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Resumen y Abstract IX

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue establecer el efecto cardiovascular de fracciones y
compuestos aislados de Passiflora quadrangularis L. Para ello se realiz6 el
fraccionamiento e identificacion de compuestos del extracto etandlico mediante
cromatografia flash en columna como técnica de separacién y RMN como técnica de
identificacion estructural. Posteriormente se estudi6 la actividad antihipertensiva in vivo a
través de la administracion oral de E, FD, FM a 75mg/kg/dia y C (sin tratamiento) en ratas
SHR. Los valores PAS se obtuvieron con el método de maguito en cola durante 6
semanas. El peso de cada animal fue registrado semanalmente. Los érganos (corazén,
aorta, mesenterio, rifidn y plasma) de las ratas SHR tratadas fueron retirados después del
sacrificio para realizar ensayos de funcionalidad (curvas concentracion respuesta de ACh,
NPS y PE), estudios morfométricos e histolégicos, peroxidacion lipidica y determinacion
de anién superdxido. Finalmente, las fracciones y compuestos obtenidos del
fraccionamiento quimico son evaluadas en 6rgano aislado con ratas normotensas Wistar.
El mecanismo de accion de los compuestos con efecto vasodilatador es estudiado con
antagonistas especificos como: L-NAME (100 puM), ODQ (30 uM), indometacina (1 uM),
propranolol (1 uM) y atropina (30 uM) en anillos integros y los compuestos con efecto
vasoconstrictor con: verapamilo (10 y 100 uM), yohimbina (1 y 100 uM), fentolamina (1
UM) y prazosina (1 uM) en anillos sin endotelio. El efecto endotelio dependiente e
independiente se evalu6 con curvas concentracion respuesta de ACh y NPS en anillos
integros.

En el fraccionamiento fitoquimico se identificaron 9 compuestos: (1) Estigmasterol, (2)
linolenato de glicerilo, (3) &acido 3-O-b-D-glucopiranosilestigmasterol, (4) 3-O-b6-D-
glucopiranosil oleandlico, (5) acido 3-O-b-D-glucopiranosil-( 1 Y-20 -D-glucopiranosil
oleandlico, (6) 2 éDéxilopiranosil vitexina, (7) 9,19-ciclolanost-24Z-eno-1 b , 3b,-
tetraol-3, (8) 26-di-O-b-glucésido, 9,19-ciclolanost-24Z-eno-3b,21,26b-triol-3-0-b-
gentibiésido-26-0-b-glucopirandsido, (9) § ¢ i d-amindbutirico. A nivel in vivo todos los

tratamientos administrados demostraron ser efectivos en el control de la presién arterial y

21,
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en los estudios de funcionalidad mejoraron la capacidad relajante de ACh en aorta,
mesenterio y rifion. De los estudios histologicos se observd disminucion de la fibrosis
cardiaca y vascular, asi como tendencia a disminuir la produccion de ROS ocasionadas
por la hipertensién. Los compuestos 4 y 5 tiene efecto vasoconstrictor relacionado con la
activacion de VOCC a nivel extracelulary r e ¢ e p¥y @ compuestd 6 y FD-8 tienen
efecto vasodilatador dependiente de la via NO/cGMP vy activacion de receptores
muscarinicos.

Palabras clave: P. quadrangularis L, hipertension, érgano aislado, saponinas oleanano,
alcalocdebBob2ni cos, - xizdo n2trico, receptor U
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Abstract

Establishing the cardiovascular effect of fractions and isolated compounds of Passiflora
guadrangularis L., was the aim of this work. For this purpose, fractionation and identification
methods of ethanolic extract compounds were performed by flash column chromatography
as a separation technique and NMR as a structural identification technique. Subsequently,
in vivo antihypertensive activity was studied through oral administration of E, FD, FM at
75mg / kg / day and C (without treatment) in SHR rats. PAS values were obtained by tail-
cuff method carried out for 6 weeks. The weight of each animal was recorded weekly.
Treated SHR rats” organs (heart, aorta, mesentery, kidney and plasma) were removed
after sacrifice for functional tests (response curves of ACh, NPS and PE), morphometric
and histological studies, lipid peroxidation and superoxide anion’s determination. Finally,
both fractions and compounds obtained from chemical fractionation are evaluated by
isolated organ of normotensive Wistar rats. The mechanism of action of vasodilator
compounds is studied using specific antagonists such as: L-NAME (100 uM), ODQ (30
pM), indomethacin (1 uM), propranolol (1 pM) and atropine (30 pM) in rings in full rings
(with endothelium), and the mechanism of actions of vasoconstrictor compounds is studied
using: verapamil (10 and 100 puM), yohimbine (1 and 100 uM), phentolamine (1 uM) and 1
MM prazosin) in rings without endothelium. Independent and dependent endothelial effect

was evaluated with Ach and NPS concentration- response curves in full rings.

In the phytochemical fractionation 9 compounds were identified: (1) Stigmasterol, (2)
glyceryl linoleate, (3) 3-O-6-D-glucopyranosyl stigmasterol acid, (4) 3-O-b6-D-
glucopyranosyl oleanolic acid, (5) 3-O-b-D-glucopyranosyl- ( 1 Y - ®-D-glucopyranosyl
oleanolic acid, (6) 2 " - O-xylopyranosyl vitexin, (7) 9,19-cyclolanost-24Z-eno -1 b , 3b, 21,
26-tetraol-3, (8) 26-di-O-b-glucoside, 9,19-cyclolanost-24Z-eno-3 b , 2 -Iripl-3-6-b-
gentibioside-26-0O-b-glucopyranoside, (9) amino-aminobutyric acid. At in vivo level, all
administered treatments demonstrated be effective in blood pressure’s control, and
moreover, in functional studies they improved the ACh’s relaxing capacity in the aorta,
mesentery and kidney. Histological studies showed a decrease in cardiac and vascular
fibrosis, as well as a tendency to reduce ROS" production caused by hypertension.

Compounds 4 and 5 have vasoconstrictor effect related to the activation of extracellular
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VOCC, areceptots. In addition, both compound 6 and FD-8 have vasodilator effect
which relies on the NO / cGMP pathway and muscarinic receptors” activation.

