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RESUMEN

La hipertension arterial (HA) y la hipertension arterial pulmonar (HAP) son patologias
cronicas que incrementan el riesgo de padecer un gran numero de enfermedades
cardiovasculares. En México, de acuerdo a la Ultima encuesta nacional de salud, se calcula
que el 30% de la poblacion adulta presentan algun problema de salud ocasionados por la
hipertension.

En este contexto, ha surgido el interés en encontrar nuevas alternativas naturales que
mejoren la prevencion y tratamiento de estos padecimientos. Por tal razon, el uso de
compuestos fitoquimicos ha tomado gran relevancia en la medicina tradicional. Uno de estos
grupos de interés bioldgico son los compuestos fendlicos a los que se les atribuye propiedades
antihipertensivas.

Debido a lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar in vitro la
actividad antioxidante, el contenido de fenoles totales y perfil de &cidos fendlicos del fruto
de cirian. Esto con la finalidad de evaluar su capacidad de inhibicion in vitro de las enzimas
fosfodiesterasa (PDE) y convertidora de angiotensina (ECA) asociadas a enfermedades
hipertensivas. Los extractos fendlicos se extrajeron mediante sonicacion y ebullicion,
utilizando diferentes solventes polares (MeOH 80%, EtOH 80%, EtOH 70% y agua).

Posteriormente los fitoquimicos se evaluaron con los métodos espectrofotométricos
considerando su contenido en fenoles totales y actividad antioxdante (inhibicién del radical
OH, ABTS y DPPH), dando como resultado una mayor actividad antioxidante en los
extractos metanolicos. Por su parte, el perfil de &cidos fendlicos se determiné mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), logrando identificar la presencia de los
acidos fendlicos: 4-hidroxibenzoico, vanilico, trans-cinamico, cafeico y feralico.

En cuanto a la actividad bioldgica, el extracto metanolico demostrd tener una mayor
actividad inhibitoria sobre la ECA y la enzima PDE que el resto de los extractos analizados.
Estos resultados sugieren que los principales responsables de la inhibicion enzimatica

pudieran ser los acidos fendlicos de polaridad media como el cafeico y ferdlico.

Palabras clave: métodos cromatograficos, capacidad antioxidante, inhibicion enzimatica,

actividad bioldgica, perfil antioxidante.
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SUMMARY

Arterial hypertension (HA) and pulmonary arterial hypertension (PAH) are chronic
pathologies that increase the risk of suffering from a large number of cardiovascular diseases.
In Mexico, according to the latest national health survey, it is estimated that 30% of the adult
population have some health problem caused by hypertension.

In this context, interest has arisen in finding new natural alternatives that improve the
prevention and treatment of these conditions. For this reason, the use of phytochemical
compounds has gained great relevance in traditional medicine. One of these groups of
biological interest are phenolic compounds to which antihypertensive properties are
attributed.

Due to the above, the objective of this work was to determine in vitro the antioxidant
activity, total phenolics and phenolic acid profile of the cirian fruit. This in order to evaluate
its in vitro inhibition capacity of phosphodiesterase (PDE) and angiotensin converting (ACE)
enzymes associated with hypertensive diseases. The phenolic extracts were extracted by
sonication and boiling, using different polar solvents (MeOH 80%, EtOH 80%, EtOH 70%
and water).

Subsequently, the phytochemicals were evaluated with spectrophotometric methods
(total phenols, OH radical inhibition, ABTS and DPPH), resulting in a higher antioxidant
activity in the methanolic extracts. For its part, the profile of phenolic acids was determined
by high-performance liquid chromatography (HPLC), managing to identify the presence of
phenolic acids: 4-hydroxybenzoic, vanillic, trans-cinnamic, caffeic and ferulic.

Regarding the biological activity, the methanolic extract demonstrated to have a
greater inhibitory activity of the ACE and the PDE enzyme than the rest of the phenolic
extracts. According to the literature, it suggests that the main agents responsible for enzyme
inhibition are medium polarity phenolic acids such as caffeic and ferulic.

Keywords: chromatographic methods, antioxidant capacity, enzyme inhibition, biological

activity, antioxidant profile.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de patologias causantes de un gran
numero de muertes a nivel mundial. Se estima que anualmente mueren alrededor de 17
millones de personas por este problema de salud publica. Segun datos reportados por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la tasa de mortalidad ocasionada por las ECV
representa el 31% del total de las muertes registradas en todo el mundo (Singh et al., 2023).
Sin embargo, la mayoria de estos padecimientos se pueden prevenir abordando las diferentes
causas que las ocasionan. Se han llevado a cabo diversos estudios desde mediados del siglo
XX, en los cuales se identificaron como los factores de riesgo mas comunes, la hipertension,
diabetes, obesidad, hiperlipidemia, tabaquismo, sedentarismo y falta de actividad fisica.
Estos factores presentan el 90% del riesgo de infarto de miocardio en la poblacion de todos
los grupos étnicos, sociales y regiones geograficas (Teo & Rafign, 2021).

Diversos estudios sefialan a la hipertension como el principal factor de riesgo de
padecer alguna enfermedad cardiovascular. Los casos mas comunes de este padecimiento se
pueden presentar como hipertension arterial sistémica (HAS) y como hipertensién arterial
pulmonar (HAP). El primer caso se caracteriza por una presion arterial (PA) persistentemente
alta en las arterias sistémicas (> 140 / 90 mm Hg) (Oparil et al., 2018). Mientras que en la
HAP se reportan niveles de presion arterial pulmonar media (PAPm) > 20 mm Hg en reposo.
La fatiga, la disnea de esfuerzo y una reduccién progresiva de las actividades de la vida diaria
son sus principales sintomas (Malenfant et al., 2021).

Se estima que méas de 30 millones de mexicanos viven con problemas de salud
provocados por la hipertension. Los datos sefialan que 24.9% de los hombres y 26.1% de las
mujeres padecen esta enfermedad, ocasionando cerca de 50 mil fallecimientos anualmente
(Secretaria de salud, 2022).

De acuerdo con diversas publicaciones la reduccion de tabaco, la disminucion en la
ingesta de alcohol y el aumento de actividad fisica, pueden ayudar a reducir los niveles de
presién arterial en los pacientes. Aunado a esto, es importante evaluar el estado clinico del
paciente y aplicar el tratamiento médico basado en farmacos de primera linea como,
antagonistas de los receptores de la angiotensina, bloqueadores de canales de calcio, beta

bloqueadores, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) vy
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fosfodiesterasa, siendo estos dos dltimos los de mayor importancia médica y los mas
utilizados (lza Stoll, 2006; James et al., 2014).

Sin embargo, el prolongado tratamiento farmacoldgico con estos inhibidores
enzimaticos produce efectos secundarios como hipotensiéon, tos seca, sintomas
gastrointestinales y dafio renal. Por tal motivo, durante las Gltimas décadas se han buscado
nuevas alternativas que sean seguras y de facil obtencion para las personas hipertensas
(Oparil et al., 2018).

Debido a lo anterior, existe una diversidad de reportes que sefialan el importante papel
que desempefia el consumo de frutos y plantas medicinales, sobre la salud de las personas
hipertensas. Estos estudios demuestran el potencial antihipertensivo de los compuestos
fitoquimicos provenientes de estas fuentes vegetales (Odukoya et al., 2022). Se estima que
entre el 70 y 95% de la poblacién mundial, sobre todo en paises en desarrollo recurren a estas
opciones medicinales para atender sus necesidades de salud (Robinson & Zhang, 2011).

Una de estas alternativas es el fruto de cirian (Crescentia alata), también conocido
como cuatecomate, gua, ciriani y tecomate. Segun los reportes de este fruto sefialan, que es
una importante alternativa en la medicina tradicional, y es utilizado para tratar enfermedades
respiratorias (bronquitis, asma, tos y gripe), golpes, dolores (actividad antinflamatoria),
tumores (cancer), problemas digestivos, erupciones cutaneas, hipertension y estimulante del
sistema inmunologico, siendo el fruto el componente mas utilizado para estos fines
(Aumeeruddy et al., 2020; Olivares-Pérez et al., 2018). Actualmente, se han descrito las
caracteristicas espectroscépicas de los pigmentos del cirian, estos metabolitos secundarios
no corresponden a los que se han encontrado en otras frutas, como lo son: antocianinas,
carotenoides y clorofilas, por lo que representan fuentes potenciales de melaninas y otros
compuestos fenolicos (Cuevas-Juérez et al., 2014).

El uso de compuestos fendlicos como una alternativa antihipertensiva ha tomado gran
interés durante los Gltimos afios. Esto se debe a la evidencia de reportes, en los que sefialan
el importante papel que desempefian los frutos y plantas en la dieta, asi como sus efectos
benéficos relacionados a los problemas de hipertension, provenientes por su gran variedad
de compuestos fitoquimicos (Jauregui & Escudero, 2007).

A pesar de que el cirian es muy utilizado para tratar enfermedades respiratorias,

actualmente no existen estudios enfocados en conocer el posible mecanismo de accion
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de su probada accion terapéutica, ni se ha documentado la composicion y perfil de sus
compuestos fendlicos. Por tal motivo, el presente trabajo se enfocd en evaluar la posible
inhibicion de las enzimas fosfodiesterasa y ECA por efecto de los compuestos fenolicos
del fruto de cirian, y la caracterizacion de los acidos fendlicos que cuentan con reportes
de actividad bioldgica.
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1. ANTECEDENTES

1.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DE Crescentia alata

En la familia Bignoniaceae existen un gran nimero de especies vegetales. Sin embargo, sélo
seis son ampliamente cultivadas debido a su valor ornamental y herbolario. Dentro de estas
especies se encuentran Crescentia cujute y Crescentia alata, esta Gltima presente en México.
En la medicina tradicional ambas especies son muy importantes debido a su alto contenido
fitoquimico. A pesar de su relevancia en la herbolaria tradicional, su actividad biol6gica a
nivel cientifico es poco conocido, por lo que ha surgido en los Gltimos afios un gran interés
en el estudio de sus metabolitos secundarios (da Silva Lima et al., 2020).

Los fitoquimicos de C. alata han sido estudiados por sus propiedades
antiinflamatorias y actividad biolégica, en los que destacan algunos derivados de flavonoides
(Arenas, 2004). En otra investigacion utilizaron la pulpa madura del cirian, con el fin de
analizar las propiedades fenolicas, en la cual, cuantificaron los fenoles totales y la capacidad
antioxidante, provenientes en su mayoria de las melaninas solubles extraidas del fruto. El
resultado fue un alto contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante, asi como una
actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa (Cuevas-Juérez et al., 2014).

Por su parte, Autore et al. (2001) evaluaron la actividad antiinflamatoria in vivo del
extracto metandlico proveniente del fruto de cirian, sobre edemas inducidos en ratas, asi
como la actividad in vitro en la produccion de 6xido nitrico inducido por lipopolisacéridos
de Escherichia coli y por la enzima 6xido sintasa, en lineas celulares de macré6fagos,
reportando que el extracto ejercid in vivo presento una menor actividad sobre la expresion de

la enzima 6xido sintasa.

1.2. INHIBICION DE LAS ENZIMAS FOSFODIESTERASAS POR EFECTO DE
FITOQUIMICOS

En los altimos afios, se ha incrementado el uso de terapias alternativas naturistas que ayuden

a tratar un gran numero de enfermedades inflamatorias, asi se ha recurrido a las plantas
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medicinales, tomando infusiones o ingiriendo frutas, verduras, vino tinto y alimentos ricos
en polifenoles (Ayala-Mata et al., 2019). Uno de los multiples efectos benéficos que otorgan
estos metabolitos, es la inhibicién de las enzimas fosfodiesterasas. Esta actividad bioldgica
es reportada por Cervantes-Paz et al. (2018), quienes en su revision mencionan los beneficios
atribuidos de los compuestos fenolicos, tales como &cidos fendlicos, flavonoles y flavonas
provenientes del fruto de tejocote (Crataegus spp).

Rauf et al., (2021) evaluaron la actividad biolégica de los extractos metanolicos
obtenidos del fruto jambul (Syzygium cumini), asi como su composicién fitoquimica. Los
resultados mostraron que la planta es una rica fuente de metabolitos secundarios como
alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos. Ademas, los autores mencionan que las fracciones
de los extractos vegetales lograron inhibir significativamente las enzimas ureasa, o-
glucosidasa y fosfodiesterasa.

Shah et al. (2020) aislaron tres formas de naftoquininas a partir de Heterophragma
adenophyllum perteneciente a la familia Bignoniacea. Los compuestos evaluados mostraron
un alto potencial de inhibicion contra la fosfodiesterasa-1 (PDE-1) con un porcentaje
promedio del 93%, siendo este mayor que el obtenido por el inhibidor control (EDTA). Los
autores concluyeron que H. adenophyllum puede usarse para el tratamiento de

vasoconstriccion y en diversas afecciones inflamatorias.

1.3. LA INHIBICION DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA POR
EFECTO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La ECA es un regulador muy importante de la funcion cardiovascular y renal. Por lo tanto,
se ha propiciado el desarrollo de inhibidores que sean capaces de mantener sus niveles
normales para que realice su actividad bioldgica. Sin embargo, el uso de inhibidores
sintéticos de esta enzima ha provocado efectos secundarios negativos en el organismo a largo
plazo. Por lo cual, se han realizado investigaciones que ayuden a encontrar nuevos
inhibidores de la ECA provenientes de fuentes naturales, particularmente de origen vegetal
(Goncalves & Romano, 2017).

Una de estas alternativas es descrita por Field & Newton (2013), donde identificaron

que los granos de cacao son una rica fuente de compuestos fendlicos. Especificamente de
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flavonoides, que actuan de manera positiva en la regulacion del éxido nitrico a través de una
serie de vias metabdlicas. Provocando la vasodilatacion en el cuerpo y ejerciendo un efecto
antihipertensivo. Este beneficio metabdlico, se vio reflejado por la actividad antioxidante y
la inhibicion de la ECA por efecto de los fenolicos.

Kessy et al., (2018) evaluaron los extractos fenolicos obtenidos a partir del fruto de
Litchi chinensis. EI método de extraccion fue por hidrolisis enzimatica, logrando un mayor
rendimiento y biotransformacion de los metabolitos. Estas fracciones metabdlicas, fueron
caracterizadas y evaluadas in vitro contra la ECA. Los resultados reflejaron el alto contenido
antioxidante de los fendlicos, ademas de una inhibicion significativamente alta de la ECA.
Estos resultados sugieren que los extractos fendlicos obtenidos por la extraccidén enzimatica,
pueden ser una alternativa prometedora en el desarrollo de alimentos funcionales y en la
produccién de farmacéuticos de origen natural, que ayuden a disminuir los niveles de

hipertension en el organismo.




PIMCB — UMSNH JUSTIFICACION / PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2. JUSTIFICACION / PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Histéricamente la investigacion cientifica ha buscado alternativas que ayuden a enfrentar las
enfermedades cronico-degenerativas como la hipertension arterial y los problemas de
inflamacidn en las vias respiratorias. Utilizando en su mayoria farmacos de origen sintético
y en menor medida alternativas de origen natural. Uno de estos métodos naturales es el uso
de los compuestos fendlicos del cirian, el cual, a pesar de su gran uso en la medicina
tradicional, carece de investigaciones cientificas sobre su accion bioldgica en el organismo
humano. Por tal motivo, en la presente investigacion se estudié la composicion de
compuestos fendlicos, actividad antioxidante y su probable actividad bioldgica relacionada
con la inhibicion in vitro de las enzimas fosfodisterasa y ECA asociadas con enfermedades

hipertensivas.
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3. HIPOTESIS

El fruto de cirién tiene alta actividad antioxidante y compuestos fenolicos, particularmente
acidos fenolicos con capacidad de inhibir parcialmente la actividad de las enzimas

fosfodiesterasa y convertidora de angiotensina, asociadas con enfermedades hipertensivas.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Cuantificar la actividad antioxidante, el contenido de fenoles totales y perfil de acidos
fendlicos de frutos de cirién, y evaluar su capacidad de inhibitoria in vitro de las enzimas

fosfodiesterasa y convertidora de angiotensina.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos totales en extractos provenientes

del fruto de cirian.
e Evaluar su capacidad antioxidante in vitro.
e Identificar y cuantificar el contenido de acidos fendlicos en el fruto de cirian.

e Evaluar su capacidad inhibitoria in vitro sobre la actividad de las enzimas

fosfodiesterasa y convertidora de angiotensina.
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5. MARCO TEORICO

5.1. HIPERTENSION ARTERIAL SISTEMICA

La hipertension arterial sistémica (HAS) es un trastorno grave que incrementa de manera
significativa el riesgo de padecer un gran nimero de enfermedades cardiovasculares,
principalmente en las personas adultas (Palomo-Pifidn et al., 2022). Segun la organizacion
mundial de la salud (OMS), la Ha se define como la tension que ejerce la sangre contra las
paredes de las arterias, que son grandes vasos por los que circula la sangre en el organismo
(WHO, 2022). Se considera HA cuando una persona presenta cifras de presion arterial
sistolica > 140 mm Hg o presion arterial diastolica > 90 mm Hg. En la Tabla 1 se reportan
los valores de presion arterial tanto normales como elevados de acuerdo a la sociedad europea

de cardioldgia (ESC) y a la sociedad europea de hipertension (ESH) (Jordan et al., 2018).

