia
liguida se optimizarop-mediante un método de elucion en gradiente durante 30 min
utilizando una fase moyil A«(agua con &cido féormico al 0,1 %) y una fase movil B
(acetonitrilo con acido formico al 0,1 %). En estas condiciones, se obtuvo un
cromatograma de pico base(BPC) en modo positivo del contenido total del EHMa.
Dicho cromatograma fue analizado y comparado en la base de datos MELTIN para
obtener la identidad de los metabpolitos contenidos en el extracto organico. La
mayoria de los compuestos se identifiearon segun su formula quimica, tiempos de
retencién, tipo de ion, fragmentos MS/MS y puntuacion. Los metabolitos

encontrados se muestran en la tahla5 (Rodriguez-Morales et al.,2021).

Tabla 5. Metabolitos presentes en el EHMa. Tomado de Rodriguez-Morales et al.,2021.

Nombre Formula Estructura

Acido 52,87,112,14Z- | Ci1gH280> OH _ _ _ _
octadecatetraenoico

(1) °

Acido 97,127 ,15E- C18H3002
octadecatrienoico (2)

1a,25-dihidroxo-2a- C30H5004
(3-hidroxipropil)
vitamina D3 (3)




Emmotina A (4) C16H2204

o

(o]
\\\\\\OH
OH

(12R)-HETTE (5) C20H3403 '

HO

0

(-)-isoamijiol (6) C20H3202 Z

HO////I, :
Longispino genina (7) | CzoHs003 WOH

HO/ o

Teonellasterol (8) Cs0H460
Acido 72,11Z,14E- C20H3402

eicosatrienoico (9)




dihidroxi-53-chol-
8(14)-en-24-oico

I

il

o

it H

Acido betulinico (10) | CsoH4sOs3 //
OH
HO
Artonina P (11) CasH200s
Acido 3a,12a- C24H3804

Este estudio proporcioné evidencia cientifica sobre el €fecto vasorrelajante del

EHMa, y los metabolitos encontrados representan moléculas interesantes para

futuros estudios, uno de los cuales es determinar el mecanisma.de accion y aplicar

analisis QSAR (Rodriguez-Morales et al., 2021).







5. (Justificacion

A pesar-de que existen diversas formas de tratar la hipertension arterial ya sea de
forma nefarmacol6gica como lo es el cambio de habitos, la reduccion de la ingesta
de sal, realizar. ejercicio al menos cinco veces a la semana por periodos minimos y
la forma farmacolégica con la gran variedad de farmacos como los agentes
simpaticoliticos\(bloequeadores [ adrenérgicos y bloqueadores a adrenérgicos)
diuréticos, inhibidores«de la enzima de conversién de la angiotensina, antagonistas
del calcio y antagonistas de los receptores de la angiotensina Il, HTA sigue siendo
un problema de saludcon altos porcentajes de incidencias en nuestro pais
provocando millones de fallegimientos cada afio (Brunton et al., 2019; Campos-
Nonato et al., 2020).

La poblacibn mexicana recurré también a mdultiples formas de mitigar esta
enfermedad y una de ellas es la recurrencia a plantas medicinales las cuales de
forma empirica han demostrado'tener la capacidad de tratar este tipo de afeccion,
es por eso que multiples experteS.se.han dado a la tarea de estudiar los extractos
de diversas especies vegetales para comprobarsus efectos farmacolégicos o toxico

segun el caso (Garcia et al., 2011).

Por lo que la especie vegetal Ma se ha estudiado cenJa finalidad de obtener a partir
de ella moléculas bioactivas que generan efecto farmacoldgico vasorrelajante.
Segun los estudios realizados por un grupo de investigadores de la Universidad
Juérez Autonoma de Tabasco de la Division Académica-ge Ciencias Basicas el
EHMa tiene mayor efecto vasorrelajante en comparacion con{otres extractos de la
misma especie vegetal, en el modelo ex vivo en 6rgano aislado‘de’anillos de aorta
de rata. No obstante, el mecanismo de accion de este extracto es deseonocido, por
lo que es crucial continuar con los estudios sobre Ma para analizar sus'metabolitos
secundarios mediante analisis QSAR, ya que podrian ser precursores de
medicamentos con propiedades vasorrelajantes (Rodriguez-Morales et al.,"2021).




6. PREGUNTA DE
INVETIGACION



6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢En qué viarde sefalizacion dependiente de endotelio estd involucrado el
mecanismo de“accién del EHMa y que metabolitos secundarios podrian ser los

responsables de la actividad vasoactiva?

[Fecha] 27






7. HIPOTESIS

El EHMa, presentara propiedades vasorrelajantes en el modelo ex vivo de érgano
aislado en anillos en aorta de rata, probablemente relacionadas con factores como
los prostanoidesrproducidos por la ciclooxigenasa-1 (COX-1), EDHF, el receptor
colinérgico musearinico tipo 3 o la eNOS, ademas estas propiedades se

relacionaran con los'metabolitos secundarios identificados en el extracto.

[Fecha]

28






8. OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo de acciéon del efecto vasorrelajante del EHMa en el
modelo €X vivo en 6rgano aislado de anillos de aorta en rata y realizar mediante un
analisis QSAR con los metabolitos secundarios para determinar qué metabolitos

son responsables de la actividad.




9. OBJETIVOS ESPECIFICOS



9. OBJETIVOS ESPECIFICOS
9.1. Estandarizar el modelo ex vivo de 6rgano aislado de anillos de aorta de rata.

9.2. Evaluar, el efecto vasorrelajante deL EHMa en presencia de (10 pM)

indometacina.

9.3. Evaluar ellefecto vasorrelajante del EHMa en presencia de (10 uM) L-NAME
(éster metilico de N-nitro-L-arginina).

9.4. Evaluar el efectogvasorrelajante del EHMa en presencia de (10 uM) azul de

metileno.
9.5. Evaluar el efecto vasorrelajante del EHMa en presencia de (5 mM) TEA.
9.6. Evaluar el efecto vasorrelajante,del EHMa en presencia de (1 uM) atropina.

9.7. Construir curvas de concentracion*respuesta (CC-R) del efecto vasorrelajante
en ausencia y presencia de~sindometacina, L-NAME, azul de metileno, TEA o

atropina.