Keywords: P. quadrangularis L, hypertension, isolated organ, oleananes aponi n s,

carboline alkaloids, nitr ioeceptori de, U

b
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Introduccioén

Segun la Organizacion Mundial de la Salud las enfermedades cardiovasculares (ECV)
corresponden a la causa numero 1 de muerte en el mundo, se estima que 17,7 millones
en 2015 murieron por esta causa que representa el 31% de las muertes a nivel mundial,
de las cuales 7,4 millones fueron por cardiopatia coronaria y 6,7 millones por accidente

cardiovascular ( " OMS Hi per 204d9.si - n, 0

Las ECV estan asociadas a factores de riesgo como la dislipidemia, diabetes mellitus,
tabaquismo, obesidad, enfermedad arterial periférica (EAP), hipertensién e insuficiencia
renal, el tratamiento o control sobre estos factores de forma oportuna puede contribuir a la
prevencion de ataques cardiacos, riesgo cardiovascular y accidentes cerebrovasculares
(OMS | Hipertension, 2019 ; Rosendorff et al., 2015).

La hipertensién es un factor de riesgo modificable considerada un problema de salud
publica y principal causa de mortalidad prematura en el mundo (Dorans, Mills, Liu, & He,
2018). Se estima que 1,13 mil millones de personas tienen hipertension, 1 de cada 4
hombres y 1 de cada 5 mujeres (OMS | Hipertension, 2019) y al menos 10,3 millones de
muertes fueron consecuencia directa de ésta. En Colombia la tasa de mortalidad
comprendida entre el periodo del 2005-2010 se situ6 en 12,1 por cada 100.000 habitantes,
entre los departamentos con mayor tasa de mortalidad son: Boyaca, Casanare, Meta, San
Andrés y Vichada (MinSalud, 2019).

La hipertension rara vez se produce de forma aislada y a menudo se agrupa con otros
factores de riesgo como la dislipidemia, intolerancia a la glucosa, sedentarismo, consumo
nocivo de tabaco y alcohol, obesidad, dieta alta en cantidades de sal y grasa, ademas de
factores metabdlicos que aumentan el riesgo de enfermedades cardiovasculares, como
accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal, diabetes e hipercolesterolemia (Esh et
al., 2018). Aparte de estas y otras multiples patologias que intervienen en el desarrollo de

la hipertension y mas alla del aumento de la presion dentro de las arterias se pueden



2 Introduccién

identificar otras alteraciones como disfuncidon endotelial, aumento de la resistencia vascular

periférica y rigidez arterial(Anibal & Carabetti, 2012).

El tratamiento de la hipertension arterial, debido a que es una enfermedad crénica, requiere
del uso prolongado de farmacos con diversos grados de reacciones adversas que incluyen
sedacion, trastornos de la concentracion mental, hipotension, insuficiencia renal aguda,
hipercalcemia, tos seca y angioedema, entre muchos otros (Esh et al., 2018; Leong, Ng, &
Jaarin, 2015) por lo que es necesario la busqueda de nuevas fuentes terapéuticas con
menos efectos adversos. Para este propdsito, el reino vegetal ofrece numerosas fuentes
que pueden ser el punto de partida para el desarrollo de alternativas de tratamientos
farmacologicos para la hipertension arterial.

El uso de plantas medicinales se remonta desde el principio de la historia de la humanidad
y hasta el dia de hoy son consideradas importantes para el mantenimiento de la salud, a
pesar de los avances de la medicina moderna. Su uso, investigacion y desarrollo como
posibles agentes terapéuticos ha aumentado durante los ultimos afios, y los usos
populares de diferentes especies han sido documentados, entre ellas: Stevia rebaudiana
Bertoni(Bai, Wu, & Xu, 2015; T. Yu & Yc, 2012), Hippophae Rhamnoides (Bai et al., 2015;
Man, Gao, Zhang, Huang, & Liu, 2010), Coleus forskohlii (Bai et al., 2015), entre otras y
algunos compuestos aislados de plantas como (+)- Dicentrina un alcaloide aislado de la
planta Lindera megaphylla y Actinodaphne sesquipedalis, Laurotetanine aislado de la
hojas de Luureliu sempervirens candidatos para el desarrollo de agentes antihipertensivos
(Bai et al., 2015).

Los productos naturales contindan proporcionando diversidad estructural UGnica en
comparacion con la quimica combinatoria estandar, ademas menos del 10% de la
biodiversidad del mundo se ha evaluado en cuanto a su actividad biolégica (Dias, Urban,
& Roessner, 2012). Colombia se encuentra catalogada dentro del grupo de los 14 paises
gue albergan el mayor indice de biodiversidad en la tierra y denominado por ello como un
pais megadiverso (Gonzalo Andrade-C, 2011), constituyéndose en un pais estratégico en

la busqueda de fuentes naturales de nuevos farmacos.

Pese a que el uso popular en el tratamiento de la hipertension con extractos de plantas o
derivados de estas esta documentado, las referencias sobre el aislamiento de compuestos
y mecanismo de accion son limitadas, por lo que la investigacion, desarrollo y uso de

tratamientos a base de productos naturales mantiene plena vigencia (Bai et al., 2015).
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El género de Passiflora consta alrededor de 500 especies, la mas grande es la familia
Passifloraceae (familia: Flor de la Pasion) en el cual Colombia es el pais con mayor
biodiversidad, con 170 especies descritas entre silvestres y cultivadas (Ocampo, 2013).
Las passifloras son reconocidas por su amplio uso en la medicina popular y alopatica en
muchos paises y sus preparaciones farmacéuticas son generalmente empleadas como
sedantes, ansioliticas (de Castro, Hoshino, da Silva, & Mendes, 2007) y antiinflamatorias
(Figueiredo et al., 2016) aunque también se emplean con fines diuréticos (Rojas Armas,
Arroyo Acevedo, & Alfonso Valiente, 2009), analgésicos, antipiréticos, antioxidantes
(Ramaiya, Bujang, & Zakaria, 2014) antiespasmadicos, antihelminticos y antihipertensivos,

entre otros (Dhawan, Dhawan, & Sharma, 2004).