Tabla 1. Categorias de la presion arterial para adultos mayores de 18 afios de acuerdo a la ESC y ESH.

Categoria Niveles de presion arterial Niveles de presion arterial
sistolica (mm Hg) diastolica (mm Hg)

Optima <120 <80

Normal 120 - 129 <80
Pre — Hipertension 130 - 139 80 -89
Hipertensién (Grado I) 140 -159 90-99

Hipertensién (Grado II) 160 - 179 100 - 109

Hipertensién (Grado I11) >180 >110

Durante las ultimas decadas la HA continta siendo un problema de salud publica en todo
el mundo, ya que se ha estimado que aproximadamente 626 a 652 millones de mujeres y
hombres, respectivamente, padecen esta enfermedad. En México, de acuerdo a la ultima
encuesta nacional de salud y nutricion, se estima que el 30% de la poblacion adulta son
hipertensos (Palomo-Pifion et al., 2022). El estrés oxidativo se ha establecido como el

10
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principal factor en el desarrollo de una amplia gama de enfermedades cardiovasculares,

incluida la hipertension arterial (Siti et al., 2015).

5.1.1. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA (SRAA)

Uno de los mecanismos de regulacion de la presion arterial, es el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, relacionado con la hemodindmica y la homeostasis de agua y
electrolitos, produciendo vasoconstriccion, elevacion del ritmo cardiaco y retencion de agua
y sodio. Este sistema se lleva a cabo de manera normal en personas sanas y de manera
acelerada en personas hipertensas (Contra et al., 2008; Manrique et al., 2009).

En la Figura 1 se muestra el funcionamiento del SRAA, iniciando con la biosintesis
de la renina proveniente de las células yuxtaglomerulares de la nefrona, producida por una
deteccidn de hipotension arterial. Ejerciendo su accion proteolitica sobre el angiotensindgeno
(sintetizado en el higado) para formar la angiotensina | (forma bioldégicamente inactiva)
(Manrique et al., 2009). Posteriormente, este decapéptido inactivo cumple la funcién como
sustrato de la ECA para formar la angiotensina Il (forma biol6gicamente activa), el cual es
un potente vasoconstrictor que produce un incremento en la presién arterial sistolica y
diastolica. Una excesiva produccion de esta forma activa, puede resultar en una serie de
contracciones aceleradas y relajacion limitada en el sistema cardiovascular, lo cual genera
una elevada presion arterial (hipertension). Los lugares anatomicos donde se realiza esta
conversion son las células endoteliales y epiteliales encontradas en el corazon, rifién, vasos
sanguineos y pulmaon, asi como en el plasma (Udenigwe et al., 2012).

La angiotensina Il producto de la conversion anterior se transporta en el torrente
sanguineo y activa la corteza adrenal para secretar aldosterona y otros mineralocorticoides
que acttan sobre los rifiones. Este efecto metabdlico provoca el incremento de potasio,

retencion de sales y agua, y elevando la presion arterial (Te Riet et al., 2015).
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Figura 1. Funcionamiento del SRRA en la regulacion de la presion arterial.
Elaboracion propia.
Con base a lo anterior, el SRAA es considerado como un punto clave en la regulacion
de la presion arterial, y, durante los ultimos afios la mayoria de las investigaciones dirigidas
al tratamiento de la hipertension estan basados en este sistema enzimatico y en especial sobre

la actividad de la ECA, siendo esta el principal componente (Ferrario & Mullick, 2017).
5.1.2. ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA (ECA)

La ECA (EC 3.4.15.1), también llamada dipeptidil carboxipeptidasa, es una metalopeptidasa
de zinc encargada de escindir el dipéptido His-Leu terminal de la angiotensina I para producir
un potente vasopresor, la angiotensina Il. La ECA humana cuenta con dos dominios
funcionales N y C, cada uno con un sitio activo con uniones de iones de zinc (Figura 2)
(Aydin et al., 2021; Natesh et al., 2003).
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Figura 2. Estructura tridimensional de la enzima convertidora de angiotensina. Obtenida de
PROTEIN DATA BANK.

La ECA utiliza varios sustratos como la angiotensina |, la bradiquinina, ademas del
importate péptido hemoregulador, Acetyl-Ser-Asp-LysPro, siendo este ultimo un sustrato
especifico del sitio activo N de la ECA humana (Aydin et al., 2021; Rousseau et al., 1995).

La ECA es una proteina de membrana de alto peso molecular situada en la superficie
del sistema endomembranoso de la membrana celular. Existen dos formas de ECA: la forma
somatica, misma que abunda en la superficie endotelial de los vasos pulmonares, y una forma

germinal méas pequefia que se encuentra en los testiculos (Santeliz et al., 2008).

5.1.3. CONTROL Y PREVENCION DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

Durante las Ultimas dos décadas los conceptos de hipertension controlada han variado
significativamente. Actualmente se acepta que un paciente hipertenso tiene control de la HA,
cuando presenta cifras de presion arterial menores de 140 mm Hg de presion arterial sistélica
y menos de 90 mm Hg de presion diastdlica (Pérez Caballero et al., 2011). Por este motivo,
se utilizan tratamientos farmacoldgicos y no farmacologicos que ayuden a regular los niveles

de presion arterial (Oksuz, 2005).

5.1.4. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

La farmacoterapia antihipertensiva ha evolucionado durante las Gltimas décadas gracias al

desarrollo de varias clases de medicamentos y ensayos que demuestran sus beneficios en la
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morbilidad y mortalidad de las enfermedades cardiovasculares (Oparil et al., 2018).
Actualmente, los médicos se enfrentan a una abundancia excesiva de medicamentos
antihipertensivos de diferentes clases y una variedad de combinaciones de dosis. Por lo
general, estos tratamientos comienzan con medicamentos antihipertensivos de primera linea,
ya sea en una sola dosis o en combinacion (Garjon et al., 2017). Los medicamentos
antihipertensivos de primera linea incluyen inhibidores de la ECA, bloqueadores de los
receptores de angiotensina Il (también conocidos como sartanes), bloqueadores de los
canales de calcio y diuréticos tiazidicos (Oparil et al., 2018).

Sin embargo, algunos antihipertensivos de primera linea, como los inhibidores de la
ECA vy los bloqueadores de los receptores de angiotensina I, estan contraindicados debido a
la generacion de efectos secundarios como tos seca, hipotension y alto riesgo de insuficiencia
renal (Iskedjian et al., 2002).

5.1.5. INHIBIDORES FARMACOLOGICOS DE LA ECA

Los inhibidores de la ECA (IECA) juegan un papel vital en el SRAA al regular la produccion
del potente vasoconstrictor angiotensina Il y mantener los niveles normales de presion
arterial. Todos los IECA son anélogos de 2-metilpropionil-L-prolina, pero se diferencian por
sus estructuras quimicas. Estos inhibidores ejercen su efecto sobre la ECA al formar un
ligando de zinc tal como se esquematiza en la Figura 3. El grupo funcional que se une a la
ECA através del zinc es la principal diferencia estructural de estos agentes farmacoldgicos
(Piepho, 2000).

Cer3 ﬁl |/\lv ?—

§S-CH,-CH-C-N-CH-C=20
Captopril

Figura 3. Sitio activo de union de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) con el
IECA captopril.
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La mayoria de los IECA (benazepril, enalapril, perindopril y lisinopril), tienen en su
estructura quimica un grupo carboxilo. Mientras que el captorpril es el Gnico inhibidor de la
ECA que cuenta con un grupo sulfhidrilo en su estructura quimica (Figura 4) (Laurent, 2017;
Piepho, 2000). Asimismo, todos los inhibidores excepto el captopril y lisinopril, son esteres
de profarmacos y deben ser sometidos a una biotransformacion hepatica (hidrolisis del éster)
para convertirse en la forma activa. Una caracteristica importante de los IECA es su afinidad
de union por la ECA tisular, gue depende de su unién a tejidos, potencia y lipofilicidad. Por
esa razon, cuanto mayor sea la lipofilia de un agente farmacoldgico, mayor sera su

penetracion en las membranas celulares (Laurent, 2017).

HS O
O

< \ 7““J\0|—|

Figura 4. Estructura quimica del captopril.

Por su parte, la potencia de los inhibidores de la ECA generalmente se determina
midiendo la concentracién del farmaco que ocasiona el 50% (ICso) de la inhibicion de la
actividad de la enzima plasmatica. La alta potencia de inhibicidon de estos medicamentos

permite su uso a dosis muy bajas, lo que minimiza a largo plazo su toxicidad (Laurent, 2017).

5.1.6. TRATAMIENTOS NO FARMACOLOGICOS

Se ha demostrado que una variedad de intervenciones no farmacoldgicas es eficaz para
reducir la presion arterial y prevenir la hipertension. Las intervenciones mas efectivas son la
pérdida de peso, reduccion de la ingesta de Na*, dieta balanceada, aumento de la ingesta de
potasio y de la actividad fisica y reduccidn en consumo de alcohol (Oparil et al., 2018).

Por consiguiente, una dieta equilibrada que contenga los principales nutrientes y en

las cantidades necesarias, es un punto clave para mantener una buena salud fisica. Por esa
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razon, en los Gltimos afios se han reportado una gran diversidad de compuestos nutracéuticos

que presentan un efecto antihipertensivo en el organismo humano (Borghi & Cicero, 2017).

5.1.7. COMPUESTOS BIOACTIVOS INHIBIDORES DE LA ECA

Se han reportado metabolitos vegetales que actGan como inhibidores de la ECA y cuentan
con diferentes estructuras quimicas, como son los terpenos, péptidos y compuestos fenélicos
(Gao et al., 2022; Reddy et al., 2022; Cafietas et al., 2015).

En estudios recientes, el grupo de los compuestos fenolicos aislados de diferentes
plantas han tenido un especial interés debido a su actividad IECA. Este efecto ha sido
atribuido a su capacidad antioxidante y a las interacciones entre los grupos hidroxilo con los
iones de zinc del sitio activo de la ACE (Ojeda et al., 2010; Actis-Goretta et al., 2006).

Dentro de los compuestos fendlicos de los que se ha reportado una elevada actividad
IECA se encuentran algunos &cidos fendlicos como: acido galico, vainilico, siringico,
ferlico y cafeico, ademéas de otros polifenoles como catecol y pirogalol. Estos ultimos
inhiben la ECA mediante interacciones con los amino&cidos en el sitio activo de la enzima
(Al Shukor et al., 2013).

5.2. HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es otro trastorno considerable de padecer alguna
enfermedad cardiovascular. Se define como una presion arterial pulmonar media en reposo
(PAPm) de 25 mm Hg o superior. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica a la
HAP en cinco grupos: grupo 1: hipertension pulmonar debida a enfermedad vascular
pulmonar; grupo 2: hipertensiéon pulmonar debida a enfermedad del corazén; grupo 3:
hipertension pulmonar debida hipoxia; grupo 4: hipertensién pulmonar debida a enfermedad
tromboembdlica cronica; y el grupo 5: causado por trastornos como anemias hemoliticas
(Mayeux et al., 2021; Thenappan et al., 2018).

La HAP no es infrecuente, por el contrario, probablemente afecta a alrededor del 1 %
de la poblacién mundial. En personas mayores de 65 afios, se estima que la prevalencia de

hipertension pulmonar es de alrededor del 10%. Sin embargo, las diversas formas de
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hipertension pulmonar difieren considerablemente en el numero de casos (Hoeper et al.,
2017).

La fisiopatologia de la hipertension arterial pulmonar se caracteriza por fendmenos
de vasoconstriccion, trombosis e hiperproliferacion celular ocasionados por un estado de
disfuncion endotelial vascular aparecido al inicio de la enfermedad. Este problema de la
unidad cardiopulmonar, afecta a la circulacion arterial y venosa pulmonar, asi como al
ventriculo derecho. La vasoconstriccion de esta patologia est& asociada con el desequilibrio
entre factores vasodilatadores derivados del endotelio (6xido nitrico, prostaciclina) y los
vasoconstrictores (endotelial-1, tromboxano) ocasionado por el endotelio vascular
disfuncional (Thenappan et al., 2018; Beltran-Gamez et al., 2015).

La disfuncién endotelial es promovida por estimulantes como la hipoxia, la acidosis,
los radicales libres (ROS/RNS), los mediadores inflamatorios y la presion arterial alta
provocada por un aumento en el flujo sanguineo. La disfuncion endotelial y la remodelacion
vascular son dos procesos importantes que explican el desarrollo de la HAP. El abordaje
terapéutico de esta condicion ha progresado rapidamente en los Gltimos afios, sin embargo,
aln no se cuenta con un tratamiento ideal para esta serie de patologias inflamatorias
(Benavides-Luna. 2017).

En su fisiopatologia, se ha sefialado entre otros mecanismos, una disminucion del
Oxido nitrico a causa de la oxidacion por los radicales libres y un aumento en la expresion y
actividad de la enzima fosfodiesterasa-5 (PDE-5) (Beltran-Gamez et al., 2015).

5.2.1. LAS ENZIMAS FOSFODIESTERASAS EN LA HAP

La enzima fosfodiesterasa es un blanco terapéutico muy importante relacionado en
una de las vias patogénicas de la HAP. En este mecanismo de regulacion actla
principalmente el 6xido nitrico como un potente vasodilatador pulmonar que activa la enzima
guanilato ciclasa para generar el cGMP, provocando una relajacion celular del musculo liso
de la arteria pulmonar. Sin embargo, los pacientes con HAP cuentan con una expresion
pulmonar reducida de la 6xido nitrico sintasa endotelial misma que sintetiza el xido nitrico,
asi como el aumento en la expresién y actividad de la enzima fosfodiesterasa que degrada el

cGMP. La disminucion de este monofosfato ciclico, esta implicada en la diminucion vascular
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y vasodilatacion pulmonar (Thenappan et al., 2018). Es por esto que la inhibicion de la
enzima fosfodiesterasa, se ha convertido en parte del armamento terapéutico contemporaneo

para tratar la hipertension arterial pulmonar (Van Duin et al., 2017).

5.2.2. ENZIMAS FOSFODIESTERASAS

Las enzimas fosfodiesterasas (PDE, por sus siglas en inglés) son una superfamilia de
enzimas compuesta de 11 isoenzimas (PDE-1 a PDE-11) que inactivan al adenosin
monofosfato ciclico (CAMP) y guanosin monofosfato ciclico (cGMP), los segundos
mensajeros de la prostaciclina y del oxido nitrico, respectivamente. Las fosfodiesterasas
tienen diferente afinidad de sustrato y distribucion tisular. Dentro de estas 11 isoformas, las
fosfodiesterasas 4, 7 y 8 hidrolizan selectivamente el cAMP; las formas 5, 6 y 9 son enzimas
selectivas de cGMP y mientras que el resto (1,2,3,10 y 11) presentan afinidad por ambos
nucleétidos (Figura 5) (Beltran-Gamez et al., 2015; Francis et al., 2001).

Figura 5. Ejemplo de la estructura tridimensional de la enzima fosfodiesterasa
(PDE-5). Obtenida de PROTEIN DATA BANK.

Las familias de PDEs comparten la misma estructura general (Figura 6). Todas ellas
presentan un dominio catalitico relativamente conservado proximo al extremo C-terminal de
la proteina, mientras que el dominio o region N- terminal presenta mayor diversidad
estructural. La combinacion de estos dominios estructurales, les otorga la especificidad a los
diferentes sustratos (Brandon & West, 2014; Lee et al., 2002).
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Figura 6. Estructura general de las enzimas fosfodiesterasas (el nimero de isoformas de cada PDE se indica en el
paréntesis). Adaptado de Brandon & West, (2014).

Diversas investigaciones se han enfocado en estudiar el mecanismo de
reconocimiento de lo sustratos en cada una de las isoformas enzimaéticas. Aunque hasta el
momento sigue siendo desconocida la razén exacta de la afinidad de los sustratos AMPc y
cGMP en gran parte de las isoformas. Con base en las estructuras cristalinas de los complejos
de PDE4 y PDES con sus productos de hidrolisis AMP y GMP, respectivamente, un grupo
de investigadores propusieron un mecanismo conocido como glutamine switch. En el cual,
el grupo amino de la glutamina puede mantener una rotacion de 180° de acuerdo al nucle6tido
que se una, permitiendo asi explicar dicha selectividad (Zhang et al., 2004).
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Por su parte, el dominio central catalitico de las PDEs es una region formada por
alrededor de 300 aminoacidos plegados formando 14 a — hélices, siendo la hélice 3 el
comienzo del centro catalitico de todas las isoformas de las PDEs. En este sitio activo
contienen dos iones metéalicos divalentes: zinc y magnesio, mismos que ayudan en la
hidrolisis de los enlaces fosfodiéster (Ke & Wang, 2007).