9.8. Realizar un analisis QSAR utilizando regresion lineal multiple realizar validacion

interna y externa.







10/METODOLOGIA

10.1..Recoleccion e identificacion de la especie vegetal

Se recolectd_la especie Ma en el municipio de Teapa, Tabasco con coordenadas
17°30'48" N 92°55'18" O. La identificacion se realizo en la Division Académica de
Ciencias Biologieas por la M. en C. Maria de los Angeles Guadarrama Olivera. Se
efectué la limpieza, de la especie vegetal para la eliminacion externa de
contaminantes, como -polvo, microorganismos y otras particulas extrafias a la
especie vegetal. La especie se deseco a la sombra durante 7 semanas, después de
este tiempo se fragmento la especie en una licuadora marca American® modelo
7972 de 350 watts de potencia y posteriormente se pes6 en una balanza analitica
marca Ohaus® Pioneer PA214,\para luego ponerla en contacto con el disolvente
(Hernandez-Abreu et al., 2009).

10.2. Obtencién del EHMa

Una vez que se realiz6 el pesadoe del material, se utilizé la técnica de maceracion
con el disolvente. Se colocé una’ cantidadsde 153.5 g de la especie seca y
fragmentada. El n-hexano (CeH14) seicoloco comounico disolvente durante 72 horas
por triplicado. Después de 72 horas de.contacto €on,el disolvente, el macerado se
filtré y se concentrd en el rota vapor marca DLAB(a 40°C y 90 revoluciones por
minuto, en la figura 3 se muestra el esquema general de esta metodologia
(Hernandez-Abreu et al., 2009).

Metodologia explicada en la siguiente figura.

Recoleccion,
limpieza, Maceracion en
desecacion y hexano durante

Identificacion
de la especie
vegetal.

Concentracion Obtencidn del
fragmentacion 72 horas por
la especie triplicado.

vegetal.

en rotavapor. extracto.

Figura 3. Esquema general de la metodologia de obtencion del extracto.




10.3."Mecanismo de accion
Metodologia-explicada de forma general en la figura 4.

Mecanismo
de accion

Modelo de
organo
aislado

En
presencia
de endotelio

En ausencia
de endotelio

Indometacin

Azul de
a (10 uM) - L-NAME(10

metilenc (10
pM) - EHMa

M) ~ EFuM TEA (5 uM) Atropina (1
EHMa ) - =RMa

- EHMa uM) - EHMa

Construccion
CC-R

Analisis
estadistico

GraphPad
Prisma v.
8.0.2

Figura 4. Esquema general de la metodologia de mecanismo de accion.

10.3.1. Reactivos quimicos

Bitartrato de noradrenalina (NA), atropina, éster metilico de N-nitro-L-arginina”(L-
NAME), cloruro de tetraetilamonio (TEA), azul de metileno, indometacina, cloruro de
carbamilcolina (carbacol) (Hernandez-Abreu et al., 2009).




10,32. Animales

Se utilizaron ratas Wistar, las cuales se mantuvieron bajo condiciones estandar de
laboratorio con libre acceso a alimentos y agua. Los procedimientos en su totalidad
con animales.se realizaron conforme con la Normativa Federal para el Cuidado y
Experimentacion Animal (SAGARPA, NOM-062-Z00-1999, México), y se obtuvo un
aval del comitélde’ bioética CIEL (Comision Institucional de Etica en Investigacion)

la cual pertenece a’esta institucion (Hernandez-Abreu et al., 2009).

10.3.3. Estudios funcionales

Se sacrificaron ratas por dislocacion cervical. La aorta toracica se limpio de tejido
conjuntivo adherido y se seceiono en anillos de 3 a5 mm de longitud. Los segmentos
de tejido se sostuvieron en gafnchos de acero inoxidable, bajo una tension optima
de 3 g, en bafios de 6rganos de“10.mL con solucién de Krebs calentada (37 °C) y
oxigenada (0O2/CO2, 19:1) (composicion, mM: NaCl, 118; KH2POs, 1,2; KCI, 4,7;
CaClz, 2,5; EDTA, 0,026; MgSQa, 1,2; NaHCOs, 25,0 y glucosa, 11,1, pH 7,4). Los
cambios en la tensién se registraron jpor transductores de fuerza TSD125
(Astromed®, West Warwick, RI,“EE. UU.)»Conectado a un analizador MP160
(Biopac® Instruments, Santa Barbara,«CA, EE.(UU.). Después del equilibrio, a los
anillos arteriales se sometieron a contraceién con'NA'(0,1 uM) y se lavaron cada 30
min durante 2 h. Luego de la precontraccién con NA (0.1 uM), las muestras de
prueba (EHMa, vehiculo y control positivo) se agregaron”alibafio en un volumen de
100 mL. Finalmente, se crearon curvas de concentracion-réspuesta acumulada para
cada anillo (0.01-313.6 pg/mL para el extracto organico). El"efecto relajante del
extracto y control positivo se determind comparando el tono, muscular de la
contraccion antes y después de la adicion de los materiales de prueba. El tono
muscular se calcul6 partir de los registros que proporciono el software

Aqgcknowledge (Biopacl) (Hernandez-Abreu et al., 2009).




Figura 5. Sistema de adguisicion y analisis de datos BIOPAC MP 160.

10.3.4. Determinacion del mecanismo de accién

Los anillos aérticos (+E) se incubaronsCon indgmetacina (10 pM), se afiadieron al
bafio de 6érganos, y se incubaron durante, 15 min/antes de contraer los anillos
arteriales con NA (0,1 uM). Luego, se afiadio el EHMa.en diferentes concentraciones
y Se crearon curvas concentracién-respuesta acumuladas (Hernandez-Abreu et al.,
2009).

Los anillos adrticos (+E) se incubaron L-NAME (10 uM), se anadieron al bafio de
organos, y se incubaron durante 15 minutos antes de contraer los\anillos arteriales
con NA (0,1 uM). Luego, se afiadié el EHMa en diferentes concentraciones y se
crearon curvas concentracion-respuesta acumuladas (Hernandez-Abreu. et al.,
2009).te

Los anillos aérticos (+E) se incubaron azul de metileno (10 uM), se afadieran al
bafio de érganos, y se incubaron durante 15 minutos antes de contraer los anillos
arteriales con NA (0,1 uM). Luego, se afadié el EHMa en diferentes concentraciones

y se crearon curvas concentracion-respuesta acumuladas (Tettey et al., 2020).