La especie Passiflora quadrangularis L., se cultiva principalmente en el departamento del
Huila- Colombia y posee denominacién de origen(Ocampo, 2013). En cuanto a sus usos
etno-farmacoldgicos se le atribuyen propiedades sedantes (Dhawan et al., 2004), efecto
ansiolitico (de Castro et al., 2007), efecto antihipertensivo (Barefio et al., 2017) y actividad
antioxidante (Ramaiya et al., 2014). De igual forma los metabolitos secundarios que la
conforman tienen especial interés dadas las actividades biologicas. Entre ellos tenemos:
alcaloides (Freire, Silva, & Yariwake, 2018), flavonoides (Antognoni et al., 2007; Avula,
Wang, Rumalla, Smillie, & Khan, 2012; Geison M Costa et al., 2013; Sakalem, Negri, &
Tabach, 2011) y saponinas (Bombardelli et al., 1975; Orsini, Pelizzoni, & Verotta, 1985;
Orsini & Verotta, 1985; Sakalem et al., 2011) todos reconocidos por su utilidad en el
tratamiento de la hipertension (Bai et al., 2015; M. Chen et al., 2013; Clark, Zahradka, &
Taylor, 2015).

Basado en los antecedentes mencionados, esta especie puede ser considerada como una
fuente promisoria para la identificacion de un agente antihipertensivo (Dhawan et al., 2004)
por lo cual se propone determinar los efectos antihipertensivos de fracciones o metabolitos
aislados de Passiflora quadrangularis L. haciendo de uso de modelos animales de

hipertension en ratas y técnicas de identificacion y elucidacion de compuestos.






1.0bj eti vos

1.1 Objetivo general

Contribuir a la construccion de conocimiento de la actividad antihipertensiva y vascular
de fracciones aisladas y el extracto etandlico de las hojas de Passiflora quadrangularis

L, a partir de modelos in vitro e in vivo

1.2 Objetivos especificos

A Obtener fracciones bioactivas del extracto etandlico de las hojas de Passiflora

guadrangularis L. por medio de técnicas cromatogréficas.

A Evaluar la actividad vascular de fracciones aisladas del extracto etandlico de las
hojas de Passiflora quadrangularis L. en un modelo ex vivo con vaso aértico aislado
de rata.

A Corroborar el efecto antihipertensivo del extracto etandlico de las hojas de
Passiflora quadrangularis L. en un modelo in vivo con ratas espontaneamente
hipertensas (SHR).

A Proponer el posible mecanismo de accion cardiovascular de los principales

metabolitos activos de Passiflora quadrangularis L.






2Marco te-rico

2.1 Fisiologia de la presion sanguinea

La presion sanguinea es la fuerza ejercida por la sangre circulante sobre las paredes de
las arterias. La presion arterial depende del gasto cardiaco y la resistencia total y fluctia
segun el latido y bombeo del corazén, aumenta durante la fase de vaciado (sistole

ventricular) y disminuye durante la fase de llenado (diastole ventricular).

La presion sistolica es la medida de la presion sanguinea durante el periodo de contraccion
cardiaca, la cual segun la ley de Hagen i Poiseuille depende de tres factores i) gasto
cardiaco, ii) elasticidad de las arterias grandes Yy iii) viscosidad de la sangre. La presion
diastélica es la presion arterial durante la relajacion cardiaca, que depende de la velocidad

del flujo sanguineo y la resistencia periférica total (Conte, 1964)

En un hombre sano de 40 afos, la presion arterial normal durante la sistole es de
120mmHg y minimo 80mmHg durante la didstole. La presion arterial se considera
patolégica (hipertensién arterial) cuando la presion sistélica es mayor de 140mmHg y/o la
presion diastélica es mayor de 90mmHg (OMS | Hipertensién, 2019). La presion arterial
puede ser afectada por el sexo, la edad, cambios en el gasto cardiaco, volumen y flujo

sanguineo.

La presion arterial es directamente proporcional al producto del gasto cardiaco y resistencia
periférica, estos a su vez estan controlados por dos mecanismos: Barorreceptores
mediados por el sistema nervioso simpatico (SNS) y el sistema de renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA).

Los barorreceptores mediados por SNS se encargan de la regulacion inmediata de la
presion arterial, momento a momento. Frente a un cambio repentino de la presion, las
neuronas barosensibles (barorreceptores del arco aértico y el seno carotideo) envian

menos impulsos a los centros reflejos cardiovasculares de la medula espinal, y esto
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provoca una respuesta refleja que aumenta los impulsos simpaticos y disminuye los
impulsos parasimpaticos hacia el corazon y vasos que causan vasoconstriccion y aumento

del gasto cardiaco.

El rifidn proporciona control a largo plazo de la presion arterial mediante la modificacion
del volumen sanguineo, los barorreceptores renales responden a la disminucién brusca de
la presion arterial con la liberacion de renina. La ingesta escasa de sodio y el aumento en
la perdida de este ion también eleva la liberacion de la renina. Esta peptidasa convierte el
angiotensindgeno en angiotensina |, la cual se convierte a angiotensina Il (ANG Il) por
accion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La ANG Il es un vasoconstrictor
gue produce aumento de la filtracion glomerular, estimula la secrecién de aldosterona y
como consecuencia aumenta la reabsorcion renal sodio y el volumen sanguineo que
produce aumento de la presion arterial, los efectos de la angiotensina estan mediados por

la activacion del receptor ATi.

2.1.1 Epidemiologia de la hipertension arterial

Se estima que la prevalencia de la hipertension es aproximadamente mil millones y es
considerada la causa mas importante de muertes a nivel mundial, la prevalencia aumenta
con la edad, afectando mas de la mitad de las personas entre 60-69 afos y tres cuartas
partes de personas de 70 afios 0 mas. La hipertension afecta a todas las poblaciones de
bajos, medianos y altos ingresos y su prevalencia es mayor en hombres (29,2%), que en
mujeres (24,8%) (Kumar, 2013). Su prevalencia continua en ascenso y se asocia a
modelos de alimentacién inadecuados, disminucion de la actividad fisica y aspectos
conductuales relacionados con habitos téxicos, estrés, desinterés en el cuidado de

enfermedades cardiovasculares, cerebrales y renales (Claro et al., 2017).