5.2.3. TRATAMIENTOS PARA HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR

En los ultimos afios se han probado diferentes terapias para el control de la HAP, teniendo
una mejoria en la tasa de supervivencia del 84%. Los objetivos de las terapias son lograr un
estado asociado con una buena calidad de vida bajando el riesgo de mortalidad y manteniendo
la buena funcion del ventriculo derecho. La disfuncién endotelial de las arterias pulmonares
en la HAP del grupo 1 permite el uso de tratamientos especificos que promueven la
vasorrelajacion y la supresion de la proliferacion celular en la pared de la arteria pulmonar.
Dentro de estos tratamientos se incluye el Oxido nitrico, los inhibidores de la enzima
fosfodiesterasa particularmente la PDE-5 y los bloqueadores de canales de calcio
(McLaughlin et al., 2009).

Sin embargo, el uso de estas terapias puede ser contraproducente y ocasionar efectos
negativos en la salud de los pacientes. Un claro ejemplo de este dafio se lleva a cabo cuando
los altos niveles de 6xido nitrico inhalado provocan estrés oxidativo, dafio tisular, dafio por

reperfusion y una reaccién inflamatoria pulmonar (Barnes et al., 2019).

5.2.4. INHIBIDORES FARMACOLOGICOS DE LA ENZIMA
FOSFODIESTERASA

Los estudios sobre las PDEs destacan su importancia como reguladores esenciales en las
concentraciones de nucleotidos ciclicos intracelulares. Es por ello la importancia de regular
esta enzima con el uso de inhibidores. Los primeros ensayos farmacol6gicos relacionados
con las fosfodiesterasas se hicieron con los derivados de la xantina, incluida la teofilina y la
cafeina. Estos broncodilatadores (tratamiento de asma), diuréticos y agentes inotropicos, se

les considero como inhibidores no selectivos de las fosfodiesterasas. Sin embargo, su relacion
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riesgo — beneficio desfavorable y sus perfiles de efectos secundarios impidieron

considerablemente su éxito terapéutico (Maurice et al., 2014; Woodcock & Chan, 2019).
En la actualidad existen pocos inhibidores de la PDE que cuentan con uso clinico

generalizado. La Tabla 2 muestra algunos inhibidores que se han logrado posicionar en el

mercado para el tratamiento de diferentes enfermedades.

Tabla 2. Inhibidores selectivos de las fosfodiesterasas.

Inhibidor selectivo Fosfodiesterasa Posibles aplicaciones
terapéuticas
Oxidol PDE 2 ¢ Insuficiencia cardiaca

e Trombosis
e Inflamacién

Cilostamida PDE 3 e Insuficiencia cardiaca
Milrinona o Hipertens_ic')n
e Trombosis
Rolipram PDE 4 e Inflamacion
Cilomilast * Alzheimer
] e Parkinson
Roflumilast e Inflamacién pulmonar
Apremilast e Asma
e EPOC
Sildenafilo PDE 5 e EPOC
Vardenafilo o In_suficie_zr,]cia gaeriaca
_ e Disfuncion eréctil
Tadalafilo e Hipertension arterial
Avanadilo pulmonar

Durante la década de 1980, la PDE3 y PDE4 fueron los principales objetivos
terapéuticos al descubrir que los inhibidores de la PDE3 exhiben actividades cardiotonicas,
inotrdpicas, broncodilatadoras y vasodilatadoras. Y los inhibidores de la PDE4 presentaron
actividades antidepresivas y antiinflamatorias, siendo usados para tratar la enfermedad
obstructiva crénica Pulmonar (EPOC) y el asma (Rabe, 2011). Desafortunadamente las
esperanzas que surgieron de los estudios preclinicos no se cumplieron por completo en los
ensayos clinicos, por lo que fueron desaprobados debido a su baja eficacia y efectos
secundarios intolerables (Maurice et al., 2014).

Sin embargo, en los dltimos afios se han encontrado inhibidores favorables y

prometedores para su uso en diversas enfermedades. Tal es el caso de los inhibidores de la
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PDES5 usados en el tratamiento de la disfuncion erectil y, mas recientemente en la HAP. Estos
logros farmacoldgicos se deben en gran parte al estudio de las estructuras cristalinas de las
fosfodiesterasas mediante rayos X. Se ha reportado que, en todas las familias de las PDE, el
sitio activo forma una regién hidrofobica especifica, asi como los iones metalicos esenciales
para su funcion catalitica. De los residuos estructurales en el sitio activo, se ha propuesto que
la His160 funciona como aminoé&cido esencial para dicha catalisis. Ademas, se la presencia
de otros residuos como la glutamina, que forma enlaces de hidrogeno con los sustratos e
inhibidores. El andlisis de estructuras cristalinas de los complejos PDE-inhibidor, sugieren
que estos residuos son esenciales para la unidon y orientacion de los inhibidores
farmacoldgicos (Maurice et al., 2014; Card et al., 2005).

El enorme éxito de estos farmacos ha sido un factor importante que ha contribuido a
mantener y expandir el interés farmacéutico en las PDE como objetivos terapéuticos

prometedores para muchas enfermedades (Beltran-Gamez et al., 2015; Maurice et al., 2014).

5.2.5. INHIBIDORES NATURALES DE LA ENZIMA FOSFODIESTERASA

Las enzimas fosfodiesterasas estdn presentes en cada célula del cuerpo, por lo tanto, se
consideran como potenciales dianas moleculares para un gran grupo de enfermedades
inflamatorias. Las terapias basadas en plantas medicinales estan ganando popularidad con el
paso del tiempo tanto en paises en vias de desarrollo, como en paises desarrollados. La
eficacia, seguridad y facil disponibilidad de estas medicinas alternativas, son las principales
causas de dicho aumento. Sin embargo, la poblacién ha utilizado estos remedios terapéuticos
sin ningun sustento cientifico. Por tal motivo, los investigadores enfocados en esta area de
estudio estan desarrollando nuevos métodos, para proporcionar los antecedentes cientificos
necesarios que ayuden en el correcto uso de los compuestos fitoquimicos (Shah et al., 2020).

Los compuestos fitoquimicos como los flavonoides, polifenoles, alcaloides
terpenoides y esteroides suelen ser responsables de las actividades antiinflamatorias. Estos
metabolitos secundarios actuan sobre diferentes dianas implicadas es los procesos de
inflamacion como las enzimas fosfodiesterasas (Ribeiro et al., 2018). Algunos compuestos
fenolicos en los que se ha reportado una elevada actividad inhibitoria de la PDE son los

acidos; feralico, galico, fumarico y clorogénico, y polifenoles como quercetina y catequina.
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Las concentraciones medias inhibitorias (ICso) de esto ensayos in vitro mostraron que, a
concentraciones pequefias los fenolicos son capaces de inhibir la PDE1 (Rauf et al., 2017).

De acuerdo con los autores anteriormente citados, la inhibicion de la enzima
fosfodiesterasa se debe principalmente a la estrecha interaccion quimica entre los compuestos
fitoquimicos y algunos aminoacidos de la proteina. Segun los estudios de acoplamiento
molecular, los compuestos fitoquimicos forman un enlace de hidrogeno con algunos
aminoacidos como: Tyr 300, Phe 186 y Tyr 269, estos ultimos encontrados en el sitio
catalitico de la enzima (Figura 7) (Shah et al., 2020).

Figura 7. Ejemplo de acoplamiento molecular entre naftoquinona (aislada de Heterophragma adenophyllum) y la

enzima fosfodiesterasa.

Cabe destacar, que la energia de unién (kcal/mol) calculada en la mayoria de estos ensayos,
resultd ser mayor en los complejos fitoquimico-PDE en comparacion con los reportados en
los inhibidores farmacoldgicos. Los datos en términos de valores de energia de union
obtenidos en estos estudios de acoplamiento molecular, concuerdan con las inhibiciones
(ICs0) experimentales encontradas en las pruebas in vitro (Rauf et al., 2022; Shah et al.,
2020).

5.3. COMPUESTOS FENOLICOS: DEFINICION Y CLASIFICACION

Existen aproximadamente mas de 200,000 sustancias quimicas aisladas e identificadas con

diversas estructuras y funciones, provenientes de variedades vegetales. Estos compuestos se
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dividen en dos grupos principales: metabolitos primarios y secundarios (Chikezie et al.,
2015). Los metabolitos primarios son esenciales para el mantenimiento celular, entre estos
se encuentran los cidos grasos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. Mientras que
los metabolitos secundarios, no participan directamente en el metabolismo fotosintético o
respiratorio. Estos ultimos son esenciales para la supervivencia de las plantas ayudando y
desempefiando un papel importante en el mecanismo de defensa (Chikezie et al., 2015).

Los metabolitos secundarios se clasifican de acuerdo con sus rutas biosintéticas y
estructura y se dividen en 3 grupos principales: 1) flavonoides, acidos fenolicos (derivados
del acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicindmico) y compuestos polifendlicos; 2)
terpenoides y 3) alcaloides que contienen nitrogeno y azufre en su estructura (Figura 8)
(Vuolo et al., 2019).

CO2 ——>  Fotosintesis —> Fendlicos
Metabolismo primario Acidos Cumarinas
fenolicos
| | T
Proteinas Lipidos || Carbohidratos || Clorofila L
| | | |
Ligninas
\4 v
Metabolismo secundario
Chalcones |—> Flavones
Terpenoides Alcaloides Compuestos
fendlicos Flavonones
/ \ Antocianinas
Isoflavonas
Flavonoles
v i
Flavonoles Taninos

condensados

Figura 8. Vinculacion del metabolismo primario y secundario en plantas. Adaptado de Vuolo et
al., (2019).
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La estructura de los compuestos fendlicos comprende un grupo fenilo (Ph-) con uno
0 mas constituyentes hidroxilos (-OH), si un grupo fenilo tiene mas de un hidroxilo se le
Ilama polifenol (Ayala-Mata et al., 2019) (Figura 9). En la naturaleza se encuentran
naturalmente conjugados con mono Yy polisacaridos, asociados con uno 0 mas grupos
fenolicos (Vuolo et al., 2019).

Acidos fendlicos Lignanos Estilbenos
O+ OH 0
HO
" “OH
HO OH HO
OH
Acido qali Acido cafeico
Acido galico Secoisolaiciresinol Resveratrol
Flavonoides
Flavona Flavonol Flavanol

OH O

Apigenina Quercetina Epicatequina

Isoflavona Antocianinas
Flavanona
OH
HO o} O/
OH O
Daidzeina Clanidina Naringenina

Figura 9. Ejemplificacion de compuestos polifenoles segun su clasificacion quimica. Editado de Ayala-Mata
et al., (2019).
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5.4. DESCRIPCION GENERAL DE LOS ACIDOS FENOLICOS

Los &cidos fenolicos pertenecen a un grupo diversificado de fitoquimicos presente en todos
los alimentos vegetales y poseen gran cantidad de beneficios a la salud como actividades
antiinflamatorias, antibacterianas, anticancerigenas, antioxidantes y vasodilatadoras
(Ambriz-Pérez et al., 2016). La evidencia de estudios epidemioldgicos sugiere que los
compuestos fendlicos a través de sus propiedades antioxidantes ejercen beneficios a la salud,
mejorando los sintomas de las enfermedades cronicas asociadas con el dafio oxidativo (Arts
& Hollman, 2005).

En general, el perfil fendlico de un alimento vegetal es especifico de cada especie.
Sin embargo, el nivel de los compuestos de un individuo a otro puede cambar. Esto depende
de una serie de factores como el cultivo, las condiciones ambientales, practicas poscosecha,

asi como de las condiciones de procesamiento y almacenamiento (Vuolo et al., 2019).

5.5. QUIMICA DE LOS ACIDOS FENOLICOS

El termino de acidos fenolicos generalmente describe los compuestos fendlicos que tienen
en su estructura quimica un grupo carboxilico. Los acidos fendlicos o también Ilamados
fenolcarboxilicos, son una de las principales clases de compuestos fendlicos vegetales. Estos
se encuentran en una gran variedad de alimentos de origen vegetal, tanto en semillas, frutos,
y hojas en grandes concentraciones. De manera natural, estan unidos con amidas, esteres o
glucosidos y en algunos casos en forma libre (Pereira et al., 2009).

Los &cidos fendlicos se biosintetizan a partir de aminoacidos aromaticos producidos
a través de la via del shikimato. En este punto, el &cido shikimico se convierte en L-
fenilalanina al reaccionar con el intermediario de &cido corismico. La L-fenilalanina
posteriormente se convierte en los &cidos p-cumarico, salicilico y p-hidroxibenzoico, mismos
que acttan como precursores de otros derivados de los &cidos fendlicos. Asi mismo, la
hidroxilacion y metilacion de su anillo aromatico dan como resultado la biosintesis de otros
acidos hidroxicinamicos o acidos hidroxibenzoicos (Heleno et al., 2015).
Los &cidos hidroxicindmicos derivados del acido cinamico, es encentran comunmente en los

alimentos como ésteres simples con acido quinico o glucosa. Los &cidos mas comunes de
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este subgrupo son los &cidos ferulico, cafeico, p-cumarico y sinaptico (Figura 10). Por el
contrario, los &cidos hidroxibenzoicos poseen una estructura comun de Cs— C1y derivan del
acido benzoico. Estos se encuentran en forma soluble, conjugados ya sea con azucares 0
acidos organicos y unidos a las fracciones de la pared celular como la lignina (Khoddami et
al., 2013). Sin embargo, en comparacion con los acidos hidroxicindmicos, los acidos
hidroxibenzoicos generalmente se encuentran en bajas concentraciones en la mayoria de los
frutos rojos y en algunas variedades de vegetales. Por consiguiente, los cuatro acidos
hidroxibenzoicos mas comunes son los acidos p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico y
siringico (Figura 11) (Kumar & Goel, 2019; Chandrasekara, 2018). En ambos subgrupos de
acidos fendlicos, los grupos hidroxilo y otros grupos funcionales unidos al anillo aromatico
determinan las propiedades bioactivas y la eficacia contra el tratamiento y prevencion de un

gran numero de enfermedades (Valanciene et al., 2020).

0 G 0
" oH © N~ 0H
HO HO

Acido p-cumarico Acido ferdlico

O (o]
HO X OH e on
HO

Acido cafeico Acido cinamico

Figura 10. Estructura quimica de los acidos hidroxicinamicos.
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COOH 0 OH 0. OH

OCH, HO OH

OH
HO OH

Acido 4- hidroxobenzoico Acido vanilico Acido galico

COOH O _OH

HaCO OCH,§ o
OH OH

Acido siringico Acido protocatecuico

Figura 11. Estructura quimica de los acidos hidroxibenzoicos.

5.6. EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

5.6.1. TECNICAS DE EXTRACION

La extraccion es el tratamiento con disolventes selectivos sobre el tejido vegetal para disolver
los constituyentes fitoquimicos activos, mientras que la mayor parte de la materia permanece
sin disolverse. Los procesos de extraccion de los compuestos bioactivos, es el primer paso
de anélisis de las plantas y frutos medicinales, asi como desempefiar un papel crucial en su
posterior separacién y caracterizacion. Actualmente, se dispone de una amplia gama de

técnicas de extraccion tanto convencionales y modernas (Figura 12) (Manousi et al., 2019).

28



PIMCB — UMSNH MARCO TEORICO

Técnicas de extraccion en plantas y
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Figura 12. Procedimientos de extraccion de compuestos fitoquimicos en plantas y frutos medicinales.
Adaptado de (Manousi et al., 2019).

Para llevar a cabo dichos métodos de extraccion, es importante tomar en cuenta
algunos pardmetros fisicoquimicos como la naturaleza del metabolito bioactivo,
caracteristicas quimicas del disolvente, concentracion del producto y estabilidad del
fitogquimico. En términos generales, entre los procedimientos convencionales de extraccion,
la maceracion es uno de los mas utilizados por su facil accesibilidad (Manousi et al., 2019).

En el caso de los compuestos fendlicos, estos se pueden obtener a partir de las plantas
y frutos, aplicando enfoques clasicos, como la maceracion, hidrodestilacion y extraccién
Soxhlet o también conocida como extraccidn con agua caliente. Estos procesos de extraccion
se consideran como métodos convencionales y se utilizan ampliamente para extraer la amplia

diversidad de compuestos fitoquimicos. Sin embargo, estas tecnicas tienen algunos
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inconvenientes como lo son: el tiempo de extraccion significativamente alto, generacion
mayores gastos de insumos y contaminacion en el medio ambiente. Asi mismo, existe baja
selectividad de extraccion y descomposicion térmica utilizando tiempos prolongados vy altas
temperaturas (Costa et al., 2015).