Los”anillos adrticos (+E) se incubaron TEA (5 mM), se afadieron al bafio de
organos, y se incubaron durante 15 minutos antes de contraer los anillos arteriales
con NA (0,1 uM). Luego, se afadio el EHMa en diferentes concentraciones y se

crearon curvas concentracién-respuesta acumuladas (Ahmad et al., 2009).

Los anillos adrtices (+E) se incubaron con atropina (1 uM), se afadieron al bafio de
organos, y se incubaron durante 15 minutos antes de contraer los anillos arteriales
con NA (0,1 uM). Luego, se afadi6 el EHMa en diferentes concentraciones y se
crearon curvas concentracion-respuesta acumuladas (Hernandez-Abreu et al.,
2009).

10.3.5. Anélisis estadistico

Se construyeron curvas concentracion-respuesta del efecto vasorrelajante del
EHMa en presencia de los cinco diferentes agentes en anillos de aorta de rata pre-
contraidos con NA 0.1 uM. Las«evaluaciones se realizaron por quintuplicado (con
una n de 5 experimentos) y“os'resultados obtenidos se expresaron como el
promedio + E.E.M. Las gréficas_concentracion-respuesta y el analisis de datos
estadisticos se realizaron en el programa GraphPad Prisma version 8.0.2,
estableciendo una diferencia estadistica significativa-con un valor p < 0.05 mediante
un analisis de varianza de una via (ANQVA), seguida de una prueba de Tukey
(Hernandez-Abreu et al., 2009).




1047 Anélisis relacion cuantitativa estructura actividad
La Figura 6 resume los pasos para la construccion del modelo QSAR desarrollado

en este trabajo:
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Figura 6. Esquema general de la metodologia QSAR en esta investigacion.

10.4.1. Obtencién de descriptores moleculares

Para poder obtener los descriptores moleculares todos los metabolitos se dibujaron
en 2D en el software ChemDraw v.17 y en este mismo se ©obtuvieron los formatos
Simplified Molecular Input Line Entry Specification (SMILES),.de_cada metabolito.
Se empled el software PaDel Descriptor para calcular 1444 descriptores en 2D (Yap,
2011).

10.4.2. Seleccién de descriptores

Durante el procesamiento de los datos, se consultod bibliografia relacionada..con
modelos QSAR basados en la actividad de interés y se examino cuales descriptores
moleculares funcionaban para modelos similares; se eliminaron los descriptores con

informacion insuficiente y repetitivos, y se cre6 una base de datos con 17

realiz6 en el paquete
de base de |[mmm$d Procesamiento [Ems=il cstadistico Minitab v. [l \/3lidacion [mms==ed |\odelo final



descriptores moleculares para cada metabolito. Para un correcto desempefio del
modelos.es necesario seleccionar el menor nimero de descriptores informativos
(Dong €tal., 2011).

10.4.3. Datos de la actividad vasodilatadora

La actividad fue @btenida de la plataforma en linea PASS Online la cual predice més
de 4000 tipos deactividades bioldgicas. Para obtener la prediccién solo fue
necesario copiar el formato SMILES en la barra de busqueda de la plataforma. La
actividad biolégica de' PASS Online estd representada en una probabilidad (Pa:
probabilidad de "estar activa®) debido a que se estima la posibilidad de que el
compuesto estudiado pertenezea a la subclase de compuestos activos. Se realizd
la busqueda de los 12 metabolitos secundarios encontrados en el EHMa de los
cuales solo se encontr6 la actividad vasodilatadora de 7 metabolitos: (1)
(52,82,117,147)-acido octadecatetraenoico, (2) (92,12Z,15E)- acido
octadecatrienoico, (5) (12R)-HETRE, (9)«(#Z,11Z,14E)- acido eicosatrienoico, (7)
longispino genina, (10) acido betulinico y (12) acido 3a,12a-dihidroxi-5B-chol-8(14)-

en-24-oico (Filimonov et al., 2014).
10.4.4. Modelamiento

Se calcularon el coeficiente de determinacion (R?),_coeficiente de determinacion
ajustata (R?adj), coeficiente de correlacion de validacién cruzada (Qloo?), error
absoluto medio (MAE), prueba de Fisher,suma de cuadrades de residuos (RSS) y
se utilizé regresion lineal multiple para crear un modelo QSAR . Fodo esto se realizé

en el paquete estadistico Minitab v. 21.1.0 (Lu et al., 2001).
10.4.5. Validacion

Para probar la capacidad predictiva y la generalizacion de los métodos;'Serequirio
la validacion de los modelos mediante validacion cruzada (validacion ‘interna) y
prediccién de conjuntos de prueba (validacion externa). Para encontrar un madelo
QSAR prometedor, se utilizo la técnica de validacién cruzada de dejar uno fdera
(LOO-CV). En un conjunto de datos con n muestras disponibles y m modelos

potenciales, cada modelo se entrena con n - 1 muestras y luego se prueba con la




muestra que quedo fuera. Hasta que cada muestra del conjunto de datos se utilice
una vez.como instancia de validacion cruzada, este proceso se repite n veces. El
coeficiénte ,de correlacion de validacion cruzada (Qloo?), es un indicador de la
capacidad~de. generalizacién del modelo para todos los candidatos. Se realizé
validacion interma (LOO-CV) del conjunto de entrenamiento con la siguiente formula.
(Dong et al., 2011; Gackowski et al., 2022).

QlOOZ — 1 _ E(Yobs(entrenamiento) _Ypred(entrenamiento))z (2)

Z(YObs(entrenamiento) - Y(entrenamiento))z

El Qloo? se presenta en’ la ecuacion (2), donde Yobs(entrenamiento) €S la respuesta
observada, Ypred(entrenamiento) €8"1a respuesta prevista en el conjunto de compuestos
de entrenamiento basado en"L@O=CV y Y (entrenamiento) €S la respuesta del conjunto
previsto por el modelo. EI modelo®se considera aceptable si Qloo? supera 0.5
(Gackowski et al., 2022).