En América latina y el caribe entre el 20-35% tiene hipertension, en Colombia la tasa de
mortalidad comprendida entre el periodo del 2005-2010 se situé en 12,1 por cada 100.000
habitantes, entre los departamentos con mayor tasa de mortalidad son: Boyaca, Casanare,
Meta, San Andrés y Vichada (MinSalud, 2019).
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2.1.2 Etiologia de la hipertension arterial

La hipertensién arterial es una enfermedad muy prevalente donde un 90 % de su etiologia
es desconocida denomindndose hipertension arterial esencial y entre el 5 al 10 % es la
denominada hipertension secundaria, que se debe a causas conocidas. La hipertension es
de origen multifactorial y surge de la accién combinada de muchos factores genético,
ambientales y de comportamiento, cualquier cambio en la homeostasis de la presion
arterial genera una accién de compensacion. Cuando los procesos de normalizacion se
ven alterados y no se puede contrarrestar esa perturbacién se denomina hipertension

esencial (Bolivar, 2013).

La incidencia de la hipertension esencial es cuatro veces mayor en las personas de raza
negra que en las de raza blanca. En las personas de mediana edad, afecta con mas
frecuencia a los hombres que a las mujeres, la prevalencia aumenta con la obesidad y el
sedentarismo que son algunos de los principales responsables de este fendmeno (Fuchs
Cordon, 2005). También los factores ambientales, como el estilo de vida estresante, la
ingesta elevada de sodio en la dieta y el tabaquismo, aumentan la predisposicion del
individuo a padecer hipertension.

Segun las directrices del comité Nacional 7 (JNC 7), en una persona mayor de 18 afios
tiene hipertension cuando su presién arterial sistélica (PAS) es superior o igual a 140

mmHg y su presion arterial diastélica (PAD) es superior o igual a 90 mmHg (Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Clasificaciébn y manejo de la presion arterial en adultos mayores de 18 afios.
(Houston, 2009)

Terapia farmacolégica inicial

Clasificacion PAS PAD
Tratamiento de acuerdo con
PA (mmHg) (mmHg)
categoria de PA
Normal <120 <80
Pre- Diuréticos tiazidicos i se sugiere
. » 120-139 80-89 . ) .
hipertension cambios en el estilo de vida. *
Fase 1 Diuréticos tiazidicos, se puede
hipertensién 140- 159 90-99 considerar IECA, BRA, BB, BCC o

combinacién. *
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Fase 2 Combinacion de dos farmacos
hipertensién 0160 0100 usualmente diuréticos tiazidicos u
IACE 0 BRA0o BB oBCC. *

IACE: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina; BRA: bloqueador del receptor de angiotensina; BB:
betabloqueador; BCC: bloqueador de canales de calcio; PA: presion arterial; PAS: presion arterial sistélica;
PAD: presion arterial diastélica. + cambios en pacientes con enfermedad renal crénica o diabetes con < 130/80
mmHg. * La terapia combinada debe usarse con precaucion por riesgo de presion ortostatica.

2.1.3 Fisiopatologia de la hipertensién

El mantenimiento de la presion arterial implica muchos mecanismos fisioldgicos, los cuales
al ser afectados son desencadenantes de la hipertension arterial. Algunos de los factores
mas estudiados referente al aumento de la presion arterial se conocen: obesidad,
resistencia a la insulina, alteracion SRAA, aumento de la presién arterial por ingesta de sal
y del efecto del SNS. Ademas de ello, se contemplan anormalidades funcionales vy
estructurales como la disfuncion endotelial, incremento de estrés oxidativo, deficiencia de
vasodilatadores (6xido nitrico, prostaciclina, entre otros), remodelacién vascular y la
reduccion de la distensibilidad que pueden contribuir a la patogénesis de la hipertension
arterial (Beevers, Lip, & Brien, 2001)

Como se menciond en la fisiologia de la presion sanguinea, el mantenimiento de la presiéon
depende del equilibrio entre el gasto cardiaco y la resistencia vascular periférica. La
mayoria de pacientes con hipertension esencial tienen un gasto cardiaco anormal y una
resistencia periférica elevada especialmente sobre las arteriolas mas pequefas, el
aumento del calcio intracelular sobre las células del musculo liso produce vasoconstriccion,
la cual de forma prolongada puede inducir cambios estructurales sobre los vasos como el
engrosamiento, este aumento mediado posiblemente por angiotensina, y en estadios
iniciales de la hipertensién se cree puede estar relacionado con la hiperactividad del SNS
(Beevers et al., 2001).

La hiperactividad del SNS provoca un aumento de la presion arterial, que puede
mantenerse elevada a causa de la estimulacion del corazon, el estado contractil de los
vasos sanguineos y sobre el rifidon produciendo aumento del indice cardiaco, resistencia
periférica e hipervolemia. En pacientes hipertensos se produciria una disminucién del tono

parasimpatico que elevaria la frecuencia cardiaca y del tono simpatico que aumentaria la
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presion cardiaca, esta carga de presion o volumen de sangre a través de la luz de lo vasos

sanguineos puede causar remodelado (Renna, Heras, & Miatello, 2013).

La remodelacién cardiaca es una respuesta progresiva a dafios en el corazén produciendo
necrosis Yy fibrosis del tejido, caracterizado por cambios en la forma, tamafio y funcion del
corazon hasta hacerlo insuficiente. El infarto al miocardio es la causa mas comun de
remodelado. La ANG Il se forma por la interaccion de la angiotensina | y la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), la cual por la activaciébn de varios mecanismos
produce una elevacion de la presion arterial, entre ellos, el aumento de la resistencia
periférica por contraccion del musculo liso, reabsorcién distal de sodio y agua, aumento en

la produccion de aldosterona, entre otros.

La ANG Il induce la hipertrofia e hiperplasia en el misculo cardiaco y en las células del
musculo liso del vaso sanguineo debido a la estimulacion de receptores AT: y liberacion
de citoquinas (factores de crecimiento). La ANG |l posee dos tipos de receptores acoplados
a proteinas G, AT, y AT, cada uno encargado de tareas especificas. Las concentraciones
permanentemente elevadas de ANG Il pueden provocar una hipertension de las células
musculares del corazén y de las arterias, ademas de promover la multiplicaciéon del tejido

conectivo (fibrosis) (Grau, 2018).