Para solucionar estos problemas, durante los ultimos afios han surgido nuevas
alternativas de extraccion. Logrando disminuir el impacto negativo hacia el medio ambiente
debido al menor uso de disolventes y otros compuestos quimicos. De igual manera, los
tiempos de operacién han sido significativamente menores en comparacion con los métodos
convencionales, obteniendo ademés un mayor rendimiento y calidad de los extractos

fitoquimicos (Manousi et al., 2019).

5.6.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

En el mayor de los casos los extractos fitoquimicos obtenidos, se pueden encontrar
combinados con otros tipos de compuestos bioactivos. Por lo que es necesario, separarlos y
concentrarlos para su identificacion y cuantificacion. Una de las técnicas utilizadas para la
cuantificacion de fenoles como fraccion total, es mediante el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Tranquilino-Rodriguez et al., 2020).

En los procesos de separacion, existen dos categorias principales de técnicas. En
primer lugar, se encuentran los ensayos cromatograficos como la cromatografia en capa fina
(TLC, por sus siglas en inglés), la cromatografica en columna, cromatografia ultrarrapida,
cromatografia de gases (GC, por sus siglas en ingles) y la cromatografia liquida de alta
precision con detector de arreglo de diodos o espectrofotometria de masas (HPLC-DAD, LC-
MS, por sus siglas en inglés). Mientras que, en segundo lugar, se encuentran las técnicas no
cromatograficas como el inmunoensayo, que utiliza anticuerpos monoclonales (Mab), ensayo
de cribado fitoquimico y espectrofotometria infrarroja. Todas estas técnicas analiticas
actualmente son muy utilizadas para aislar y mejorar la identificacion de los miles de
compuestos bioactivos encontrados en la naturaleza (Sasidharan et al., 2011).

Entre las técnicas cromatograficas TLC (cromatografia en capa fina) y HPLC son los
métodos mas utilizados en el analisis fitoquimico. La TLC es una técnica sencilla, rapida y

econdémica que se puede utilizar para conocer un andlisis cualitativo sobre el nimero de
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componentes del extracto. Por su parte, la HPLC es una técnica clasica, versatil, robusta y
ampliamente utilizada para el aislamiento de productos naturales, asi como la identificacion
de sus componentes naturales. Se ha reportado que la HPLC preparativa es una de las
herramientas analiticas mas eficientes tanto para el aislamiento como para la purificacion de
compuestos mas complejos (Sasidharan et al., 2011). En cuanto a los detectores, los mas
utilizados para la identificacion de los compuestos bioactivos después de la separacion
cromatografica son los detectores ultravioletas, detectores de arreglo de diodos (DAD) que
pueden medir la absorbancia de la muestra a diferentes longitudes de onda y los
espectrometros de masas (MS). La cromatografica liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS), es una técnica ampliamente utilizada para el aislamiento e identificacion de
los compuestos con mayor precision y sensibilidad (Manousi et al., 2019).

5.7. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

En la ciencia de los alimentos, el antioxidante se define como una sustancia que al
encontrarse en concentraciones altas en comparacion con las de un sustrato oxidable,
disminuye significativamente o previene los efectos adversos de las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y especies reactivas de nitrégeno (RNS, por sus siglas
en inglés), sobre la funcién fisioldgica del organismo (Karadag et al., 2009).

Los compuestos fenodlicos cuentan con importantes propiedades bioldgicas vy
farmacoldgicas que son utilizadas por sus beneficios en salud humana y animal. Estos
metabolitos secundarios, son componentes importantes de la dieta, por su potencial en la
capacidad antioxidante y por disminuir el dafio tisular inducido por el estrés oxidativo
proveniente de las enfermedades crénicas (Harris et al., 2007). Esta excelente actividad
bioldgica de los compuestos fendlicos, se le atribuye a la capacidad donadora de electrones
del grupo hidroxilo, asi como a los diversos mecanismos de accion sobre los radicales libres
0 especies oxidantes. Algunos de los mecanismos que se han dilucidado son los siguientes
(Cadenas, 1997; Rawson et al., 2014):

e Previenen la iniciacion de la cadena de reacciones de oxidacién mediante la

combinacion de radicales iniciadores, tales como el anién superéxido.
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e Descomponen peroxidos al convertirlos en especies no radicales o altamente
reactivas.

e Actlan como secuestradores de radicales libres. Cada grupo de fendlicos cuenta con
distinta especificidad por las distintas especies oxidantes o radicales libres que se
producen en el organismo.

e Funcionan de manera indirecta como agentes quelantes de iones de metales de
transicion como el Fe?*. Evitando asi, la produccion de radicales libres.

e Cuentan con la capacidad de inducir, inhibir y activar determinadas enzimas que

regulan la produccidn de los radicales libres.

Segun sus mecanismos de accion los antioxidantes se clasifican en primarios o
rompedores de cadena y secundarios o preventivos. Los primarios son eliminadores activos
de radicales libres o donantes de hidrégeno. Por lo tanto, estos detienen las reacciones en
cadena de los radicales libres y evitan su iniciacion o propagacion. Mientras que, los
antioxidantes secundarios, son los responsables de descomponer los perdxidos, inhibiendo la
formacion de oxidantes altamente reactivos y radicales libres (Karadag et al., 2009).

Se ha reportado, que la actividad antioxidante de los &cidos fenolicos que contienen
grupos OH y carbonilos no unidos directamente al anillo bencénico o también denominados

acidos cinamicos, es mayor que la de los derivados hidroxibenzoicos (Rawson et al., 2014).

5.8. METODOS PARA EVALUAR LAS CAPACIDADES ANTIOXIDANTES

Tras varios estudios sobre la importancia de los antioxidantes en los sistemas biologicos al
contrarrestar el estrés oxidativo que causa un gran nimero de enfermedades, ha surgido un
gran interés en cuantificar y determinar las capacidades antioxidantes de una serie de
compuestos alimentarios y fitoquimicos especificos (Karadag et al., 2009).

Es por esta razén, que se han desarrollado y probado muchos métodos reportados en
la literatura. Sin embargo, se siguen discutiendo las ventajas y desventajas de estos ensayos,
por lo que no parece haber un consenso para concluir cual es el mas conveniente como
analisis de referencia. Estas discrepancias se deben principalmente a diversos factores

analiticos como la polaridad del antioxidante, la sensibilidad a la luz, posibles interferencias
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al iniciar las reacciones, el estado fisico del sustrato oxidable y el uso de diferentes estandares
analiticos para expresar los resultados de la inhibicion del radical (Karadag et al., 2009).

La mayoria de los métodos utilizados, se basan principalmente en dos mecanismos
de inactivacion del antioxidante sobre la especie oxidante: 1) reaccién de transferencia de
atomos de hidrégeno (HAT, por sus siglas en inglés) y 2) métodos basados en la reaccion de
transferencia de electrones (ET, por sus siglas en inglés). Ademas, es importante sefialar que
la energia de disociacion de enlaces y el potencial de ionizaciéon son dos factores que
determinan el mecanismo y la eficiencia de los compuestos antioxidantes. Los mecanismos
ET y HAT, casi siempre ocurren simultdneamente en la mayoria de las muestras estudiadas,
por lo que es complicado diferenciarlos (Karadag et al., 2009).

Los diversos métodos para evaluar la capacidad antioxidante se pueden realizar ya
sea in vivo o in vitro. Una de las estrategias mas empleadas de los ensayos in vitro consiste
en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias cromdgenas de naturaleza
radical; obteniendo una pérdida de color proporcional a la concentracion del antioxidante.
No obstante, las determinaciones realizadas in vitro, ayudan a obtener resultados
preliminares de lo que puede ocurrir en ensayos in vivo mas complejos. Ademas, es necesario
considerar que los experimentos in vivo pueden presentar algunos inconvenientes, como la
adaptabilidad en respuesta al aumento del estrés oxidativo, causando una mayor variabilidad
en los resultados reportados (Kuskoski et al., 2005).

Dentro de los diversos compuestos cromogenos, se pueden emplear: el radical 2,2
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS, por sus siglas en inglés), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH, por sus siglas en inglés), dihidroclorurode N, N-dimetil-p-
fenilendiamina (DMPD) y FRAP. Sin embargo, gracias a su gran estabilidad los métodos
mas utilizados son ABTS y DPPH. Este ltimo, es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa al ensayo, mientras que el ABTS debe ser generado
tras una reaccion quimica (dioxido de manganeso, persulfato de potasio), enzimatica
(peroxidasa, mioglobina), o electroquimica (Re et al., 1999; Kuskoski et al., 2005). En cuanto
a sus ventajas, el ABTS puede medir la actividad tanto de compuestos de naturaleza
hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico
(Kuskoski et al., 2005).
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5.9. DESCRIPCION GENERAL DE LOS RADICALES LIBRES Y ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son moléculas altamente reactivas que contienen
oxigeno, generadas del metabolismo celular. Los ROS pueden ser radicales libres o
moléculas que cuentan con la capacidad de seguir produciéndose en mayores
concentraciones. Estos radicales libres, consisten en atomos o moléculas que quimicamente
contienen uno o mas electrones desapareados en su Ultima capa orbital, lo que los hace
altamente inestables y reactivos hacia otras biomoléculas (Shields et al., 2021). Asi mismo,
los radicales libres tienen una vida muy corta y a menudo, no pueden abandonar la ubicacion
subcelular donde se generan sin primero reducirse. En algunos ejemplos de ROS que son
radicales libres se incluyen, el anion superoxido (O2), hidroxilo (HO"), peroxilo (RO2"),
hidroxiperoxilo (HO2") y radicales alcoxilo (RO’) (Phaniendra et al., 2015). Mientras que los
ROS que no son radicales libres no tienen electrones desapareados y, por lo tanto, son menos
reactivos permitiéndoles abandonar la ubicacion subcelular pasando a través de las
membranas celulares. Los ejemplos de estos ultimos ROS que no son radicales libres
incluyen el peréxido de hidrégeno (H202), el anion hidroxilo (HO) y los perdxidos organicos
(ROOH) (Phaniendra et al., 2015).

Sin embargo, los ROS que no son radicales libres ain se pueden reducir de manera
incompleta, ocasionando una produccion en cadena de radicales libres. Un claro ejemplo de
esto, ocurre con el perdxido de hidrogeno, ya que, si se encuentra con un ion de metal de
transicion, como el hierro ferroso (Fe?*) o el cobre cuproso (Cu*), se producira la reaccion
de Fenton, dando como resultado la aparicion del radical hidroxilo que actia como un potente
oxidante (Figura 13) (Shields et al., 2021).
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Figura 13. Sitios de generacion de ROS y radicales libres en la célula. Elaboracién propia adaptado
de Shields et al., (2021).

La respiracion mitocondrial es una fuente importante de ROS dentro de la célula. Esto
surge a medida que los electrones se transfieren entre los complejos de la cadena
transportadora de electrones, algunos de estos electrones pueden filtrarse para reaccionar
directamente con el oxigeno y formar superoxidos. La mayor parte de la fuga de electrones
ocurre cuando estos pasan del complejo 1 o Il al complejo I11 a través de la ubiquinona (Figura
11) (Shields et al., 2021).

Es importante sefialar que ademés de los ROS, los organismos también generan
especies reactivas de nitrogeno (RNS) a partir del 6xido nitrico (NO) producido de la L-
arginina. Este éxido nitrico puede reaccionar con superdxido para producir peroxinitrito,
mismo que puede dafiar directamente los componentes celulares o reaccionar para generar
otros tipos de RNS. El dafio celular de los RNS es Ilamado dafio nitrosativo y pueden
funcionar como especies de sefializacién celular y de defensa contra patégenos (Shields et
al., 2021).
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5.10. RADICALES LIBRES Y SU IMPLICACION EN DIVERSAS
ENFERMEDADES

En los Gltimos afios ha surgido un gran interés en la comunidad cientifica por estudiar el
papel que desempefian los radicales libres en la biologia, debido a su mecanismo de accion
en diversas condiciones fisioldgicas, asi como a su participacion sobre una amplia gama de
enfermedades (Phaniendra et al., 2015). Estas patologias, se deben en gran parte al estrés
oxidativo ocasionado por el desequilibrio entre los radicales libres y el sistema antioxidante
enddgeno. Lo que ocasiona dafios en la integridad de varias biomoléculas, incluidas los
lipidos, proteinas y el ADN. Entre las enfermedades comunes estan las neurodegenerativas,
cardiovasculares, respiratorias, diabetes mellitus, artritis reumatoide, y aceleracion en el

proceso de envejecimiento (Shields et al., 2021).

5.11. INFLAMACION PULMONAR ASOCIADO A LOS RADICALES LIBRES

El pulmdn es un organo altamente especializado que facilita la captacion de oxigeno y
liberacion de didxido de carbono. Debido a su estructura y funcién Unica, hace que sea
altamente vulnerable a una amplia gama de patégenos, contaminantes, compuestos
oxidantes, gases y sustancias toxicas que se inhalan continuamente del aire. Provocando que
el pulmon sea susceptible a diversos grados de dafio oxidativo (Azad et al., 2008). La
inhalacion de contaminantes toxicos y microorganismos facilita la aparicion de lesiones
pulmonares y la generacion de especies reactivas de oxigeno/nitrogeno (ROS/RNS),
ocasionando el inicio de una cascada de sefializacion que desencadena la produccion de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias (Emmendoerffer et al., 2000). Durante el proceso
de inflamacion se estimula la entrada de algunas células de defensa inmunoldgica pulmonar,
destacando los macrdfagos alveolares fagociticos, los leucocitos polimorfonucleares y los
eosinofilos. Estas células desempefian un papel muy importante en la eliminacion de los
patdgenos o dafio bioldgico, a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno.

Sin embargo, a pesar de los efectos beneficiosos de defensa, la inhalacion constante
de patdgenos invasores 0 agentes toxicos puede provocar una produccion excesiva de

especies oxidantes, induciendo la inhibicion de la apoptopsis y dafios recurrentes en el ADN.
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Por lo tanto, es concebible que la produccion de ROS/RNS inducida por la inflamacion

cronica en el pulmon predispone a las personas al cancer de pulmon (Azad et al., 2008).

5.12. CARACTERISTICAS GENERALES DE Crescentia alata

El &rbol de Crescentia - alata esta distribuido en toda América intertropical, desde Florida
hasta Brasil, pertenece a la familia Bignoniaceae, siendo originario de Ameérica; crece de 3 a
8 m de altura, teniendo una copa amplia e indefinida, ramas gruesas y muy flexibles. Los
frutos de cirian son de forma esférica, ovalados, y semicilindricos con un tamafio que fluctda
entre los 3 y 40 cm de diametro, dependiendo de la variedad (Figura 14). El pericarpio es de
textura dura y su pulpa tiende a ser carnosa de color negro en el estado de maduracion,
ademas de un alto contenido de semillas (Olivares-Pérez et al., 2018; Arenas, 2004).

En cuanto a su distribucion en México, C. alata es un elemento constitutivo de selvas
bajas subperennifolias y caducifolias, se encuentra en lugares secos y con temperaturas altas
en los estados de Campeche, Chiapas, Guerrero, Michoacan, Tabasco, Veracruz, Oaxaca y
Yucatan. El uso de esta especie es reportado desde tiempos prehispanicos, siendo de gran
utilidad hasta la fecha (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales 2018; Villasefior,
2016; Arenas, 2004).

Figura 14. Frutos de Crescentia alata.

En algunas regiones del territorio nacional se ha reportado dos periodos de floracion, el

primero entre junio y julio (81.4%) al inicio del periodo de lluvias, y durante septiembre y
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octubre (18.6%). Por lo que del mismo modo los periodos de produccion de los frutos
comienzan de noviembre a enero y de marzo a abril. Generalmente, el arbol del cirian inicia

su produccidn de frutos a una edad aproximada de 5 a 6 afios (Olivares-Pérez et al., 2018).

5.12.1. USO MEDICINAL DE CIRIAN

A partir del conocimiento tradicional se utilizan todos los componentes de arbol del cirian
como una alternativa medicinal. El fruto es el mas utilizado, seguido de la flor, la corteza y
la hoja. Se utiliza principalmente para tratar enfermedades del sistema respiratorio (tos y
asma) y como un agente antinflamatorio. Ademéas, de curar problemas estomacales,
padecimientos hepaticos, insomnio, y como antidoto para mordeduras de serpientes. El modo
de preparacion y el uso de la planta con fines medicinales varia segun la region o cultura
(Tabla 3). Por lo general, en algunos lugares la pulpa de la fruta se deja reposar en alcohol
para controlar varias enfermedades, mientras que en otras regiones se realizan extracciones
con agua para los mismos fines medicinales (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales 2018; Balogun et al., 2021).