MAE = M 3)

Un indice de la relacion lineal entre |os datos’predichos (Ypred) Y observados (Yobs)
es el error absoluto medio (MAE) quesse.muestra_en la ecuacion (3). Debido a que
la féormula de MAE no incluye un término-al'euadradoy'se considera superior a la raiz
del error cuadréatico medio proporciona el mismo peso.a cada error. Por lo tanto, en
el contexto del modelado, MAE se considera una“solucién simple y mas

determinante directo de los errores de prediccion (Gackowskiret al., 2022).

Se llevd a cabo una validacion externa del modelo mediante la“utilizacién de un
conjunto de pruebas para predecir la actividad biol6gica y estimarlos parametros.
Este paso asegur6 la capacidad predictiva del modelo y su aplicabilidad en la
prediccion de nuevas moléculas. Dado que en el EHMa no se dispone dée\suficientes
metabolitos secundarios para realizar una validacion externa, se recurrié.a.algunos
acidos grasos obtenidos de la literatura de los cuales se obtuvo su Pasy.sus

descriptores moleculares.







11/RESULTADOS

11.1..Recoleccion e identificacion de la especie vegetal Malvaviscus
arboreds

Se confirma.el género y la especie de la muestra como Ma y quedoé registrada con
namero de vaucher 35344 en el herbario de la Division Académica de Ciencias
Biologicas de la.Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco, se encuentra ubicada
en Carretera Villahermosa-Cardenas Km. 0.5 S/N, entronque a Bosques de Saloya,
Villahermosa, Tabascos Después de la identificacion, se realizaron las pruebas
experimentales indicadas” en la metodologia para la obtencion del EHMa vy

posteriormente la evaluacién’del mecanismo de accién.
11.2. Rendimiento del EHMa

Para la determinacién del rendimiento del EHMa se considero el peso del material
vegetal limpio, desecado y fragmentado. La masa total de Ma seca fue de 153 g, la

masa que se obtuvo del EHMa/fue.2 g.
Para obtener el rendimiento en peso y porcentaje se utilizé la siguiente formula:

Masa delEHMa
Rendimiento en % = . x 100
Masa'delimaterial vegetal seco

Una vez realizados el calculo, el rendimiento del EHMa.fue 1.30 %.




11.3" Evaluacion farmacoldgicay construccion de CCR de los EHMa en
presenctia de L-NAME, indometacina, atropina, TEA o azul de metileno

El efectovasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con anillos de aorta
pretratadosCon indometacina (10 uM) ante la contraccién inducida con NA (0.1 uM)
se muestra enJafigura 7. La indometacina, un inhibidor de COX, se usa para evaluar
la participacion'de' los prostanoides. El EHMa en presencia de endotelio se utilizd
como control positivo y-el vehiculo al 0,01% como control negativo. En presencia de
endotelio, el EHMa demostrd un efecto vasorrelajante con un Emax de 53,4 + 3,82 %
y un Clso de 57,82 pg/ml. El efecto vasorrelajante del EHMa en presencia de
endotelio con anillos de aorta’pretratados con indometacina mostré un Emax de 54,8
1+ 8,5 % y un Clso de 64,45 pg/mL.,
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Figura 7. Curvas concentracién-respuesta del efecto vasorelajante en anillos de aorta de rata precontrafdos con
NA (0.1 uM), EHMa en presencia de indometacina (10 uM) (A), EHMa (M) y control 0.01 % (@).)Los

experimentos son expresados como el promedio de + E.E.M de cinco experimentos (*p < 0.05 vs. control y #p

< 0.05 vs. indometacina + EHMa).




El efecto vasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con anillos de aorta
pretratados con TEA (5 mM) ante la contraccion inducida con NA (0.1 uM) se
muestra.en, la figura 8. El TEA, un bloqueador del canal K+, se utiliza para evaluar
la participacion del factor de hiperpolarizacion derivado de endotelio. EI EHMa en
presencia de endotelio se utiliz6 como control positivo y el vehiculo al 0,01% como
control negativo: "En presencia de endotelio, el EHMa demostr6 un efecto
vasorrelajante confun.Emax de 53,4 + 3,82 % y un Clso de 57,82 ug/mL. El efecto
vasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con anillos de aorta pretratados
con TEA mostré un Emax.de 43.79 £ 9.7 % y un Clsode 107.26 pg/mL.
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Figura 8. Curvas concentracién-respuesta del efecto vasorelajante en anillos de aorta de rata precontraidos con

NA (0.1 uM), EHMa en presencia de TEA (5 mM) (A), EHMa (M) y control 0.01 % (®). Los experimentos son

expresados como el promedio de = E.E.M de cinco experimentos (*p < 0.05 vs. control y #p < 0.05_vs, TEA +
EHMa).




El efecto vasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con anillos de aorta

pretratados con atropina (1 uM) ante la contraccion inducida con NA (0.1 uM) se
muestras€n la figura 9. La atropina, un bloqueador del receptor colinérgico
muscarinico_tipo 3. El EHMa en presencia de endotelio se utiliz6 como control
positivo y el vehiculo al 0,01% como control negativo. En presencia de endotelio, el
EHMa demostrg_un_efecto vasorrelajante con un Emax de 53,4 + 3,82 % y un Clso de

57,82 ug/mL. El efecte vasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con

anillos de aorta pretratados con atropina mostré un Emax de 46.5 + 10.8 % y un Clso

de 79.8 pg/mL.
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Figura 9. Curvas concentracién-respuesta del efecto vasorelajante en anillos de aorta de rata precontraidos con
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NA (0.1 uM), EHMa en presencia de atropina (1 pM) (A), EHMa (M) y control 0.01 % (®). Los exXperimentos

son expresados como el promedio de + E.E.M de cinco experimentos (*p < 0.05 vs. control y #p < 0/05 vs.

atropina + EHMa).