La NADPH* oxidasa se activa por varios mecanismos incluyendo la ANG I, lo cual lleva a
la generacion de especies reactivas como los radicales de oxigeno, que pueden formar
peroxinitritos y otros oxidantes que destruyen el 6xido nitrico producido por las células
endoteliales del musculo liso, lo cual causa reduccién en la vasodilatacion y, por
consiguiente, prolongacién de la hipertension arterial. Los radicales libres son
extremadamente reactivos, los cuales pueden ocasionar dafio a macromoléculas
biol6gicas lesionando la membrana celular y las lipoproteinas por medio de la peroxidacion
lipidica, que se evidencia por la formacién de productos de degradacion como los
aldehidos, entre ellos el malondialdehido que puede ser considerado un marcador de la

oxidacion lipidica (Rosendorff et al., 2015).

La ingesta excesiva de sodio lleva a la retencion de sodio y agua que provoca aumento del
volumen plasmatico, incremento de la precarga y produce elevacion de la presién arterial.
En la obesidad el mecanismo de produccién de la hipertension es complejo e involucra a

multiples sistemas, como incremento del SRAA, aumento del SNS y resistencia a la
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insulina. En suma, la obesidad esté asociada con un incremento de la reabsorcion de sodio
y expansion del volumen plasmético. La insulina colabora con la retencion renal de sodio,
ello provoca un aumento intravascular, incrementa la actividad del SNS aumentando la

resistencia periférica y el gasto cardiaco (Grau, 2018).

Otro factor incidente en el aumento de la tension arterial es la endotelina, un
vasoconstrictor enddégeno muy potente. La familia de las endotelinas (ET) esta constituida
por 3isoformas ET,, ET» y ET3 cada una codificada por genes distintos en los cromosomas
6,1 y 20 respectivamente. La ET; es la mas estudiada, es producida por las células
endoteliales y por las células del musculo liso vascular en respuesta a la estimulacion de

las catecolaminas, ANG Il, glucocorticoides, citoquinas, radicales libres e hipoxia.

El NO es un radical libre producido por el endotelio vascular que posee importantes
acciones fisiolégicas, entre ellas la regulacién del tono vascular, vasodilatador del masculo
liso, mantenimiento del estado antiproliferativo y antitrombatico, inhibiendo la activacion y
agregacion plaquetaria; el NO es débilmente reactivo, pero bajo ciertas circunstancias
puede generar productos toxicos fuertemente oxidantes como el peroxinitrito. EI NO se
sintetiza a partir de la L-arginina y NO sintasa (NOS), que bajo la utilizacién de analogos
de la L-arginina como la N-Nitro i L- Arginina metil éster (L- NAME) puede ser inhibido,
pues este Ultimo compite por la NOS. Esta inhibicion produce disminucion de NO
ocasionando vasoconstriccion, aumento de la renina e hipertensién arterial (Sharifi,
Akbarloo, & Darabi, 2005).

2.1.4 Estrategias de tratamiento

El primer paso antes de iniciar el tratamiento farmacolégico es sugerir al paciente cambios
en su estilo de vida, como la disminuir el consumo de alcohol, no fumar, reducir el consumo
de sal diario, evitar el sedentarismo. La hipertension leve puede controlarse a menudo con
un solo farmaco, sin embargo, la mayoria de los pacientes requieren mas de uno.
Actualmente el tratamiento inicia con diurético tiazidico a menos que existan motivos para
emplear otro tipo de farmacos, si no se consigue un control adecuado se puede administrar

un segundo farmaco (Tabla 2-1).
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Los diuréticos tiazidicos provocan un aumento en la excrecion urinaria, son farmacos que
actian directamente sobre los rifiones aumentando la excrecion urinaria mediante la
inhibicion y reabsorcion de NaCl y agua; los diuréticos del asa pueden ser empleados en
pacientes con deficiencia renal o que no han respondido a diuréticos tiazidicos.

También se pueden emplear los diuréticos ahorradores de potasio, estos son antagonistas
de receptores de aldosterona que reducen la perdida de potasio por la orina. La

espirinolactona posee una ventaja adicional de disminuir el remodelado cardiaco.

Los inhibidores de la ECA impiden la formacion de la ANG Il por la ECA, y reducen de esa
forma la resistencia periférica y a la tension arterial, sin aumentar el gasto, la frecuencia o
contractilidad del corazon. Estos farmacos bloguean la ECA inhibiendo la transformacion
de la angiotensina | en ANG Il y aumentan los niveles de bradicinina, que es un potente
vasodilatador.

Los antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA), son una alternativa a los
IECA, estos farmacos bloquean los receptores ATi, los efectos farmacolégicos son
similares a los IECA, dilatacion arteriolar y venosa y bloqueo de la secrecion de
aldosterona, con disminucién de la presion arterial y de la retencién hidrosalina, ademas
no aumentan los niveles de bradicinina y en cambio disminuyen la nefrotoxicidad de la

diabetes.

Los antagonistas de calcio son farmacos que inhiben el flujo de iones Ca?*, al unirse con
los canales de calcio de tipo L en el corazén y en el musculo liso de los vasos coronarios
y periféricos, bloqueo que induce la relajacion del musculo liso vascular, con dilatacion de

las arteriolas principales.

Los antagoni st as <drendrgeas, segancsa pfinidad eos el beceptor

pueden clasificarse en ant agonliys,baantagonistass el ect i

sel ecti vos ()bebtasgedueen la pres®n abterial, principalmente a través de la
disminucion del gasto cardiaco, reducen el flujo simpético del sistema nervioso central
(SNC) e inhiben la liberacién de renina, disminuyendo asi la formacion ANG 1l y la
secrecion de aldosterona, de los farmacos prescritos con mas frecuencia se encuentran
Il os bl oq uselactivose gor efemplo el metoprolol, este, no tiene afinidad por los

receptores U, y en segunda eléctivestcanp e prepanbla.s

ant ag«
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Los antagonistas de receptores U-adrenérgicos actlian de forma competitiva disminuyendo
la resistencia vascular periférica y presion arterial a través de la relajacion del musculo liso
arterial y venoso, estos farmacos producen cambios minimos en el gasto cardiaco, en el
flujo sanguineo renal y en la tasa de filtracion glomerular, no provocan taquicardia a largo

plazo, pero si retencién salina.