Tabla 3. Usos tradicionales de Crescentia alata a través de diferentes regiones

Parte utilizada Usos medicinales Pais o region
Fruto (pulpa) maduro Padecimientos respiratorios Brasil
(asma).
Hojas Hipertension Trinidad y Tobago
Hojas y fruto maduro Abscesos internos, México

hipertension, enfermedades
respiratorias.

Fruto inmaduro Mordeduras de serpiente Colombia.
Fruto maduro Inflamacién, diarrea e Filipinas
hipertension.
Toda la planta Gripe Bolivia
Toda la planta Resfriados, asma, parasitos Cuba
intestinales.
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La elaboracion de productos medicinales con los componentes del cirian son de
importancia econdmica para las familias originarias de dichas regiones por la venta de frutos,
hojas, flores, y artesanias elaboradas con las diferentes partes del arbol (Olivares-Pérez et al.,
2018).

5.12.2. Crescentia alata COMO ALTERNATIVA NATURAL CONTRA LA
HIPERTENSION

Segun el conocimiento empirico de los pobladores de la region de tierra caliente en el estado
de Michoacén, el uso del cirian es una alternativa viable ante los problemas derivados por la
hipertensién y inflamacion en el sistema respiratorio. La pulpa cruda es la parte de la planta
mayormente usada por las personas en forma de infusiones o agregando alguna bebida
alcohdlica para su posterior consumo. En la literatura se documenta el uso del cirian, asi
como otras especies de la misma familia Bignoniaceae contra la hipertension,
proporcionando informacion basica a la comunidad cientifica sobre el uso de los compuestos
bioactivos de este fruto. Sin embargo, se han identificado dudas en la investigacion que
merecen estudios futuros para conocer de mejor manera sus mecanismos de accion
(Aumeeruddy et al., 2020; Odukoya et al., 2022).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. PLANTEAMIENTO GENERAL DE TRABAJO

[ Seleccién de la muestra ]

l

Extraccion y liofilizacion de la pulpa
de los frutos de cirian

v

Obtencion de los extractos fenolicos
(extractos crudos) del liofilizado

¢ \4 ¢

capacidad antioxidante fendlicos mediante HPLC actividad inhibitoria de la

[ Fenoles totales y J { Cuantificacién de &cidos ] Determinacion de la

ECAy PDE in vitro

Fenoles totales (Folin- cmcalteu)
Identificacion del perfil de  —
acidos fenolicos utilizando Medicion de actividad ECA por

Radicales (DPPH y ABTS) estandares de alta pureza HPLC

<Inh|b|0|on del radical OH- Actividad PDE cuantificada
por UV-VIS

>[ Analisis de resultados ] <

Figura 15. Esquema general de trabajo.

6.2. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron frutos maduros de cirian recolectados en el municipio de Caracuaro de Morelos
ubicado en la region de tierra caliente en el estado de Michoacan. La madurez se determiné
de acuerdo con las recomendaciones de uso de las personas de la region, la cual coincide con

una coloracion marrdn en el exterior y negro en el interior del fruto (Figura 16).
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Figura 16. Frutos maduros de ciran.

6.3. PREPARACION DE LA MUESTRA

Los frutos recolectados se partieron por la mitad para la separacion de la pulpa y semillas.
La pulpa obtenida se almacend en condiciones de ultracongelacién a -80°C durante 24 h
previo a su secado. El proceso de deshidratacion se realiz6 por liofilizacion, de acuerdo por
el método de Hamid et al., (2020) con ligeras modificaciones. Para esto, se utilizd un
liofilizador (LABCONCO - FreeZone, USA) (Figura 17) a una temperatura constante de -
80 °C y presion de vacio de 0.0420 mBar. Las muestras secas fueron molidas y el polvo
resultante se almacen6 a -20 °C hasta su posterior analisis.

Figura 17. Liofilizador (LABCONCO — FreeZone, USA).
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6.4. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS FENOLICOS

Para llevar a cabo la caracterizacion fendlica y evaluacion bioldgica de los extractos del cirian
se llevd a cabo una extraccion previa utilizando solventes de diferente polaridad (MeOH
80%, EtOH 80%, EtOH 70%). EI método se efectud siguiendo el protocolo reportado por
Nowicka et al. (2019) con cambios menores. Todo el proceso se llevd a cabo bajo
condiciones controladas de extraccion asistida por sonicacion a 4 °C y en ausencia de luz.
Para esto, se peso 1 g del liofilizado de cirian y se homogenizo con 8 mL de solvente. La
mezcla se sometié en un bafio ultrasénico por 30 min en agua fria. Pasando el tiempo de
sonicado los extractos se centrifugaron por 15 min a 10,000 rpm y 4 °C para lograr la
separacion del sobrenadante (extracto fendlico) y el precipitado. La pastilla resultante
después de separar el sobrenadante se resuspendié nuevamente en 8 mL del mismo solvente,
repitiendo los pasos anteriores de extraccion. Por Gltimo, se mezclaron los dos sobrenadantes
y se llevaron a un volumen final de 20 mL con el mismo solvente. El proceso de extraccion

se realizd con todos los solventes de manera individual y por triplicado.

6.4.1. EXTRACCION ACUOSA DE COMPUESTOS FENOLICOS MEDIANTE
CALENTAMIENTO

El método de extraccidn se llevo a cabo mediante el protocolo reportado por Garcia-Pérez et
al. (2010) con ligeras modificaciones. Se pesaron 2 g del liofilizado de ciridn y se
homogenizo6 en 40 mL de agua destilada, llevando a ebullicion por 1 h. El sobrenadante se
separd de los sélidos usando papel filtro Whatman no. 4 y se almacend en refrigeracion a 4

°C en ausencia de luz hasta su andlisis. EI proceso de extraccion se realizo6 por triplicado.

6.5. CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES POR EL METODO FOLIN-
CIOCALTEAU

El contenido fendlico total se determiné de acuerdo con el ensayo Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999; Tranquilino-Rodriguez et al., 2020). Comenzando con la preparacion

de dos mezclas. La mezcla uno se conformo por 125 pL del reactivo Folin-Ciocalteau 1N
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(SIGMA-ALDRICH) mas 3.125 mL de H»O destilada, dando como volumen final 3.250 mL,
siendo este el volumen que se agregd a cada uno de los tubos de reaccion. Por su parte, la
mezcla dos se complet6 mezclando 750 pL de NaxCOs 20% (p/v) mas 950 pL de H20
destilada, dando como volumen final 1.7 mL. Enseguida, se tomaron 50 pL del extracto de
la fraccion fendlica a evaluar y se agregaron al volumen de la mezcla uno, dejando en reposo
por 5 min. Para concluir la reaccion se adicion6 el volumen de la mezcla dos a cada uno de
los tubos que contenia la mezcla uno mas los 50 pL del extracto fendlico. Se incubé a
temperatura ambiente y en total oscuridad, por 30 min, y luego se midio la absorbancia por
espectrofotometria a una longitud de 765 nm. Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de acido gélico (GAE) por gramo de peso en base seca. Las mediciones se
Ilevaron a cabo por triplicado con cada uno de los extractos fendlicos del cirian.

6.6. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL ENSAYO DEL
RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILO

La capacidad de eliminacion de radicales se evalud segun el método de Floegel et al. (2011),
y actualizado por Virgen-Ortiz et al. (2020) con cambios menores. Para este ensayo, se
preparé una solucion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) a una concentracion de
1 mM en metanol puro. Ajustando su absorbancia inicial a 0.700 = 0.02 usando metanol o
pequefias trazas del reactivo de ser necesario. Seguido de esto, se mezclaron 100 pL de
muestra (extracto fenolico a evaluar) mas 3.90 mL de solucion de DPPH para incubar a
temperatura ambiente durante 30 min en la oscuridad. Después de este periodo, la
absorbancia se cuantifico a 517 nm en el espectrofotometro. El porcentaje de inhibicion de

DPPH se calcul utilizando la siguiente ecuacion:

. (Abs blanco — Abs muestra)
% Inhibicion = x 100
Abs blanco

Donde: Abs blanco corresponde a la absorbancia del blanco (0.700 + 0.020) y Abs muestra
indicard la absorbancia de la muestra.

La actividad antioxidante DPPH de los extractos del fruto se reportd como la
concentracion de compuestos fenolicos (mg/mL) equivalentes de acido galico que producen
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la ICso, y se compard con los resultados obtenidos con el Trolox (control positivo). Las

mediciones se efectuaron por triplicado con cada uno de los extractos fenolicos a evaluar.

6.7. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DEL RADICAL ACIDO 2,2 -
AZINOBIS (3-ETILBENZOTIAZOLINA-6-SULFONICO)

Este método se cuantifico la capacidad de los antioxidantes para neutralizar el radical
catiénico azul / verde a una forma incolora. El analisis se efectud segun lo descrito por Re et
al. (1999) y Virgen-Ortiz et al. (2020) con ligeras modificaciones. El cation radical 2,2 -
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) se preparé haciendo reaccionar una
solucion de ABTS 7 mM con persulfato potasico 2.45 mM en total oscuridad durante 16 h
antes de su uso. Pasando el tiempo de reposo del radical, la absorbancia inicial se ajusto a
0.700 £ 0.005 utilizando metanol o pequefias trazas del reactivo. Para evaluar la actividad
antioxidante de los extractos fenolico del cirian, se mesclaron 30 uL de muestra (extracto
fendlico a evaluar) con 2.970 mL de solucion ABTS", dejando en total reposo durante 5 min
en total oscuridad. El porcentaje de inhibicidn del extracto se medio por espectrofotometria

a 734 nmy se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

L, (Abs inicial — Abs muestra)
% Inhibicion = — x 100
Abs inicial

Donde: Abs inicial se refiere a la absorbancia del radical y Abs muestraa la absorbancia de
la muestra.

Los resultados se expresaron como la concentracion de compuestos fenolicos
(mg/mL) equivalentes de &cido galico que producen la ICso, y se compararon con los datos
obtenidos con el Trolox (control positivo). Las mediciones se realizaron por triplicado con

cada uno de los extractos fendlicos a evaluar.
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6.8. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE INHIBICION DEL
RADICAL HIDROXILO

La actividad de inhibicion del radical hidroxilo producido por la reaccion de Fenton, se llevd
a cabo de acuerdo con el meétodo reportado por Valencia et al. (2018) con ligeras
modificaciones. Para iniciar con el ensayo, se afiadié 1 mL del extracto fendlico a 600 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO) puro, seguido de 200 pL de FeSO4 (8 mM), y 167 pL de H202 (20
mM). La reaccion comenzd mediante la adicion de 600 pL de la solucion de acido salicilico
(3 mM) y llevando a un periodo de incubacion de 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, el
porcentaje de inhibicion del extracto fendlico se cuantificd por espectrofotometria a 510 nm

y empleando la siguiente ecuacion:

o (Abs blanco — Abs muestra)
% Inhibicion = x 100
Abs blanco

Donde: Abs blanco se refiere a la absorbancia del radical y Abs muestra a la absorbancia de
la muestra.

Se calcul6 la concentracion de compuestos fendlicos (ug/mL) equivalentes de acido
gélico que producen la ICsp, y se comparo con la correspondiente al polifenol utilizado como
control positivo (Oligopin®, extracto comercial). Las mediciones se realizaron por triplicado

con cada uno de los extractos fendlicos a evaluar.

6.9. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS FENOLICOS EN LOS
EXTRACTOS DE CIRIAN POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION

Para este analisis de caracterizacion, se consultd la metodologia reportada por Colin-Chavez
et al. (2020), utilizando un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC) (Agilent
Technologies 1200 Infinity Series) equipado con automuestreador, bomba cuaternaria,
columna analitica ultrabase C18 Ascentis Express 250x4.6 mm, 5 um a 35 °C y detector de
arreglo de diodos (DAD) (Figura 18). El ensayo se efectud usando una fase movil isocréatica

con flujo de 0.8 mL/min, la cual fue conformada por metanol puro y acido férmico al 1%.
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Se utilizaron como soluciones analiticas los estandares de alta pureza de acido galico (> 99%,
Sigma), acido 4-hidroxibenzoico (> 99%, Aldrich), acido cafeico (> 98%, Sigma), &cido
siringico (> 99%, Aldrich), &cido elagico (> 99%, Aldrich), &cido trans-cinamico (> 99%,
Aldrich), &cido vanilico (> 97%, Sigma Aldrich), acido clorogénico (> 99%, Sigma), acido
p-cumarico, acido feralico (> 99%, Aldrich), acido sinaptico (> 98%, Sigma Aldrich), y
mangiferina (> 98%, Sigma Aldrich), (1-20 pg/mL).

Para obtener un mejor separacion y resolucion de los picos cromatogréficos, se utiliz6 una

elucion en gradiente de la fase movil durante el tiempo de inyeccién (Tabla 4).

Figura 18. HPLC Agilent Technologies 1200 Infinity Series.

Tabla 4. Condiciones cromatogréficas para la identificacion y cuantificacion del perfil de acidos fenélicos

Condiciones cromatogréficas

Columna: Ultrabase C18 Ascentis Express 250x4.6 mm, 5 um
Temperatura de columna: 35°C
Volumen de inyeccion: 10 uL
Flujo: 0.8 mL/min
Fase movil: A: Metanol puro, B: Acido férmico 1%
Elucion en gradiente
Tiempo de inyeccion (minutos) Composicion de fase movil
0-5 2% A-98%B
5-15 15% A - 85% B
15-30 25% A-75% B
30-35 35% A - 65% B
45 -50 55% A —45% B
50 - 55 55% A —45% B
55 - 60 2% A-98%B
Post-time: 5 minutos
Detector DAD: 260, 270, 322 nm
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Figura 19. Ejemplo de espectro de absorcidn del &cido 4-hidroxibenzoico en detector DAD.

Cabe sefialar, que se realizé un monitoreo mediante un barrido cromatografico con cada uno
de los estandares analiticos. Esto con la finalidad de conocer la forma del pico

cromatografico, tiempo de retencion y espectro de absorcién (Figura 19).

6.10. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS FENOLICOS PARA SU
EVALUACION BIOLOGICA

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de los extractos del cirian sobre las enzimas
fosfodiesterasa y convertidora de angiotensina, las cuatro fracciones fendlicas se sometieron
a evaporacion para eliminar el solvente de extraccién. El proceso de evaporacion se realizd
en una centrifuga de evaporacion al vacio (SpeedVac™ SPD 120, Vacuum Concentrator,
USA) durante 2 h a 40 °C (Figura 20). Pasado el tiempo de evaporacion los concentrados

fenolicos se resuspendieron en el buffer de reaccidn enzimatico para su posterior ensayo.

Figura 20. Concentrador de vacio (SpeedVacTM SPD 120, Vacuum
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6.11. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE INHIBICION DE LA ENZIMA
FOSFODIESTERASA POR EFECTO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

El ensayo se realizo siguiendo el protocolo de Shah et al. (2020) y Rauf et al. (2017) con
cambios menores. Se uso como sustrato enzimatico el bis (4-nitrofenil) fosfato y la actividad
enzimatica se monitorio por espectrofotometria UV-VIS a 410 nm, midiendo la
concentracion de 4-nitrofenol liberado por la hidrdlisis enzimatica mediada por la
fosfodiesterasa sobre el sustrato.

Para esto, se agregaron 800 pL del buffer Tris-HCI (pH 8.8.) en la celda de reaccién
mas 200 pL de acetato de magnesio 30 mM. Seguido de esta mezcla se adicionaron a la
misma celda 100 pL del extracto fendlico a evaluar con 300 pL de la enzima fosfodiesterasa
(2.2 U/mL). Se llevé a pre-incubacion por 10 min a 37 °C, y luego se adicionaron 600 pL del
sustrato bis bis (4-nitrofenil) fosfato 5 mM.

Para concluir la con reaccion, se incubd nuevamente a las mismas condiciones por 30
min y se agregaron 500 pL de NaOH 0.5 M. La capacidad de inhibicién se calcul6 como
porcentaje de inhibicion de los extractos evaluados con respecto de la reaccion control (sin

extracto fendlico) utilizando la ecuacién:

% Inhibicion de la PDE = [ 1 — (A. inhibidor / A. control)] x 100

Donde: A. inhibidor es la absorbancia del extracto fendlico (inhibidor) y A. control

corresponde a la absorbancia del control sin extracto (sin inhibidor).

Posterior a esto, se calculé la concentracion de compuestos fendlicos (uM)
equivalente de &cido galico que produce la ICso, y se compard con el correspondiente
inhibidor &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) utilizado como control positivo. Las

mediciones se efectuaron por triplicado con cada uno de los extractos fenolicos a evaluar.