El efecto vasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con anillos de aorta
pretratados con L-NAME (1 uM) ante la contraccion inducida con NA (0.1 uM) se
muestra.en,la figura 10. EI L-NAME,un inhibidor de la eNOS, se utilizo para evaluar
la participacCion de NO. EI EHMa en presencia de endotelio se utiliz6 como control
positivo y el vehiculo al 0,01% como control negativo. En presencia de endotelio, el
EHMa demostrg_un_efecto vasorrelajante con un Emax de 53,4 + 3,82 % y un Clso de
57,82 yug/mL. El efecte vasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con
anillos de aorta pretratados con L-NAME se viéo completamente abatido por lo que

no hay datos de Emaxy Clso.
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Figura 10. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorelajante en anillos de aorta de rata precontraidos
con NA (0.1 uM), EHMa en presencia de L-NAME (10 uM) (A), EHMa (M) y control 0.01 %) (®). Los

experimentos son expresados como el promedio de + E.E.M de cinco experimentos (*p < 0.05 vs. control y #p
<0.05vs. L-LAME + EHMa).




El efecto vasorrelajante del EHMa en presencia de endotelio con anillos de aorta
pretratados con azul de metileno (10 uM) ante la contraccion inducida con NA (0.1
uM) se muestra en la figura 11. El azul de metileno, un inhibidor del guanilato
ciclasa, se“Utilizo para evaluar la participacion del GMPc como segundo mensajero.
El EHMa enpresencia de endotelio se utiliz6 como control positivo y el vehiculo al
0,01% como caontral+negativo. En presencia de endotelio, el EHMa demostré un
efecto vasorrelajante jeon un Emax de 53,4 + 3,82 % y un Clso de 57,82 pg/mL. El
efecto vasorrelajante_del EHMa en presencia de endotelio los anillos de aorta
pretratados con azul de.metileno tiene un Emax de solo 16.46 + 3.26 % y un Clso de
134.92 pg/mL.
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Figura 11. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasorelajante en anillos de aorta de rata precontraidos
con NA (0.1 pM), EHMa en presencia de azul de metileno (10 mM) (A), EHMa (H) y control 0.01 %(®). Los

experimentos son expresados como el promedio de + E.E.M de cinco experimentos (*p < 0.05 vs. controly #p
< 0.05 vs. azul de metileno + EHMa).




Derivado de la evaluacion farmacoldgica, se construyeron curvas concentracion-
respuesta a partir de las cuales se obtuvieron parametros farmacodinamicos como
el Emax'y«Clso del EHMa en presencia de cinco diferentes agentes. Los resultados
se muestran_en la tabla 6.

Tabla 6. Efecto vasarrelajante del EHMa en presencia de L-NAME, indometacina, atropina, TEA
0 azul de metileno.

Agentes de prueba Emax (%) Clso (ug/mL)
EHMa 53.4+3.82 57.82
EHMa + L-NAME ND* ND*
EHMa + indometacina 54.8+85 64.45
EHMa + atropina 46.5+ 10.8 79.8
EHMa + TEA 43.79.+£9.17 107.26
EHMa + azul de metileno 16746 + 3726* 134.92*
Vehiculo ND ND

ND=No determinado
*: Diferencias estadisticamente significativa respecto al cantrol




11.4. Resultados obtenidos en el modelado QSAR de los metabolitos
secundarios del EHMa

A continuacion, se presenta el modelo obtenido mediante regresion lineal multiple y
su gréafica correspondiente, en la que se muestran las moléculas del grupo de
entrenamiento, utilizadas para obtener el modelo, y las moléculas del grupo de

prueba, empleadas+para realizar la validacion externa.

PA = 0.720 + 0.0387apol - 0.1139 CrippenLogP - 0.0240 CrippenMR + 0.347

LipinskiFailures

i Grupo de

0.8 © entrenamiento V A\
- Grupo de
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Prediccion

Figura 12. Curva de regresion lineal multiple de la actividad predicha versus base de datos
(PASSonline) del modelo QSAR desarrollado.




En latabla 7 se muestran parametros obtenidos de la validacion externa del modelo

de regresion lineal multiple.

Tabla 7."Parametros obtenidos de la validacion interna y externa del modelo QSAR.

Qloo?=0.75 Prueba de Fisher=8.21
PA = 0.720y+,0.038 apol - 0.1139 CrippenLogP - 0.0240 CrippenMR +
0.347 LipinskiFailures
Grupo de entrenamiento Grupo de prueba
R? 0.94 0.74
R2adj 0.82 0.63
MAE 0.03 0.09
RSS 0.01 0.06

En la tabla 8 se muestran los fesultados de la prediccion del modelo de regresion

lineal mdltiple.

Tabla 8. Resultados de la prediccién del modelo QSAR del grupo de entrenamiento y grupo de

prueba.

Molécula Pa Prediccion
(1) (52,82,11Z,14Z)-acido octadecatetraenoico 0.734 0.72
(2) (92,122,15E)- acido octadecatrienoico 0.694 0.78
(5) (12R)-HETRE 0.746 0.70
(7) Longispino genina 0.525 0.52
(9) (92,12Z,15E) - 4cido eicosatrienoico, 0.73 0.70
(10) Acido betulinico 0.317 0.33
(12) Acido 3a,12a-dihidroxi-58-chol-8(14)-en-24- | 0.287 0.29
oico

Acido linoleico 0.73 0.74
Acido Oleico 0.71 0.75
Acido caproico 0.64 0.83
Acido palmitico 0.64 0.83




Estér etilico de &cido linoleico 0.75 0.71
Acido4-hidroxifenilacetico 0.38 0.48
Ester metilico de 4cido ricinoleico 0.82 0.82
Acido behénice 0.64 0.60







12/DISCUSION

12.1 MeCanismo de accion

Ma es una-especie vegetal utilizada en la medicina tradicional tabasquefia y
mexicana para.tratar enfermedades estomacales, colicos, tos y malestares de
garganta leve. El\grupo de investigacion de quimica orgénica de la Universidad
Juarez Auténoma de~Tabasco demostré cientificamente la actividad vasodilatadora
en 2021; este estudiofue el primero en describirlo, por lo que se le dio a la tarea de
continuar con el estudig’ farmacologico para descubrir el mecanismo de accion del
efecto vasorrelajante de EHMa y llevar a cabo un estudio in silico utilizando la
metodologia QSAR.

En este contexto, EHMa obtenidosmediante maceracion de la especie vegetal fue
evaluado en presencia de 5 diferentes agentes indometacina, TEA, atropina, L-
NAME y azul de metileno despuées de contraerse con NA para evaluar su

mecanismo de accion.