Los adrenérgicos de accién central se utilizan en el tratamiento de la hipertensién que no
responde adecuadamente al empleo de dos farmacos o mas, no disminuyen el flujo
sanguineo renal ni la tasa de filtracion glomerular, por lo que estos farmacos son utiles en

el tratamiento de la hipertensién complicada con patologia renal.

Las nuevas alternativas en el tratamiento de la hipertension estan incorporando terapia
farmacoldgica y no farmacoldgica, como terapia ho farmacolégica se entiende por cambios
en la nutricién, restriccion del sodio, suplementos nutracéuticos, ejercicio, restriccion de
cafeina y alcohol. Se ha demostrado que los nutrientes combinados presentes en los
alimentos especialmente las frutas y las verduras, asi como los suplementos nutracéuticos
reducen la PA (Tabla 2-2).

Tabla 2-2:Compuestos y derivados naturales antihipertensivos (Houston, 2009)

Compuestos
Diuréticos Vasodilatadores directos
Vitamina B6 (Piridoxina) Omega-3 FA
Taurina MUFA (omega-9 FA)
Apio K*
GLA Mg**
Vitamina C (acido ascérbico) Ca%
K* Soya
Mg+ Fibra
Ca?* Ajo
Proteina Flavonoides
Fibra Vitamina C
Coenzima Q-10 Vitamina E
L-Carnitina Coenzima Q10
b-bloqueadores L-Arginina
Baya Hawthorne Taurina
U-agonistas de accion central Apio
Taurina ALA
K* Inhibidores de la enzima convertidora
Zinc de angiotensina
Na* Restriccion Ajo
Proteina Algas marinas
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Fibra Atln proteina
Vitamina C Sardina proteina
Vitamina B6 Baya Hawthorne
Coenzima Q10 Pescado Bonito (seco)
Apio Pycnogenol
GLA/DGLA Caseina
Ajo Proteina de suero hidrolizada
Bloqueadores de receptores de Leche agria
angiotensina Gelatina
K* Sake
Fibra Acidos grasos esenciales (Omega-3 FA)
Ajo Yemas de huevo de gallina
Vitamina C Pescado salado seco
Vitamina B6 Salsa de pescado
Coenzima Q10 Zinc
Apio Aislado de germen de trigo hidrolizado

GLA and DGLA

Bloqueadores de canales de calcio

ALA

Vitamina C
Vitamina B6
Mg++

NAC

Vitamina E
Baya Hawthorne
Apio

Acidos grasos Omega-3 (EPA and DHA)

Calcio
Ajo

ALA= &cido alfa lipoico; DGLA= acido dihomo gamma linolénico; DHA= &cido docosahexanoico; EPA= &cido
eicosapentenoico; GLA= acido gamma linolénico; MUFA=4acido graso monoinsaturado; NAC= N-acetilcisteina

2.1.5 Modelo animal en el estudio de la hipertension

La generacion y budsqueda de nuevos tratamientos farmacoldgicos es una busqueda
constante que a pesar del actual enfoque molecular de la investigacion los modelos
animales siguen siendo cruciales para proporcionar una comprensiéon unificada de cémo
funcionan los medicamentos. Los modelos animales representan un intento de imitar

patologias asociadas con estados de enfermedad humana.

En el caso de la hipertension, el uso de ratas espontaneamente hipertensas (SHR), tiene
una buena correlacion con la actividad terapéutica en humanos. Los efectos
antihipertensivos de los compuestos de prueba pueden evaluarse utilizando técnicas In

vivo que estan adaptadas para realizar screening iniciales.
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El modelo SHR (Okamoto & Aoki, 1963) es util ya que no requiere de cirugias o agentes
farmacologicos para inducir la hipertension y es sensible a la mayoria de los farmacos
antihipertensivos clinicamente activos (Papyrus, 2002). La presion elevada de las SHR
adulto se asocia al aumento de la resistencia periférica total y un gasto cardiaco normal;
de igual forma los parametros mencionados en humanos son los hallazgos habituales en
la hipertension esencial. Tanto en SHR como en humanos con hipertensién esencial el
volumen de sangre puede ser normal o ligeramente reducido, la frecuencia cardiaca puede
elevarse en todas las etapas y el ventriculo izquierdo sufre hipertrofia progresiva (Tripoodo
& Frohlich, 1981).

La hipertension de las SHR es hereditaria y el desarrollo de la enfermedad no esta
conectado a la dieta 0 consumo de sal, sin embargo, si reciben una dieta que contiene sal
el nivel de hipertension aumenta; son mas sensibles al estrés que las ratas normotensas y
este puede aumentar la hipertension. El nivel plasmatico de renina y actividad renal son
normales e incluso disminuyen con la edad, aumenta transitoriamente en las SHR jovenes

durante el desarrollo de la hipertension (Papyrus, 2002).

En la evaluacion de actividad vascular e identificacion de mecanismos de accion de
compuestos y/o fracciones aisladas se requieren técnicas que posibiliten su estudio en
poco tiempo, con pocos animales y resultados eficaces. El bafio de 6rgano aislado es una
herramienta util en farmacologia clasica para evaluar sustancias, la relacién concentracién-
respuesta en el tejido contractil y elucidar un posible mecanismo de acciéon que media la
accion observada tras la administracién de sustancias a evaluar en el animal entero. El uso
de esta técnica se debe a que es poco costosa, requiere menos animales en comparacion
con el modelo In vivo, permite evaluar en poco tiempo la actividad farmacolégica de una

gran variedad de extractos y tiene buena reproducibilidad (Jespersen, et al., 2015).