6.12. ENSAYO DE LA INHIBICION DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE
ANGIOTENSINA POR EFECTO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS
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El protocolo se efectu6 siguiendo el método reportado por Amrani-Allalou et al. (2021) con
ligeras modificaciones. La reaccion se baso en la hidrélisis del sustrato Hipuril-Histidil-
Leucina (HHL, por sus siglas en inglés) por la ECA para producir &cido hipurico (HA, por
sus siglas en inglés). Para iniciar la reaccion, se adicionaron 20 uL de la ECA purificada (100
mU/mL) disuelta en buffer de boratos 0.1 M adicionado con 0.3 M de NaCl (pH 8.3), 50 pL
del extracto fendlico a evaluar, llevando a pre-incubacion durante 10 min a 37 °C. Seguido
de este periodo de adaptacién, se afiadid 30 pL del sustrato HHL (5mM) y se incub6
nuevamente a las mismas condiciones durante 30 min. Pasando este tiempo, la reaccion se
detuvo agregando 220 pL de HCI 1 M y se microfiltro para su posterior analisis.

Para poder seleccionar con mayor confiabilidad los resultados obtenidos a partir de
la reaccion, se prepar6 un blanco el cual consistié en la adicion de buffer en lugar de la
enzima, asi como un control positivo conteniendo buffer en lugar del extracto (inhibidor).

El HA generado por la reaccion se cuantificd por cromatografia de liquidos de alta
resolucion en fase reversa (RP-HPLC, por sus siglas en inglés) utilizando el mismo equipo y
columna cromatografica descritos anteriormente (apartado 6.8). Como fase movil se emple6
un buffer de KH2PO4 5 mM (pH 2.6) y metanol puro con un flujo constante de 0.7 mL/min.

Del mismo modo que en el método del perfil de &cidos fendlicos descrito
previamente, se us6 una elucion en gradiente de la fase movil durante el tiempo de inyeccion

para obtener una mejor separacion y resolucién de los picos cromatograficos (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones cromatograficas para la identificacion y cuantificacion de la actividad ECA

Condiciones cromatograficas

Columna: Ultrabase C18 Ascentis Express 250x4.6 mm, 5 pum
Temperatura de columna: 40 °C
VVolumen de inyeccion: 10 pL
Flujo: 0.7 mL/min
Fase movil: A: KH;PO4, C: Metanol puro grado HPLC
Elucidn en gradiente
Tiempo de inyeccidn (minutos) Composicion de fase movil
0-5 80% A -20% C
5-15 50% A —-50% C
15-20 50% A —-50% C
20-25 80% A-20% B
Post-time: 5 minutos
Detector DAD: 214,220, 228 nm
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La evaluacion de la inhibicion de la ECA se calculd, en la comparacion entre la
concentracion de produccion de HA con el extracto como inhibidor y sin el extracto como
control. Se utilizo la siguiente ecuacion para sustituir el area de los picos cromatogréficos de

ambos casos:
% Inhibicion de la ECA = [ 1- (A. inhibidor / A. control)] x 100

Donde: A. inhibidor y A. control son las areas de los picos de HA del ensayo con el extracto
fendlico (inhibidor) y el control sin extracto respectivamente.

Se calcul6 la concentracion de compuestos fendlicos (ug/mL) equivalentes de acido
gélico que producen la 1Cso, y se compar0 con la correspondiente al farmaco usado como
control positivo (captopril) (Blaszczak et al., 2021; Salem et al., 2020; Akomolafe et al.,
2018).
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6.13. ANALISIS ESTADISTICO Y DISENO EXPERIMENTAL

Todos los resultados obtenidos se procesaron mediante la estadistica descriptiva utilizando
medias de tendencia central (media y desviacion estandar). Los datos generados de las
variables de respuesta (fenoles totales, capacidad antioxidante, perfil fendlico y actividad
bioldgica in vitro), fueron evaluados mediante un arreglo factorial completamente al azar de
un ANOVA de una via para cada uno de los ensayos, donde los factores fueron las fracciones
fenolicas obtenidas con los diferentes solventes. Las diferencias significativas se compararon
por la prueba de Tukey al 95% de confianza, utilizando el paquete estadistico Minitab 18

Statistical Software. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION EXPERIMENTAL

7.1. CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES DE LOS EXTRACTOS
FENOLICOS DEL CIRIAN

Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en muchas familias de
plantas, incluidas las pertenecientes a la familia Bignoniaceae. Sin embargo, los extractos
fitoquimicos del género Crescentia o cirian han sido poco estudiados tanto de manera
individual como en fraccion total, siendo esto una limitante para la comparacion con otros
autores. En el presente trabajo, se cuantificaron los fenoles totales de los diferentes extractos
obtenidos a partir de la pulpa liofilizada del fruto. Como se muestra en la Figura 21, el
contenido de fenoles totales varia de acuerdo al nivel de polaridad de los extractos utilizados.
Curiosamente el extracto metanolico exhibid un contenido fendlico significativamente mayor

(p < 0.05) que el resto de los extractos a excepcion del extracto etandlico al 70%.
Contenido de fenoles totales
a
a
MetOH 80% EtOH 70% EtOH 80% Agua
Extracto Fendlico

mg Ac. Galico / g de fruto seco
O P, N W b 0O OO N

Figura 21. Contenido de fenoles totales en extractos de fruto de cirian.

Los datos corresponden a las medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores
gue no comparten las mismas letras son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

El contenido de fenoles totales se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion lineal basada en la
curva de calibracion del &cido galico como estandar de referencia; y= 0.906x + 0.0426, R?=

0.9991. La concentracion fendlica del extracto metandlico fue de 6.16 + 0.4 mg de &cido
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galico/g de peso seco. La variacion de resultados puede atribuirse a la polaridad de los
compuestos fitoquimicos extraidos, debido que estos son mayormente de caracter
hidrofobico o de una polaridad media a baja. Dentro de esta clasificacion, se encuentran los
taninos condensados, ligninas y acidos hidroxicinamicos, los cuales estan unidos a la pared
celular de las células vegetales (Valencia-Avilés et al., 2017).

Del mismo modo, Cuevas-Juarez et al. (2014) estudiaron las propiedades
antioxidantes de Crescentia alata reportando una concentracién de 4.51 £+ 0.37 mg de &cido
galico/g de peso fresco en el extracto fendlico de los frutos. Existen reportes en los cuales se
le atribuye diversas actividades bioldgicas al alto contenido de fenoles de Crescentia cujute.
Tal es el caso del ensayo documentado por Parvin et al (2015), quienes reportaron un alto
contenido fendlico en extractos etandlicos de las hojas y corteza de esta especie utilizada en
la medicina popular.

Bajo este principio de extraccion de polaridad creciente, Sagrin et al. (2019)
demostraron que la mayor concentracion de fenolicos en el liofilizado de cirién, se present6
en los extractos etanélicos y menor proporcion los extractos acuosos. Es importante sefialar
que los resultados publicados por estos investigadores se asemejan a los obtenidos en el
presente trabajo, respaldando asi, el potencial terapéutico de este fruto en la medicina
tradicional.

Aunado a lo correlacién anterior de polaridad y extraccion fendlica, se han examinado
compuestos fitoquimicos de otras plantas medicinales, dando como resultado una tendencia
similar a la del presente trabajo. En estas pruebas in vitro se han cuantificado el contenido de
fenoles totales en raiz, hojas, corteza y frutos de diversas plantas. Algunos de los solventes
de extraccion utilizados han sido organicos como; éter de petréleo, diclorometano, acetato
de etilo, etanol, metanol y agua, estos en orden creciente de polaridad. Los resultados han
revelado que el metanol es el mejor solvente seguido por el etanol para la extracciéon de
compuestos fitoquimicos, particularmente en el contenido de fenoles totales (Zreen et al.,
2022; Herrera-Pool et al., 2021).

Es evidente que la polaridad del solvente desempefia un papel muy importante en el
proceso de extraccion. En la mayoria de los casos, el etanol y metanol al mezclarse con el
agua, crea un medio mas polar lo que favorece la extraccion tanto de compuestos de polaridad

media como de caracteristicas hidrofilicas o altamente polares. Bajo este principio, Onivogui
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et al. (2015) cuantificaron el contenido de fenoles totales en la pulpa de Anisophyllea en
extractos con etanol, metanol, acetato de etilo y agua. Los autores concluyeron que el etanol
y metanol mezclados con agua (80/20) fueron los solventes més eficaces para la extraccion
de los compuestos bioactivos.

Recapitulando lo mencionado previamente, los resultados expuestos del presente
ensayo cumplen con lo reportado por los autores citados. Siendo el extracto metandlico y
etandlico al 70% las mejores opciones para obtener los mayores rendimientos en la extraccion
de los compuestos fitoquimicos del fruto de cirian. Esto sugiere que posiblemente los
extractos presentes en el fruto sean de caracteristicas mayormente de polaridad media como

polifenoles poco solubles en agua y acidos hidroxicindmicos.

7.2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS FRACCIONES
FENOLICAS DEL CIRIAN

Los modelos de eliminacion de los radicales DPPH y ABTS son métodos ampliamente
utilizados para evaluar in vitro la actividad antioxidante de compuestos fitoquimicos. El
grado de decoloracion indica el potencial de eliminacion del radical por efecto del extracto
antioxidante, que se debe a la capacidad de donacion de hidrégenos. Los datos
experimentales del presente trabajo se muestran en la Tabla 6. De acuerdo con el andlisis
ANOVA, se encontrd una tendencia similar en ambos métodos. La fraccion fendlica que
presentd mayor potencial antioxidante sobre ambos radicales, fue con el metanol 80% dando
como resultado una ICso de 0.161 + 0.004 mg/mL para DPPH. Mientras que para el radical
ABTS fue de 0.093 + 0.004 mg/mL equivalentes de acido galico.

Por el contrario, el extracto fendlico que presentd menor actividad para el radical
DPPH fue la fraccion acuosa con una ICsg de 0.34 + 0.01 mg/mL y en el caso del radical
ABTS las fracciones etandlicas y acuosa no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, cabe resaltar que el extracto metanolico en ambos ensayos
presento diferencias significativas (p < 0.05) que el resto de los extractos evaluados, incluso
mostré una mejor 1Cso que el trolox utilizado como control positivo. Posiblemente, estos
resultados de inhibicion se deben a las caracteristicas de polaridad de los compuestos

fenodlicos extraidos.
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Tabla 6. Evaluacion de capacidad antioxidante en extractos fenélicos de fruto de cirian

Solvente de extraccion ICso (mg/mL) equivalentes de acido galico
DPPH ABTS
Agua 0.34+0.01a 0.16 £ 0.003 ¢
EtOH 80% 0.239£0.007 b 0.169+0.001 b
Trolox ® 0.185+0.002 c 0.3+0.002 a
EtOH 70% 0.172 £0.009d 0.164 + 0.003 bc
MeOH 80% 0.161 +0.005 d 0.0963 + 0.004 d

Los datos corresponden a las medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores
que no comparten las mismas letras son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

De manera similar, Das et al. (2014) reportaron una mayor ICso en extractos
etandlicos provenientes de Crescentia cujute sobre la inhibicion del radical DPPH. Estos
autores, resaltaron la diferencia significativa en el poder antioxidante del extracto etanélico
en comparacién con los obtenidos con solventes de media y baja polaridad. Otro estudio
menciond que los extractos metanolicos obtenidos de las hojas de Crescentia cujute,
exhibieron un buen potencial antioxidante por los métodos DPPH y ABTS, obteniendo una
ICs0 a concentraciones muy bajas de 34.01 + 4.97 y 3.80 £ 0.20 pug/mL respectivamente. La
importante concentracion de compuestos fendlicos en la evaluaciéon fitoquimica y el
contenido de fenoles totales pudo ser la principal causa de la actividad antioxidante de dicha
fraccion (Parente et al., 2016).

Asi mismo, Sagrin et al. (2019) estudiaron el efecto inhibitorio del radical DPPH de
los extractos etandlicos (100%, 50%) obtenidos de las hojas y corteza de Crescentia cujute,
mostrando valores de inhibicibn muy similares a los obtenidos en este trabajo. La
concentracion inhibitoria mas baja que encontraron fue de 261.97 + 0.57 pg/mL en la
fraccion etandlica al 100% del extracto de la hoja. Estos resultados indicaron que las hojas y
la corteza del cirian contienen compuestos fitoquimicos con polaridad media que pueden ser
extraidos de manera eficiente con etanol y metanol.

Otra investigacion que coincide con los rangos de inhibicion encontrados en este
trabajo de tesis, fue lo reportado por Anwuchaepe et al. (2017). Los autores obtuvieron

extractos metandlicos a partir de la hoja de Crescentia cujute y cuantificaron un rango de
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ICso (15.22 a 569.22 pg/mL) para el radical DPPH, corroborando asi, el potencial
antioxidante de los compuestos fitoquimicos de esta especie medicinal.

Por otro lado, segun con lo encontrado en la literatura, una de las variables que se
deben tomar en cuenta para llevar a cabo estas pruebas de evaluacion in vitro, es la
interaccion de los radicales utilizados y los fenoles a evaluar. Munteanu & Apetrei. (2021)
mencionaron que el radical ABTS es soluble en agua y disolventes orgénicos, lo que permite
determinar la capacidad antioxidante tanto de compuestos lipofilicos como hidrofilicos. Por
el contrario, el radical DPPH es soluble en diferentes disolventes organicos, pero no en agua.
Este ultimo generalmente, se disuelve en metanol y etanol, permitiendo una mejor interaccion
con los compuestos fendlicos de caracteristicas hidrofébicas (Munteanu & Apetrei., 2021;
Stasko et al., 2007). Bajo este principio quimico, los resultados obtenidos en este trabajo
respaldan la interaccion entre los radicales y contenido fendlico, debido a que los cambios en
la actividad ABTS estuvieron relacionados medianamente bajos con el contenido fenolico
total (coeficiente de correlacion de Spearman: r = -0.402, p = 0.211). Mientras que para
DPPH se presentd una alta correlacion entre el cambio en la actividad del radical y las
concentraciones de fenoles encontradas en los extractos evaluados (coeficiente de correlacion
de Spearman: r =-0.973, p = 0.001).

Con base a lo anterior, se puede evidenciar que la mayoria de los compuestos
fendlicos encontrados en el fruto de cirian, posiblemente son de caracteristicas hidrofdbicas.
Por lo tanto, la extraccion a base de metanol / agua (80 / 20 %) es la mejor alternativa para

obtener fitoquimicos con mejor actividad antioxidante.

7.3. CAPACIDAD DE INHIBICION DEL RADICAL HIDROXILO DE LOS
EXTRACTOS FENOLICOS DE CIRIAN

Entre las diferentes especies reactivas de oxigeno el radical hidroxilo es el mas reactivo que
puede atravesar facilmente las membranas celulares y ocasionar dafio irreversible en las
principales biomoléculas o incluso muerte celular. Por tal motivo, eliminar estos radicales es

de suma importancia para la proteccion de los sistemas biolégicos (Xu et al., 2012).
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En la tabla 7 se muestra la concentracion media inhibitoria (ICso) del radical OH
ocasionada por los extractos fenolicos del ciridn a diferentes concentraciones (129.78 —
400.93 pg/mL) equivalentes de acido gélico. De acuerdo al analisis ANOVA, los resultados
expresaron que la extraccion con metanol al 80% fue mas efectiva en la inhibicion del radical

dando como resultado una ICsode 119.09 £ 0.002 (ug/mL) equivalentes de &cido galico.

Tabla 7. Concentracion media inhibitoria (IC50) de los extractos fendlicos de cirian sobre el radical hidroxilo

Extracto fenolico ICs0 (ng/mL) equivalentes de acido galico
Oligopin ® 1033.5+18.50 a
Agua 400.93+4.53Db
EtOH 70% 342.23+3.73¢
EtOH 80% 15255 +4.14 d
MeOH 80% 129.78 £ 6.56 d

Los datos corresponden a las medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores
que no comparten las mismas letras son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Los resultados de inhibicion mostraron que los extractos fenolicos de cirian fueron
diferentes estadisticamente, incluso mejores que la ICso encontrada en el ensayo del
Oligopin® (control positivo). Asimismo, este Gltimo presentd una concentracion de
inhibicién muy similar a lo reportado por otros autores con un valor de 1Cs0 1271 + 72 pg/mL
(Valencia et al., 2018).