El efecto vasorrelajante del EHMa, dependiente de la presencia de endotelio, no
mostré diferencia estadistica significativa en presencia de indometacina, atropina o
TEA. El uso de indometacina para evaluarda participacion de los prostanoides como
inhibidor no selectivo de la COX, na redujo’ significativamente el efecto
vasorrelajante del EHMa. El TEA, utilizado para evaluasita participacion del factor
hiperpolarizante derivado de endotelio debido a que bloquea)los canales de K*, no
abatio significativamente el efecto vasorrelajante. En el caso deda atropina, utilizado
para evaluar la participacion del receptor colinérgico muscarinice’tipo 3, no inhibié
significativamente el efecto vasorrelajante del EHMa; no asi, el L-NAME, utilizado
para evaluar la participacion del NO, debido a que inhibe la eNOS, el L-NAME redujo
la capacidad vasorrelajante por completo. Los hallazgos de este estudiosndicaron
que el EHMa redujo su actividad vasorrelajante en los anillos adrticos pretratados
con L-NAME; estos hallazgos indican que la participacion del eNOS en la produccion
de NO esta relacionada con el efecto vasorrelajante del EHMa. Debido a que el\NO

participa en el efecto vasorrelajante del EHMa se continu6 con la evaluacion de la

participacion de GMPc como segundo mensajero, para esta evaluacion se utilizé




azul'de metileno que es un inhibidor de la guanilato ciclasa, el efecto vasorrelajante
del EHMa se reduce significativamente en los anillos de aorta pretratados con este
agente’ Los hallazgos de la metodologia de érgano aislado en anillos de aorta de

rata indican"que la via NO/GMPc participa en el efecto vasorrelajante del EHMa.

Al afirmar que”esta via de sefializacion es la que principalmente actia en el EHMa
hay muchas cuestiones a considerar ya que el EHMa es una mezcla de diferentes
metabolitos secundarios los cuales tienen diferencias estructurales significativas
como flavonoides, wvitaminas, acidos grasos, diterpenos, sesquiterpenos vy

triterpenos.

En el caso de los flavonoides, metabolitos ampliamente estudiados principalmente
por sus efectos cardiovascularesyse han descrito varios mecanismos implicados en
la vasorrelajacion mediada por estes\compuestos. Los flavonoides pueden inducir
la liberacion de NO al aumentar la=eoncentracion de Ca?*, lo que conlleva la
activacion de la eNOS y del factor hiperpolarizante derivado del endotelio. Ademas,
existen mecanismos independientes-del endetelio, como el bloqueo de los canales
de Ca?* o la inhibicién de las enzimas.fosfodiesterasas, que evitan la degradacion
del monofosfato de guanosina ciclico,-aumentando asi la proteina quinasa G, lo que
conduce a la relajacion de las células delmusculo liso. Desafortunadamente, en el
caso de la flavona presente en el EHMa, larartonina'P; no hay reportes especificos

en la literatura sobre alguna actividad bioldgica. (Almeida-Rezende et al., 2016).

En el caso de las vitaminas, estas tienen reportes sobre regulacién en funciones
cardiovasculares. Datos epidemiologicos han demostrado quesa insuficiencia de
vitamina D esta asociada a enfermedades cardiovasculares (hipertension,
hipertrofia ventricular, aumento en la rigidez arterial, disfuncion endatelial) e incluso
en la enfermedad renal cronica. En estudios realizados en la universidad de
medicina veterinaria de Viena, se descifr0 porque mecanismos estos metabolitos
regulan el tono vascular sistémico y la funcion cardiaca, este estudio se realizé, en
ratones deficientes del receptor de vitamina D mutante e inactivo, estos ratones
tienen una menor disponibilidad de NO, derivado de una expresion reducida defla

eNOS. Estos ratones experimentaron disfuncion endotelial, rigidez aodrtica




aupmentada y cambios en el ritmo cardiaco. Los hallazgos de este estudio confirman
las conclusiones de que la unidon de la vitamina D a su receptor mantiene la
vascularizacion porque la vitamina D es un regulador transcripcional directo de la
eNOS vy alestimular su activacidbn aumenta la concentracion de NO. Lo que apoya
la metodologia«de 6rgano aislado en anillos de aorta de rata y confirman que el NO

participa en el mecanismo de EHMa (Andrukhova et al., 2016).

Los diterpenos han.sido estudiados en varias ocasiones y han demostrado tener un
efecto vasorelajante."Para explicar su actividad vasodilatadora, se han sugerido
varios mecanismos de accion en los cuales se relaciona con el aumento de los
niveles de AMPc. EI AMPcTegula la formacién y la fosforilacion del 1,4,5-trifosfato
de inositol, la actividad de los eanales y bombas de Ca?*, y la formacién de otros
mensajeros que movilizan Ca?%". “Especificamente del (-)-isoamijiol, se tiene
reportado que en extractos menos polares donde se ha identificado su presencia y
sus derivados de oxidacion, se ha comprobado mediante diferentes métodos su

actividad antioxidante (Andrukhoyva et al., 2016).

En el caso de sesquiterpenos, en una.investigacion in silico realizada por el Grupo
de Investigacion de Ciencias Farmacéutieas, se utilizé6 un modelado molecular para
predecir la activacion de la eNOS a través'de cofacteres. Los cofactores estabilizan
el sitio catalitico, lo que permite la sintesis de L-Arg“ysla creacion de NO. En el
modelado se comparo la afinidad de los metabolitos por el sitio catalitico, con la
afinidad de su cofactor nativo BH4. La AGb de Emmotin A‘esde - 7.21kcal/mol y su
afinidad a la enzima de 1.28 uM lo que aceptable debido a ques€l'coefactor BH4 tiene
una afinidad de 3.60 pM, por lo que Emmotin A con un valor ak2.8 veces mejor
afinidad. Esta investigacion respalda los hallazgos de la metodologia,de 6rgano
aislado en anillos de aorta de rata y confirman que el NO participa en ekmecanismo
de EHMa. De emmotina A no hay reportes sobre actividades biolégicas, pero se
sabe que en extractos donde han logrado identificar esta molécula han resultado

tener actividad antinflamatoria y analgésica (Asif et al., 2023).
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Figura 13. Emmotina A. a) Impedimento estérico y b) Tipo de Interacciones: ,