El bafio de 6rganos consiste en una copa de vidrio en la cual se aloja el tejido bajo
condiciones de temperatura, pH, oxigenacion y nutrientes especificos, el tejido se
encuentra inmerso en un liquido fisioldgico isoténico cuya composicion intenta sustituir el
fluido intersticial y que varia de una preparacion a otra, asi se han desarrollado soluciones
de Ringer, Locke, Krebs, Jalén, entre otras. La solucion se oxigena usando carbégeno que

es una mezcla entre O, y CO,, 95% y 5% respectivamente, esto asegura la viabilidad de
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la preparacion. Para observar la respuesta contractil se usa un transductor que transforma

la respuesta en corriente eléctrica, asi podré ser amplificada y registrada por un ordenador.

Existen tres tipos fundamentales de transductores: isométricos, isotonicos y auxotonicos.
Son isotdnicos cuando operan contra una fuerza constante y registran movimiento,
auxoténicos cuando operan contra una fuerza gradualmente mayor, registran fuerza y
movimiento y los isométricos trabajan sin desplazamiento registrando fuerza (lllingworth &
Naylor, 1982).

Para la preparacion del tejido, se extrae el 6rgano o tejido de estudio, en una placa de
petri, llena con solucién nutricia segin corresponda, se limpia el tejido cuidadosamente y
se corta en segmentos o tiras, esté se coloca en una copa del bafio y se conecta a un
transductor aplicando una tensién basal o tensién de estabilizacién.

En la aplicacion de farmacos se usan habitualmente dos métodos, concentraciones
repetidas y concentraciones acumulativas, para la primera es necesario lavar la
preparacion tras cada concentracion y esperar a que él tejido se relaje y en el segundo las

concentraciones se aplican de forma creciente y acumulativa.

Las arterias pueden clasificarse segun las caracteristicas de la tlnica media en dos
categorias, elasticas o musculares. Aquéllas de diametros grandes como la aorta, tronco
braquiocefalico, arteria subclavia y arterias carétidas e iliacas poseen laminas elasticas
(entre 40-60 laminas en la aorta de humano y de 8 -10 en la aorta de rata) por lo que se
denominan arterias elasticas. A medida que las arterias se extienden hacia la periferia los
diametros de los vasos disminuyen, su tinica media es menos elastica y prevalecen las
células del musculo liso, éstas se denominan arterias musculares. Conforme los vasos
disminuyen su diametro (30-60 um) su tinica media contiene entre 1-2 capas de musculo
liso, éstas se conocen como arteriolas (Gao, 2017). Hay dos tipos de arterias, arterias de
conductancia que se encargan principalmente del transporte de sangre a varios lechos
vasculares y arterias de resistencia, mas pequefios que controlan la resistencia y el flujo

sanguineo a través de la actividad vasomotora ( O 6 B retiale, 1998).

A nivel general las arterias estan conformadas por la tnica intima, media y externa (Figura
2-1). La tunica intima de las arterias elasticas esta conformada por una capa de células

endoteliales, paralelamente transcurre el flujo sanguineo, junto a las células endoteliales
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se encuentra una capa de tejido fibroso. La capa subendotelial es una red de colageno y
fibras eldsticas. La capa intima de las arterias musculares es mas delgada que en las
arterias elasticas (Gao, 2017).

La tanica media son laminas elasticas separadas equidistantemente y unidas por finas
fibras de elastina, éstas se encuentran fenestradas e intercaladas con células de musculo
liso. La cantidad de laminas el&sticas varia entre especies (Gao, 2017).

Finalmente, la capa externa o adventicia se compone de matriz extracelular conformada
por elastina, complejos de colageno, glicoproteinas, glucosaminoglicanos vy
proteoglucanos que proporcionan el soporte estructural y bioguimico a la pared vascular,
ademas de tejidos como los vasa vasorum, vasos linfaticos, células como los fibroblastos,
ocasionalmente macrofagos y células de Schwann con axones nerviosos asociados; la
adventicia de las arterias elasticas es relativamente méas delgada que en las arterias
musculares, generalmente la adventicia ocupa la mitad de la pared vascular (Gao, 2017).

El musculo liso tiene un rol importante en la regulacion de funciones en gran variedad de
organos, entre ellos: los vasos sanguineos, vias respiratorias, tracto gastrointestinal, Gtero
y tracto reproductivo, vejiga y uretra, entre otros sistemas. Las células del musculo liso
vascular son de tipo fusiformes, en promedio de 200 micras de largo x 5 micras de
diametro, tiene un nicleo central rodeado abundantemente de reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi, el citosol y membrana plasmatica se estrecha en los polos de la célula,
donde se encuentran invaginaciones para la uniones mecanicas y acoplamiento eléctrico

a través de uniones de gap (Houston, 2009).
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Figura 2-1:Estructura de las arterias y venas (Gao, 2017)
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El mdasculo liso puede estimularse por distintos transmisores capaces de producir
contraccion o relajacion, dependiendo de los cambios intracelulares de la concentracion

de Ca?*. Entre las vias de sefializacion de vasodilatacion / vasoconstriccion tenemos:

2.1.6 Mecanismos de vasodilatacion y vasoconstriccion

2.1.6.1 Viadel 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula de sefalizacion muy reactiva que participa en todas
las funciones celulares del cuerpo. A nivel vascular difunde desde las células del endotelio
hacia las células del musculo liso generando relajacion. EI NO es derivado en gran parte
de vias enziméaticas, pero también existen vias no enzimaticas asociadas. La formacion de
NO enzimatico es catalizada por la enzima NOS a través de una serie de reacciones redox
en presencia de NADPH, donde L-arginina se convierte en L-citrulina (Luiking, Engelen, &
Nicolaas, 2010). Hay 3 isoformas de NOS, endotelial NOS (eNOS), neuronal NOS (nNOS)
e inducible NOS (iNOS); en el endotelio eNOS es activada por fosfatidilinositol 3-quinasa
(Plz Kinasa/Akt) en la que tetrahidrobiopterina (BH.) es requerido como cofactor y controla
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la via Ca?*/calmodulina. iINOS es independiente de Ca?'y se expresa en condiciones de
inflamacion o infeccion (Rameshrad, et al., 2016).