Este ensayo proporcioné informacion acerca de la reactividad quimica de los
extractos fendlicos del cirian, para la inhibicion de los radicales libres. Los valores de ICsg
mostraron que los extractos fitoquimicos obtenidos con metanol 80% y etanol 80%, cuentan
con mayor capacidad de capturar los radicales hidroxilos. Si bien, es cierto que los extractos
fenolicos de esta especie presentan una alta actividad antioxidante. Actualmente no se han
encontrado reportes sobre la actividad inhibitoria del radical hidroxilo por accion de los
fitoquimicos de Crescentia alata. La mayoria de los trabajos publicados solo hacen mencion
de la actividad antioxidante sobre algunos radicales como DPPH y ABTS, mismos que se

discutieron en el numeral anterior del presente trabajo (Balogun et al., 2021).
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Por su parte, la determinacion en la inhibicion del radical hidroxilo también ha sido
evaluada en otros compuestos fitoquimicos de otras plantas medicinales como: corteza de
diferentes especies del &rbol Quercus, hojas de Flacourtia sepiaria, raiz de Acalypha indica
y hojas de Brachychiton populneus, por mencionar algunas (Sahukari et al., 2021; Batool et
al., 2019; Valencia et al., 2018; Sreejith et al., 2013). De acuerdo con lo reportado por estos
autores, los extractos fendlicos presentaron buena actividad antioxidante sobre este radical.
Esta actividad inhibitoria se vio reflejada en las 1Cso encontradas, las cuales coinciden con el
mismo rango de concentracion evaluadas en el presente trabajo de los extractos del cirian.

Ademas de los ejemplos anteriores, también se han probado extractos fenolicos
provenientes de frutos utilizados en la medicina tradicional con actividad antioxidante.
Algunos de los ejemplos de estos ensayos in vitro han sido probados en los frutos como:
Mallotus philippenensis, bayas de Juniperus communis, Phyllanthus acidus, Coccinia
grandes, estos frutos han sido muy utilizados como una alternativa medicinal en cada una de
las regiones de donde son originarios (Fejér et al., 2020; Kondhare & Lade, 2017;
Moniruzzaman et al., 2015; Gangwar et al., 2014). Con respecto a la extracciéon de los
fitoquimicos, los autores utilizaron solventes de polaridad media — alta, en los que destacan
el metanol, etanol y agua. Los resultados arrojaron una alta correlacion entre el contenido
fendlico y la capacidad de inhibicion del radical hidroxilo. Las concentraciones medias
inhibitorias de estos ensayos, oscilaron en el mismo rango de concentracion (ug/mL) que los
encontrados en este trabajo.

De acuerdo con lo establecido por Valencia et al. (2018), el contenido fendlico
presentd una alta correlacion con la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos de la
corteza de Quercus, generando un aumento en el coeficiente de correlacion de Spearman.
Bajo esta misma linea de interaccidn, el coeficiente de correlacion de Spearman entre el
contenido fendlico y la capacidad de inhibicion del radical hidroxilo del presente trabajo fue
de r = - 0.782 (p = 0.003). Esta correlacion significativa pudo deberse a la extraccion en
mayor concentracion de compuestos fenolicos de caracteristicas hidrofobicas, obtenidos a
partir del metanol al 80%. Por lo tanto, se requirié una concentraciébn mas baja de estos
extractos para inhibir los radicales hidroxilo y a su vez generd una relacién inversa entre

ambas variables.
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Por consiguiente, se ha informado que posiblemente al tamafio molecular y
proximidad de grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos, son de suma importancia en la
actividad de eliminacion de radicales libres (Loganayaki et al., 2013). Este mecanismo de
reaccion hasta el momento es poco claro, sin embargo, se estima que podrian actuar como
donantes de hidrogeno, rompiendo la cadena de generacion de los radicales libres (Gori et
al., 2016).

7.4. CARACTERIZACION DEL PERFIL DE ACIDOS FENOLICOS EN LOS
EXTRACTOS DE CIRIAN

La cuantificacion de los compuestos fenolicos de los extractos del cirian, se llevé a cabo
utilizando cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), siendo esta una de las técnicas
mas empleadas para esta finalidad. De acuerdo con la literatura este método es muy sensible
y altamente especifico, ademas de permitir la separacion de las moléculas que son
estructuralmente similares (Bueno-Herrera & Pérez-Magarifio, 2020; Colin-Chéavez et al.,
2020; Kumar, 2017).

Los estandares de acidos fendlicos inyectados en el sistema HPLC — DAD fueron los
previamente mencionados, siendo estos los reportados como los compuestos encontrados en
mayor abundancia en los extractos fendlicos. Las figuras 22 y 23 muestran los

cromatogramas obtenidos con la mezcla de los estandares analiticos explorados.
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Figura 22. Cromatograma de la mezcla de los estdndares analiticos de acidos fendlicos. Absorbancia medida a una
longitud de onda de 260 nm en detector DAD.
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Figura 23. Cromatograma de la mezcla de los estandares analiticos de acidos fendlicos. Absorbancia medida a una
longitud de onda de 322 nm en detector DAD.

Para la identificacion y cuantificacion de los acidos fendlicos presentes en el fruto de cirian,
se inyectaron los cuatro extractos fendlicos. Estos se midieron con las longitudes de onda
obtenidas a partir de cada espectro de absorcion. En las figuras 24 y 25 se muestran los acidos
fenolicos encontrados en la fraccién metandlica del cirian. El resto de los cromatogramas de
los extractos se muestran en la seccion de anexos.
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Figura 24. Cromatograma de los de acidos fendlicos encontrados en la fraccién metandlica del cirian.
Absorbancia medida a una longitud de onda de 260 nm en detector DAD.
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Figura 25. Cromatograma de los de acidos fenolicos encontrados en la fraccion metanolica del cirian.
Absorbancia medida a una longitud de onda de 322 nm en detector DAD. *Los compuestos fendlicos
identificados con la letra D, se desconoce su composicion quimica.
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En la Tabla 8 se presentan las concentraciones de los acidos fendlicos encontrados en
las distintas fracciones fenodlicas del fruto de cirian. De manera general, el extracto
metanolico presento la mayor concentracion de acidos hidroxibenzoicos (4-hidroxibenzoico,
vanilico) y &cidos hidroxicinamicos (trans-cinamico, cafeico, feralico). Comparando los
cromatogramas, se observé que todos los extractos mostraron el mismo perfil cromatogréafico
variando en las concentraciones, donde el acido 4-hidroxibenzoico y éacido ferulico fueron

los fenolicos predominantes.

Tabla 8. Concentracion de acidos fendlicos encontrados en extractos de fruto de cirian.

Compuestos fenolicos identificados (g / g peso seco)
Solvente de

- Acido 4-hidroxibenzoico Acido Acido Trans-cinamico Acido Acido
extraccion (TR: 12.24 min) Vanilico (TR:  (TR: 43.87 min) Cafeico (TR: Ferulico
15.53 min) 15.28 mim) (TR: 26.80

min)
MeOH 80% 502.38 +1.26a 369.801+0.3b 69.82+0.2a 167.22+0.3a 49833%0.7a
EtOH 70% 488.74 +0.91b 389.562 £0.6 a 70.63+06a 156.81+0.7b 458.94+0.1b
EtOH 80% 45257 +£2.95¢ 335.82+0.2c 60.95+0.1b 14510+ 0.6c 43294%06¢C
Agua 439.62 +0.85d 315.15+0.6d 60.80£0.3b 75.80+1.1d 294.62+0.8d

Los datos corresponden a las medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores
gue no comparten las mismas letras son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). TR=
tiempo de retencion del acido fendlico.

De acuerdo con el analisis de varianza, se determiné que tanto el tipo de solvente
utilizado, como el método de extraccion especialmente en el extracto acuoso, influyeron en
la concentracién, presentado una diferencia significativa en los cinco &cidos fendlicos
encontrados. Cabe mencionar, que en todos los extractos fendlicos del cirian se encontraron
cuatro compuestos desconocidos. En la figura 25 se pueden apreciar los picos
cromatograficos de estos analitos identificados con la letra D, apareciendo a partir del minuto
35 al 42 a la longitud de onda de 322 nm. De acuerdo con la composicion de la fase movil
durante ese tiempo de inyeccion (35% MeOH, 65% acido formico), las caracteristicas
quimicas de estos fendlicos son mayormente hidrofébicas. Por lo que posiblemente, se trate
de compuestos fenolicos de mayor tamafio molecular.

Es importante mencionar que actualmente no se han encontrado reportes en la
literatura sobre el perfil fendlico de Crescentia alata, por lo que podria ser una limitante en

la comparacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, lo mas
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cercano en cuanto al analisis cromatogréafico en C. alata, fue reportado por Corrales et al.
(2017) con un estudio fisicoquimico de las semillas del fruto. De acuerdo con sus resultados
obtenidos, lograron identificar y aislar diferentes compuestos volatiles responsables del olor
clave de la semilla del fruto.

Por otra parte, se han mencionado algunos trabajos sobre la caracterizacion
fitoquimica de los extractos fendlicos de Crescentia cujute, especie muy similar a C. alata.
Anwuchaepe et al. (2017) evaluaron el perfil fendlico de los extractos de las hojas de C.
cujute, logrando revelar la presencia de compuestos fenolicos como el acido clorogénico,
acido protocatecuico y varios derivados de la quercetina.

Del mismo modo, se ha analizado la pulpa del fruto de crescentia cujute, logrando
identificar un gran nimero de &cidos fendlicos a partir de extractos metanélicos (como los
derivados del &cido trans-cinamico y hidroxibenzoico), ademas de una gran diversidad de
flavonoides y otros metabolitos secundarios (Jose et al., 2020; Rivera-Mondragén et al.,
2020).

Con relacion a otras especies de plantas medicinales utilizadas en otras regiones del
mundo, se han reportado las caracterizaciones de sus compuestos fendlicos, obtenidos
principalmente con mezclas hidrometandlicas como solventes de extraccion. Estos analisis
cromatograficos se han llevado a cabo en plantas y frutos como: Justicia secunda, Juglas
regia, Eugenia dysenterica, Campomanesia pubescens, Euphorbia cuneata, Asclepias
linaria, la mayoria de estos extractos han sido utilizados desde épocas pasadas como
alternativas naturales en la medicina tradicional. La mayoria de los compuestos fenélicos que
se lograron identificar, fueron un gran numero de flavonoides y acidos fendlicos como;
galico, vanilico, cafeico, p—cumarico, siringico y fertlico. De acuerdo con los autores, los
extractos fitoquimicos presentaron gran actividad antioxidante, asi como una actividad
biolégica en la inhibicion de enzimas clave en el desarrollo de diversas enfermedades.
(Swiatek et al., 2023; Bourais et al., 2022; Arruda et al., 2022; Soliman et al., 2021; Sanchez-
Gutiérrez et al., 2019; Guedes et al., 2017).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el perfil de acidos fendlicos del fruto del
cirian, puede ser interesante desde el punto de vista terapéutico. Esto gracias a las altas
concentraciones y a los principales acidos fenolicos encontrados. Segun la literatura, algunos

de estos acidos fenolicos como el ferulico, galico, vainilico, siringico y cafeico, cuentan con
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actividades biologicas en la inhibicidn de enzimas o blancos terapéuticos relacionados a un

gran numero de enfermedades cardiovasculares (Rauf et al., 2017; Al Shukor et al., 2013).

7.5. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE
LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La estandarizacion del método de la inhibicion de la ECA incluy6 la identificaciéon de los
compuestos de reaccion: acido hipurico (producto de reaccion), HHL (sustrato de reaccion)
y captopril (inhibidor farmacoldgico). En la Tabla 9 se presentan los datos del tiempo de

retencion y longitud de onda 6ptima de cada molécula.

Tabla 9. Datos cromatograficos de los compuestos de reaccion de la ECA

Estandar Tiempo de retencion DAD (nm)
(minutos)
Acido hipurico 8.205 228
Hipuril-histidil-leucina 15.785 220
Captopril 20.470 214

En las Figuras 26, 27 y 28 se presentan los cromatogramas de los compuestos empleados en

la reaccion enzimatica, asi como sus respectivos espectros de absorcion.

mAl

Figura 26. Espectro de absorcion del Acido hipurico en detector DAD.
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Figura 27. Espectro de absorcion del Hipuril-histidil-leucina en detector DAD.
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Figura 28. Espectro de absorcion del captopril comercial en detector DAD

Para corroborar que las condiciones de reaccion fueran las indicadas, se llevd a cabo
una reaccion (control positivo) afiadiendo todos los componentes a excepcion del inhibidor
(Figura 29). Los picos cromatograficos encontrados se compararon con los estandares
previamente identificados. El area generada del acido hipdrico, se tomé en cuenta para

realizar los célculos de inhibicion correspondientes.
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Figura 29. Cromatograma del producto (HA) y sustrato (HHL) de la ECA en detector DAD

De manera simultanea se utilizé el captopril (Sigma-Aldrich) como control positivo
de inhibicidn, calculando la concentracion necesaria para obtener el 50% de inhibicion de la
ECA, dicho ensayo dio como resultado un valor de ICso de 0.217 + 0.002 ug/mL (Figura 30).

Los datos de % IECA de este estudio, reafirma y concuerda con lo reportado por otros
autores, sefialando la potente actividad inhibitoria del captopril, misma que se encuentra en
los rangos (0.05 — 0.5 ug/mL) (Blaszczak et al., 2021; Salem et al., 2020; Akomolafe et al.,
2018).

Actividad IECA de Captopril
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Figura 30. Porcentaje de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina del captopril
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Al mismo tiempo, durante la estandarizacion de la técnica, se llevaron a cabo pruebas
preliminares con los solventes de extraccion (mismos porcentajes de extraccion) para probar
la ausencia de inhibicion de la enzima a causa de dichos solventes. Para esto, se sometieron
al mismo proceso de evaporacion utilizado en los extractos fendlicos. De acuerdo con los
resultados en ningun ensayo se gener0 inhibicion de la ECA. Mientras que en
concentraciones altas de solvente (sin evaporar), si se presentd la inhibicion de la enzima

(datos no mostrados).

7.6. EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE LA ENZIMA
CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA DE EXTRACTOS FENOLICOS DE
CIRIAN

Este ensayo de inhibicion enzimatica se llevo a cabo utilizando diferentes concentraciones
de los extractos fendlicos desde 0.05 a 0.5 mg/mL equivalentes de acido galico. En las
Figuras 31 — 34 se muestran los gréficos con el porcentaje de inhibicion obtenidos de cada

extracto fenolico.
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Figura 31. Porcentaje de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina del extracto metandlico de ciridn
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Figura 32. Porcentaje de inhibicion de la ECA del extracto EtOH 80% de ciridn
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Porcentaje de inhibicion de la ECA del extracto EtOH 70% de cirian
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Figura 34. Porcentaje de inhibicion de la ECA del extracto acuoso de cirian

Segln los datos de inhibicion obtenidos por interpolacion de los valores de las
graficas concentracion-respuesta y por el analisis de varianza, se observ6 una ligera mayor
inhibicidn por el extracto metandlico. De acuerdo con el analisis estadistico, el extracto
hidrometanolico, mostro diferencias significativas con el resto de los extractos evaluados.

Esto se debe posiblemente a la capacidad de interaccion entre los grupos hidroxilo
con los iones de zinc del sitio activo de la ECA. Los extractos metandlicos o de polaridad
media cuentan con un mayor namero de estos grupos funcionales (Ojeda et al., 2010; Actis-
Goretta et al., 2006). Esta afirmacion se comprobd con la correlacion entre el contenido de
fenoles totales y la capacidad de inhibicion de estos sobre la actividad de la ECA. De acuerdo
con el coeficiente de correlaciéon de Spearman (r = -0.779, p = 0.003) existe una relacién alta
entre estas dos variables. Por lo tanto, el alto contenido de fenoles del extracto metanolico
propiciaron una mayor inhibicion de la ECA con una ICsp mas baja que el resto de los
extractos fenolicos.

Los resultados comparativos de inhibicion de la ECA se presentan en la Figura 35.
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Figura 35. Concentracion media inhibitoria (ICso) de los extractos fendlicos de cirian sobre la actividad ECA.

Los datos corresponden a las medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores
que no comparten las mismas letras son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

De manera similar la determinacion de la actividad inhibitoria de la ECA, también ha
sido evaluada en otras plantas como: agrecejo (Berberis vulgaris), estrellada espinosa
(Pallenis spinosa), kenaf (Hibiscus cannabinus), jamaica (Hibiscus sabdariffa), ortosifon
(Orthosiphon stamineus) y una diversidad de flores comestibles. La gran mayoria de estas
alternativas terapéuticas se han utilizado y han generado un gran interés como uso medicinal
desde antiguas generaciones. Es importante resaltar que no todas estas opciones naturales
son de consumo diario o habitual. Los resultados reportados en estos ensayos in vitro indican
que la actividad IECA se le atribuye principalmente a los compuestos fendlicos (Gao et al.,
2022; Amrani-Allalou et al., 2021; Sensu et al., 2021; Salem et al., 2020; Shafaei et al., 2016;
Cheng et al., 2013).