, , Van der Waalsg

En la figura 13 se muestra el metabolito Emmetin A de color verde con rojo, como
se puede observar en el inciso a) el/metabolito,se-acomoda de tal manera que no
impide el paso al sitio catalitico, lo que permite lasSintesis de L-Arg y la formacién
de NO. En el inciso b) observamos que Emmotin A mantiene dos interacciones por
puente de hidrogeno con oxigenos, uno del carbonilo y otro en el éter, qué
interactan con el hidrogeno del residuo de aminoacido de Arg365, una interaccion
-7 apilado con Trp447, interacciones por alquilo y tr-alquilo con Phe460, Trp445y
Ala 446, ademas de tener interacciones de Van der Waals.eon His461, Trp74,
Vall04, que le da estabilidad aceptable al sitio. La interaccion favoerable de Emmotin
A con el grupo Hem510 por dos puentes de hidrogeno nos indicasque seria una
molécula que activaria el sitio catalitico y que podria llevar a cabo-la reaccion

formando los productos correspondientes como el NO.

En el caso de los triterpenos, el acido betulinico es Unico y ha sido estudiado par'su
amplia gama de actividades biolégicas, incluida su actividad antitumoral

antiinflamatoria, contra el VIH, antidiabética y contra la malaria. También se ha

demostrado que suprime significativamente la produccién y migraciéon de ROS




induCida por etanol, ademas de ser hepatoprotector y tener efectos supresores de
los virus.de la hepatitis C. Debido a su actividad antioxidante, podriamos pensar que
también puede tener actividad vasorrelajante. Sin embargo, en la literatura no se ha
encontradoreportes sobre su efecto en enfermedades cardiovasculares. (Lou et al.,
2021).

En el analisis QSAR realizado en este trabajo de investigacién, los acidos grasos
(1), (2), (5) y (9) son.candidatos potenciales para tener la actividad vasodilatadora
del EHMa, como se puede ver en la ecuacion y en la plataforma en linea PASS

Online.

Los acidos grasos son los( prebables metabolitos responsables de la actividad
vasodilatadora. No hay evideneia en la literatura reportes especificos sobre
actividades biologicas relacionada eon las moléculas (1), (2) y (9) Sin embargo, se
ha demostrado que &cidos grasos con-estructuras quimicas similares pueden activar
diferentes vias de sefializacion fisiol6gicas-yypatoldgicas. Los estudios sobre acidos
grasos omega 3 (molecula (2)),”"camo el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA), han demostrado gue reducen significativamente los
eventos de enfermedad cardiovascular.al consumir dosis elevadas (Elagizi et al.,
2021).

Del unico metabolito del cual se encuentran antecedentes experimentales es de la
molécula (5) tiene un vinculo directo con el aumento Jde la inflamacién y la
vasodilatacion en mamiferos, ademas de ser un potente quimiotactico para
neutroéfilos. Después de la induccién de hipoxia, la molécula (5)’habia sido implicado
tanto en la inflamacion como en la permeabilidad vascular y la negvascularizacién
en la cérnea del conejo. Ademas, se encontré que ocurria simultaneamente con la
neovascularizacion de las células epiteliales de la cornea. Las células-€ndoteliales
coronarias tratadas con la molécula (5) también activaron NF-B y auméntaron la
expresion de los oncogénes c-fos, c-jun y c-myc. Es importante sefialar que, estos
metabolitos al ser derivados del acido araquidonico, activan la via de sefializacion

de las prostaglandinas (Conners et al., 1995; Seta et al., 2007; Stoltz et al., 1996;




Masferrer et al., 1989; Masferrer et al., 1991; Mezentsey et al., 2002; Mieyal et al.,
2001; Murphy et al., 1988).

12.2 Discusion sobre los descriptores moleculares

Los descriptores que logran explicar la actividad vasodilatadora en el modelo por el
método eliminacién de términos hacia atrs son CrippenLogP(coeficiente de reparto
segun la clasificacion de Crippen), CrippenMR (refractividad molar segun la
clasificacion de Crippen), apol (Suma de las polarizabilidades atémicas)
LipinskiFailures (violaciones a las reglas de Lipinski) (Ghose et al., 1986; Wildman
et al., 1999).

El modelo utiliza cuatro descriptores moleculares, entre los cuales se incluye el
CrippenLogP. Este descriptor indica que la solubilidad de los metabolitos es una de
las principales caracteristicas que/puede explicar la actividad estudiada.En este
modelo los acidos grasos son _los tiene mayor probabilidad de ser activo, una
caracteristica de los acidos grasos es st naturaleza hidrofilica. Por otro lado, los
descriptores CrippenMR y apol también estan estrechamente relacionados ya que
ambos convergen con el fendmeno de-polarizabilidad, en el caso de CrippenMR con
el cambio de la polarizabilidad como respuesta<a.un cambio eléctrico aplicado a
nivel atdbmico y apol en la suma de todas e€sas polarizabilidades, los metabolitos que
podrian tener actividad tienen una estructura alifatiea, por lo que tienen una
densidad electrénica mayor, que es directamente proporeional a su AMR y apol.
Otro importante descriptor son LipinskiFailures, las reglas incluyen no tener mas de
5 donantes de enlaces de hidrogeno (HBD), no tener mas(de~10 aceptores de
enlaces de hidrogeno (HBA), no tener un peso molecular por debajo de 500 umay
no tener un log P superior a 5. Este descriptor nos indica solo cuantasreglas se han
violado (Ghose et al., 1986; Roskoski et al., 2023; Wildman et al., 1999).
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13.1.4En, el presente estudio se pudo conocer que el EHMa ejerce su efecto
vasorrelajante principalmente por de la via del NO/GMPc. Ademas, se considera

gue su investigacion fitoquimica y farmacologica debe continuar.

13.2. Se obtuvo mn modelo QSAR mediante regresion lineal multiple. Se encontré
el modelo con la mejor capacidad predictiva que establecio relaciones satisfactorias
entre 4 descriptoresw la actividad vasodilatadora representada en una probabilidad,

los cuales se basan en la‘saolubilidad, polarizabilidad y las reglas de Lipinski.

13.3. El coeficiente de correlacion del analisis de relacién cuantitativa estructura-
actividad, el Qloo2 y los demas parametros estadisticos proporcionan buenos
resultados que nos indica querel andlisis puede predecir satisfactoriamente la
actividad vasodilatadora.

13.4. Segun el estudio QSAR Jas metabolitos secundarios con la mejor capacidad
predictiva son los acidos grasos (acido 52;82,117,14Z- octadecatetraenoico, 4cido
97,12Z,15E-octadecatrienoico, (12R)-HETrE,7acido 7Z,11Z,14E- eicosatrienoico)
de los cuales solo el (12R)-HETIE tiene antecedentes en la literatura de tener

actividad vasorrelajante.







14¢PERSPECTIVAS
14.1 Para complementar el mecanismo de accion realizar dinamica molecular sobre

otros blances terapéuticos.

14.2 Aislar cada metabolito secundario presente en el EHMa y probar cada uno de
ellos en el modelo,ex vivo de 6rgano aislado en anillos de aorta de rata y probar su

actividad vasorrelajante.

14.3 Realizar estudios) complementarios de viabilidad celular para probar la
toxicidad del EHMa mediante el modelo de cultivo celular con celulas endoteliales

de vena umbilical humana (HUVEC).
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INTRODUCCION

Malvaviscus arboreus es una especie vegetal
conocida comunmente como tulipancillo ‘o falsa
amapola. Es un arbusto con una altura de 2 m,
presenta ramas exuberantes con un tronco delgado,
hojas anchas y flores rojas con estambres que
sobresalen mas alla de la corola.’

Esta especie vegetal fue identificada=eon No. de
voucher 35344 y se determind queg@l extracto
hexanico (HEMa) mostré un efecto vasorrelajante
con una eficacia de 60.9% y potencia,de50.56
ug/mL, dependiente de la presencia de endotelio.?
El objetivo de este trabajo fue evaluar en el modelo
de o6rgano aislado, los factores dependientes de
endotelio que participan en el efecto vasorrelajante
del HEMa.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho Wistar bajo los
lineamientos de la NOM-062-ZOO-1999. Se
sacrificaron por dislocacion cervical, la aorta toracica
se limpié del tejido conjuntivo adherido y se corté en
anillos de 3 a 5 mm de longitud. Los segmentos de
tejido se montaron en ganchos de acero inoxidable,
con una tension inicial de 3 g, en 10 mL de solucion
de Krebs mantenida a 37 °C y oxigenada (O2/COz2,
19:1). Los cambios en la tension fueron registrados
por un transductor de fuerza TSD125, acoplado a un
amplificador DA100C (Astromed® West Warwick, RI,
USA) conectado a un analizador MP160 (Biopac®
Instruments, Santa Barbara, CA, USA).2

Posterior a un proceso de estabilizacion vy
sensibilizacion, los anillos adrticos (+E) se incubaron
con indometacina (10 uM), L-NAME (10 uM) o
atropina (1 pM) durante 15 min y se contrajeron con
NA (0,1 mM) para agregar concentraciones
acumulativas del HEMa. Se compard el efecto
vasorrelajante con y sin los agentes de prueba,
estableciendo una diferencia estadistica significativa
con un valor p<0.05 mediante un ANOVA seguida de
una prueba de Tukey.?

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto vasorrelajante del EHMa, dependiente de
la presencia de endotelio, no mostr6 diferencia
estadistica  significativa en  presencia de
indometacina o atropina; no asi, el L-NAME inhibio
por completo el efecto relajante (Tabla 1). Estos
resultados sugieren que la oxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) en la produccion de 6éxido nitrico
(NO) esta participando en el efecto vasorrelajante
del EHMa.

Tabla 1sEfecto vasorrelajante del extracto hexanico de
Malyaviscus arboreus en presencia de L-NAME,
indometa€ina-e.atropina.

Agentes de prueba Emax (%) Clso (ug/mL)
EHMa 53.4 +3.82 57.82
EHMa + LENAME -07+18 NA*
EHMa + indometacina 54.8+ 85 64.45
EHMa + atropina 46.5+10.8 NA*
NA=No aplica
CONCLUSIONES

El HEMa ejerce un efectovasorrelajante a través de
la via del oxido nitrico, ademas, se considera de
interés para continuaf ‘con su investigacion
fitoquimica y farmacoldgicas
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Resumen de la Tesis:

La presente investigacion se enfoca en la
especie vegetal Malvaviscus arboreus (Ma),
gque ha demostrado tener propiedades

biologicas como hepatoprotectora,
gastroprotectora, anticonvulsivante,
antimicrobiana, anticancerigena y

antioxidante. Sin embargo, se resalta su
actividad vasorrelajante, que se encuentra en
el extracto hexanico de Ma (EHMa) solo
dependiendo de la presencia de endotelio.
Sobre la@actividad vasorrelajante, se realizaron
estudios paraydeterminar el mecanismo de
accion. Este'proceso se llevo a cabo utilizando
un modelo ex wvivo en drganos aislados en
anillos“de aorta en ratas. Los resultados
mostraron que deslas vias de sefializacion
presentes en el endetelio en la que participa el
EHMa es la via de“oxido nitrico (NO) y el
segundo mensajero gwanosina monofosfato
ciclico (GMPc).

La investigacion fue complementada con un
estudio in silico por lo que se utiliz6 el
Quantitative Structure-Activity _Relationships
(QSAR), esto se logré mediante upa’regresion
lineal multiple que incluye la participacién de 4
descriptores moleculares:
CrippenLogP(coeficiente de reparto segun la
clasificacion de  Crippen), CrippenMR
(refractividad molar segun la clasificacion de
Crippen), apol (Suma de las polarizabilidades
atomicas) LipinskiFailures (violaciones a las
reglas de Lipinski)). Como resultado, se obtuvo
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un modelo QSAR que demostro que los acidos
grasos del EHMa tienen un papel importante
en la actividad biolégica.

El estudio encontré que el EHMa actia como
vasorrelajante principalmente a través de la via
NO/GMPc. Sin embargo, otras vias del
endotelio estan relacionadas con la actividad
biolégica en un grado menor. Ademas, se
considera que el modelo QSAR propuesto
tiene una buena capacidad predictiva.

Palabras claves de la Tesis:

descriptores moleculares, QSAR, Malvaviscus
arboreus, metabolitos secundarios,
vasorrelajante.
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