Aunado a lo anterior, también se han reportado extractos vegetales provenientes de
frutos comestibles con actividad IECA. Algunos de los ejemplos de estos ensayos in vitro
han sido probados en los frutos como: litchi (Litchi chinensis), kiwiberry (Actinidia arfuta),
mandarina (Citrus reticulata), limon (Citrus limon), pitanga roja (Eugenia uniflora),
arandano (Solanum lycopersicum) y kiwi silvestre (Actinidia macrosperma). Esta actividad
bioldgica se atribuye en gran medida a los metabolitos secundarios que incluyen polifenoles,

carotenoides, terpenoides, alcaloides, entre otros. Lo que exhibe efectos antioxidantes,
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antiinflamatorios, antimicrobianos y cardioprotectores (Blaszczak et al., 2021; Figueiraetal.,
2021; Camara et al., 2020; Hettihewa et al., 2018; Kessy et al., 2018).

El porcentaje de inhibicion de la ECA de este trabajo se logré utilizando
concentraciones menores de extractos fenolicos, en comparacion a los obtenidos por otros
autores (Mayasankaravalli et al., 2020; Kessy et al., 2018; Simaratanamongkol et al., 2014;
Park & Jhon 2010), quienes reportan ICso mayores de 0.5 mg/mL de extractos fenolicos.

Este criterio puede ser fundamentado debido a las variaciones en los métodos de
extraccion de los compuestos fendlicos, a la naturaleza del material bioldgico y la presencia
de otros metabolitos afines al solvente de extraccion.

Es importante sefialar que actualmente no existen reportes sobre la actividad
inhibitoria de la ECA en los extractos fendlicos de cirian. Sin embargo, con relacion a otras
especies de la familia Bignoniaceae, Akomolafe et al. (2018), evaluaron el efecto que ejerce
el extracto acuoso de la parte area del arbol (hojas) de Newbouldia laevis sobre la actividad
de la ECA, y reportaron una inhibicién del 50 % a una concentracion de 0.130 mg/mL de
extractos fendlicos. Esta actividad IECA se encuentra en los mismos rangos de concentracion
obtenidos de Crescentia alata de esta investigacion. Lo que sugiere que ambas especies
contienen niveles apreciables de flavonoides y acidos fendlicos. Se ha demostrado que estos
compuestos tienen multiples efectos bioldgicos y desempefian un papel fundamental en el
tratamiento y control de enfermedades degenerativas como las cardiovasculares (Rahman et
al., 2021).

7.7. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE LA ENZIMA
FOSFODIESTERASA DE EXTRACTOS FENOLICOS DE CIRIAN

La enzima fosfodiesterasa es un blanco terapéutico muy importante en las farmacoterapias
actuales aprobadas por la FDA (administracion de alimentos y medicamentos, por sus siglas
en inglés) para tratar la hipertension arterial pulmonar. El uso de farmacos para inhibir la
actividad de esta enzima son una de las alternativas mas utilizadas durante las Gltimas
décadas (Zolty, 2021). Estos tratamientos farmacoldgicos inhiben la accién de la PDE
(reduciendo la degradacion de cAMP y cGMP) ejerciendo asi una accion terapéutica sobre

el corazon y pulmones. Sin embargo, como ya se mencion¢ anteriormente, el uso prolongado
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de estos farmacos afecta directamente algunos organos vitales como los rifiones e higado,
ocasionando multiples efectos secundarios (Hoeper et al., 2017; Rauf et al., 2017; Maurice
etal., 2014).

Diversas investigaciones han propuesto el uso de compuestos fendlicos como
potenciales inhibidores de la enzima fosfodiesterasa y por ende como una alternativa
prometedora en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar.

En la prueba de inhibicién enzimatica de la PDE de este trabajo, se utilizaron los
extractos fenolicos de ciridn con las concentraciones de 0.08 — 1 mg/mL equivalentes de
acido galico y como control positivo de inhibicién el EDTA de 1 — 6 mM. En las Figuras 36

— 40 se presentan los graficos con el porcentaje de inhibicién de la PDE obtenidos en cada
ensayo.
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Figura 36. Porcentaje de inhibicion de la PDE del inhibidor EDTA

Por otra parte, para confirmar que las condiciones de reaccién fueran las indicadas,
se llevd a cabo una reaccion (control positivo) afiadiendo todos los componentes a excepcion
del inhibidor (EDTA). La absorbancia obtenida del producto final de la reaccion (4-
nitrofenol), se tomod en cuenta para realizar los célculos de inhibicion de los extractos

fenélicos evaluados.
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Figura 37. Porcentaje de inhibicion de la PDE del extracto MeOH 80% de cirian
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Figura 38. Porcentaje de inhibicion de la PDE del extracto EtOH 80% de cirian

Al igual que el ensayo anterior de la inhibicién de la ECA, se llevaron a cabo pruebas
preliminares con los solventes de extraccion evaporados y sin evaporar. En los solventes
evaporados, no se presento inhibicion alguna, mientras que, en los solventes sin evaporar se

gener6 una inhibicion de la enzima fosfodiesterasa (datos no mostrados).
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Figura 39. Porcentaje de inhibicion de la PDE del extracto EtOH 70% de cirian
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Figura 40. Porcentaje de inhibicion de la PDE del extracto acuoso de ciridn

La concentracion de los extractos de estudio se report6 en uM con la finalidad de comparar
con los resultados obtenidos con el inhibidor EDTA y lo reportado por otros autores en
trabajos similares.

De acuerdo con los datos de inhibicidn obtenidos, el extracto metandlico presentd una
mayor inhibicion enzimética. Esto se corroboro mediante el analisis ANOVA, el cual
establecio que el extracto hidrometanolico, mostré diferencias significativas con el resto de

los extractos evaluados (Figura 41). La concentracion media inhibitoria (ICso) de dicho
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extracto fue de 574.17 + 29.1 uM equivalentes de acido gélico, siendo incluso més baja que
la encontrada en la prueba del inhibidor EDTA. Estos resultados resaltan el potencial
terapéutico que puede tener el consumo de los extractos fenolicos del cirian en personas con

problemas de inflamacion en el sistema respiratorio o con hipertension pulmonar.
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Figura 41. Concentracion media inhibitoria (ICso) de los extractos fen6licos de cirian sobre la actividad PDE.

Los datos corresponden a las medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Los valores
que no comparten las mismas letras son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

De manera similar la determinacion de la actividad inhibitoria de la enzima
fosfodiesterasa ha sido evaluada en diversas plantas como Pistacia integérrima, llex
pubescens, Heterophragma adenophyllum, Terminalia catappa. La mayoria de estas especies
vegetales han sido investigadas debido al uso medicinal empleado por las personas de sus
respectivas regiones. Es importante mencionar que los extractos obtenidos fueron en su
mayoria a partir de extracciones metandlicas y acuosas utilizando diferentes partes de las
plantas como tallos, raices, hojas y frutos (Rauf et al., 2022; Shah et al., 2020; Liu et al.,
2017; Oyeleye et al., 2018).

Los resultados reportados en el presente ensayo, en especial del extracto metandlico,
se encuentra en los mismos valores publicados por los autores anteriormente mencionados
en especial Shah et al. (2020) y Oyeleye et al. (2018). Estos Gltimos mencionan el importante
uso de la almendra (Terminalia catappa) en la medicina tradicional nigeriana. Segun lo

reportado por este grupo de investigadores, la capacidad de inhibicion de la enzima
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fosfodiesterasa se le atribuye a los altos niveles de compuestos fenolicos de la hoja y corteza
del almendro.

En este trabajo la actividad inhibitoria de la enzima fosfodiesterasa puede estar
asociada a la acumulacion de compuestos fendlicos, especialmente de caracteristicas
hidrofobicas como el acido cafeico y feralico. En cuanto a la relacion entre el contenido de
fenoles totales y la actividad inhibitoria de la PDE, fue similar a la presentada en el ensayo
anterior. Segun con el coeficiente de correlacion de Spearman (r = -0.774, p = 0.004) existe
una relacion alta entre estas dos variables evaluadas. De modo que, el alto contenido de
fenoles que se obtuvo en la extraccion con el solvente hidrometandlico, generd una mayor
inhibicion de la PDE con una ICso mas baja que el resto de los extractos fendlicos.

De manera general, los fendlicos del fruto de cirian pueden ser inhibidores de la PDE,
lo que conduciria a identificar nuevos candidatos a farmacos contra los trastornos asociados

a este blanco terapéutico.
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8. CONCLUSIONES

El mayor contenido de fenoles totales se extrajo con el metanol al 80%. Por su parte,
la fraccion fendlica que presentd menor contenido fendlico fue la acuosa esto posiblemente

por la ausencia de fendlicos de caracteristicas hidrofilicas.

En la capacidad antioxidante in vitro evaluada por DPPH, ABTS e inhibicion del
radical hidroxilo se presento el mismo comportamiento anterior, dando como resultado una

mayor capacidad antioxidante en el extracto metandlico.

Los &cidos fendlicos predominantes en el fruto de cirian fueron de polaridad alta a
media de acuerdo con el analisis cromatografico, destacandose los acidos 4-hidroxibenzoico,
vanilico, trans-cindmico, cafeico y fertlico. En los cuatro extractos fendlicos se mostro el
mismo perfil cromatogréfico, siendo el extracto metandlico el que mostré mayor

concentracion en los cinco acidos fenélicos encontrados.

En cuanto a la actividad bioldgica, el extracto metandlico demostrd tener una
actividad inhibitoria tanto de la enzima convertidora de angiotensina como de la
fosfodiesterasa significativamente mayor que el resto de los extractos fendlicos. Esto sugiere
tal y como lo indica la literatura que los principales responsables de las inhibiciones

enzimaticas sean los compuestos fenolicos de una polaridad media.
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9. RECOMENDACIONES

Es de mencionar que los &cidos fenolicos encontrados en el analisis cromatografico,
mostraron un perfil interesante y concentraciones altas. ES por esto, que se recomienda
realizar un estudio fitoquimico completo que ayude a identificar todos los compuestos

fendlicos presentes en la pulpa del cirian.

En esta investigacion se mostré que la actividad bioldgica de los extractos fendlicos
fue muy alta al inhibir ambas enzimas. Por lo tanto, seria interesante probar un sistema de
separacion por cromatografia en columna, llevando a cabo una purificacion de los &cidos

fendlicos encontrados y probar su actividad biol6gica de cada uno por separado.

Asi mismo, con relacion a los parametros que se encontraron en la inhibicién de las
enzimas, podria evaluarse la actividad bioldgica de los extractos fendlicos en un sistema in
vivo. Para esto, se utilizaria un roedor como un sistema de prueba, induciendo algun tipo de
hipertension y posteriormente evaluando el efecto hipotensor de los extractos fenolicos sobre

el animal.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Curva de calibracion para cuantificacion de fenoles totales por el método de

Folin-Ciocalteu

1.00 -
0.90 A
0.80 A
0.70 A
0.60 A
0.50 A
0.40 A
0.30 A
0.20 - y =0.9325x + 0.0014
0.10 A Rz =0.9997

0.00 T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Ac. Galico (mg/mL)

Abs 765 nm

La solucion stock de acido gélico (Sigma-Aldrich, cat. G7384) se prepar6 a 1 mg/ mL en
H20 destilada.

Anexo 2: Curva de calibracién para evaluacion de capacidad antioxidante mediante el
método DPPH

90.00 -
80.00 -
70.00 A
60.00 -
50.00 -
40.00 A
30.00 A
20.00 A
10.00 A
0.00

y =0.0613x + 5.3008
R2=10.9969

% Inhibicion del radical DPPH

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Trolox (UM)

La solucién stock de Trolox ((%)-6-Acido hidroxi-2,5,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)

Aldrich, cat. 238813 se prepard a 2.65 mM en 25 mL de metanol al 80%. Mientras que el
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radical DPPH (2,2 Difenil-1-picrilhidrazilo) Aldrich, cat. D9132 se ajust0 a una absorbancia
inicial de 0.700 + 0.02.

Anexo 3. Curva de calibracion para determinacion de capacidad antioxidante mediante
el método ABTS

70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00 A

30.00 -

20.00 -

y =0.0421x - 0.0662

10.00 1 R2 =0.9987

% Inhibicioén del radical ABTS

0.00

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Trolox (UM)

La solucion stock de Trolox ((%)-6-Acido hidroxi-2,5,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)
Aldrich, cat. 238813 se prepar6 a 2.65 mM en 25 mL de metanol al 80%. Mientras que el
radical ABTS [(&cido 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] Sigma, cat. 11557 se

ajusto a una absorbancia inicial de 0.700 + 0.02.

Anexo 4. Curva de calibracién del acido fenélico 4-hidroxibenzoico

2500 -
2000 -
< 1500 4
E
8
< 1000 1
y = 191.38x - 7.5538
500 1 R2 = 0.9999
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ug/mL)
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La solucion stock de &cido 4-hidroxibenzoico (Aldrich) se preparé a 1 mg / mL en metanol

80%, realizando diluciones hasta llegar a las concentraciones requeridas (0.5 — 10 pug/mL).

Anexo 5. Curva de calibracién del acido vanilico

1200 -
1000 -
800 -

600 -

Area (UA)

400 A

y =103.95x + 3.1843

200 - R2=0.9979

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL)

La solucidn stock de acido vanilico (Sigma Aldrich), se preparé a 1 mg / mL en metanol

80%, realizando diluciones hasta llegar a las concentraciones requeridas (0.5 — 10 ug/mL).

Anexo 6. Curva de calibracién del acido trans-cindmico

2500 -
2000 -
1500 -
<
=
< 1000 -
o
< y = 227.66x - 14.482
500 1 R2 = 0.9999
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ug/mL)

La solucion stock de acido trans-cinamico (Aldrich), se prepar6 a 1 mg/ mL en metanol 80%,

realizando diluciones hasta llegar a las concentraciones requeridas (0.5 — 10 pg/mL).
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Anexo 7. Curva de calibracién del acido cafeico

1200

1000 -

800

600

Area (UA)

400 - y =97.443x - 2.6384

R2=10.9999
200

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ug/mL)

La solucion stock de acido cafeico (Sigma), se preparé a 1 mg / mL en metanol 80%,

realizando diluciones hasta llegar a las concentraciones requeridas (0.5 — 10 pg/mL).

Anexo 8. Curva de calibracién del acido ferulico

1200 -
1000 -
800 -

600 -

Area (UA)

400 A

y =105.89x - 2.1484
R?=10.9999

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ug/mL)

200 -

La solucion stock de acido ferulico (Aldrich), se prepar6 a 1 mg / mL en metanol 80%,

realizando diluciones hasta llegar a las concentraciones requeridas (0.5 — 10 pg/mL).
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Anexo 9. Cromatograma de los de acidos fendlicos encontrados en la fraccidn etanodlica
80% en el fruto de cirian. Absorbancia medida a una longitud de onda de 260 nm en
detector DAD.
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Anexo 10. Cromatograma de los de acidos fendlicos encontrados en la fraccion etanolica
80% en el fruto de cirian. Absorbancia medida a una longitud de onda de 322 nm en
detector DAD.
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Anexo 11. Cromatograma de los de acidos fendlicos encontrados en la fraccion etandlica
70% en el fruto de cirian. Absorbancia medida a una longitud de onda de 260 nm en
detector DAD.
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Anexo 12. Cromatograma de los de acidos fendlicos encontrados en la fraccion etanolica

70% en el fruto de cirian. Absorbancia medida a una longitud de onda de 322 nm en
detector DAD.

mAU ]
60

9] @
3]

. Ac. Ferulico
Ac. Cafeico

16.283

40

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 mn

Anexo 13. Cromatograma de los de acidos fendlicos encontrados en la fraccién acuosa

del fruto de cirian. Absorbancia medida a una longitud de onda de 260 nm en detector
DAD.

mAU 3 Ac. 4-hidroxibenzoico
1 »
4004 2
1 - Ac. Vanilico
300 | 1
5| || o |‘|
200 o [
] § ‘ % || ll'\ i
100 T | f V) A
1 - [ \ \
] “'U I\k fﬂ‘ [ | N L \',“\J-,—\ J\.__,.,
0 WA A N A U P A A o i P "
i i B T | B L "SR Fat i
5 10 15 20 25 30 35 40 45 mil

Anexo 14. Cromatograma de los de acidos fenolicos encontrados en la fraccion acuosa

del fruto de cirian. Absorbancia medida a una longitud de onda de 322 nm en detector
DAD.
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Anexo 15. Cromatograma de la reaccion ECA con extracto fenolico como inhibidor (0.1

mg/mL). Absorbancia medida a una longitud de onda de 228 nm en detector DAD.
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Anexo 16. Cromatograma de la reaccion ECA con extracto fendlico como inhibidor (50

png/mL). Absorbancia medida a una longitud de onda de 228 nm en detector DAD.
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