La liberacion de NO activa la guanilato ciclasa soluble (sGC) que permite la conversion de
guanosina 5 trifosfato a guanosina 3,5 monofosfato ciclico (cGMP), la que a su vez activa
la proteina quinasa G. Los niveles elevados de cGMP en las células tiene un efecto
protector contra el estrés oxidativo, ademas la activacion de proteina quinasa G inhibe la
entrada de calcio a la célula permitiendo la relajacion muscular (Trujillo & Tovar, 2008). NO
puede mediar la relajacion directa de los vasos abriendo los canales de K,
hiperpolarizando la membrana celular y con ello, disminuyendo el influjo de Ca?* a través

de los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Bonaventura, et al., 2008).

2.1.6.2 Viaciclooxigenasa

La ciclooxigenasa (COX) es la principal enzima que cataliza la sintesis de prostanglandinas
a partir del acido araquidénico (AA). Inicialmente AA por accién de la enzima fosfolipasa
Az (PLA,) se libera, luego la sintasa prostanglandina realiza una reaccién de oxidacién que
produce el endoperéxido de prostangladina G, (PGG.) y a su vez las enzimas COX lo
reducen en prostanglandinas Hz (PGH.), este es un producto inestable que se transforma
en los prostanoides mas representativos, entre ellos la prostaciclina (PGly),
prostanglandina D, (PGD;), prostanglandina E, (PGE,), Prostanglandina Fzy (PGF2), v
tromboxano A; (TXAy), que tienen importantes roles a nivel vascular (Goetz Moro, et al.,
2017).

TXA2 y PGE; y PGF,y son potentes vasoconstrictores y PGI2 es un prostanoide producido
por las células endoteliales que induce vasodilatacion. NO es uno de los activadores de la
COX (Rameshrad et al., 2016)

2.1.6.3 Canales de K"y factor hiperpolarizante dependiente
de endotelio (EDHF)
En las células del musculo liso se encuentran presentes tres canales distintos de K*:
canales de K* dependientes de voltaje (Kv), canales de K* activados por Ca?* (KCa) y
canales de K* sensibles a ATP (KATP), que se expresan en las células del endotelio y

musculo liso (Senejoux et al., 2010). El factor hiperpolarizante dependiente de endotelio



Capitulo 2 21

(EDHF) actua aumentando la conductancia de K*, es decir, abre los canales de K* de las
células endoteliales, lo que favorece su salida en favor del gradiente, resultando en
hiperpolarizacion de la membrana (Ozkor & Quyyumi, 2011). Esta hiperpolarizacion se
transfiere a las células vasculares del musculo liso mediante un acoplamiento eléctrico

directo, a través de uniones mioendoteliales.

El K* acumulado en el espacio intercelular actta como EDHF y activa los canales
rectificadores internos K* (Kir) y Na*/ K* ATPasa en las células del musculo liso causando
hiperpolarizaciéon y bloqueo de los canales de Ca?' operados por voltaje (VOCC) y
finalmente vasodilatacion. Esta hiperpolarizacion no se ve afectada por los inhibidores
NOS o de la COX, la actividad de EDHF es una relajacion dependiente de endotelio y
puede inhibirse parcialmente por los por lo bloqueadores de los canales de K* (Rameshrad
et al., 2016).

2.1.6.4 Canales de Ca?*

Los canales de Ca?* activan la despolarizacion de la membrana. La activacion de los VOCC
permite que el Ca?' ingrese a la célula por los canales de Ca? lo que produce la
contraccion, indirectamente se activa la liberacion de Ca?* almacenado por lo receptores
de Rianodina en el reticulo sarcoplasmico y receptores de trifosfato de inositol (PIsRs). Sin
embargo, la relajacion tiene lugar en las células endoteliales por producciéon de NO y

activacion de canales de K* (Catterall, 2011; Rameshrad et al., 2016).

2.1.7 Mecanismos de vasoconstriccion

Los agonistas de adrenorreceptores U, KCI, PGF,y serotonina y endotelina producen
vasoconstriccion. Endotelina-1 es un potente vasoconstrictor endégeno secretado por el
endotelio y actia de forma paracrina y autocrina sobre los receptores ETa en el musculo
liso vascular. Hay tres receptores de endotelina-1; ETay ETs presente en mamiferosy ET.
en no mamiferos. Endotelina-1 produce la activacion de Proteina quinasa C (PKC) y
quinasa Rho (Wynne, Chiao, & Webb, 2009). La quinasa Rho/ RhoA fosforila la fosfatasa
de cadena ligera de miosina (MLCP); la respuesta contractil del musculo liso vascular es
producto de la activacion de la quinasa de cadena ligera (MLCK) y MLCP (Wynne et al.,
2009) .
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Los agonistas de receptores adrenérgicos Uasociados a proteina G actiian estimulando la
fosfolipasa C (PLC), que origina la hidrdlisis del fosfatidilinositol (4,5) i bifosfato - P2, con
produccion de diacilglicerol (DAG) e inositol (1, 4,5) i trifosfato (IP3). IP3 activa el IPsR en
el reticulo sarcoplasmico (SR), que produce liberacién de Ca?*, este estimula los canales
de Ca?" operados por receptor (ROCC) y produce vasoconstriccion (Rameshrad et al.,
2016)

La Serotonina [5- Hidroxitriptamina (5-HT)] es un potente vasoconstrictor, su respuesta se
observa en pacientes con ateroesclerosis, diabetes e hipertension. 5-HT estimula los
receptores 5-HT.a del musculo liso vascular que activan los canales de Ca?" tipo L y PLC
produciendo vasoconstriccion (Watanabe, et al., 2016).

2.1.8 Mecanismos de vasodilatacion

La relajacion vascular dependiente de endotelio requiere de la capa endotelial intacta que
libera NO, PGI,, EDFH. De los mecanismos independientes de endotelio se mencionan a

continuacion:

A Bloqueo de la entrada de Ca? extracelular a través de los canales
transmembrana de Ca?* y/o inhibicién de los VOCC al abrir los canales de K*
e induccién de hiperpolarizacion.

A Inhibicion de la liberacién Ca?* de las reservas intracelulares

Inhibicién de sGC

A Inhibicion de aparato contractil (Guo-ping Chen et al., 2009; Li et al., 2010).

v

2.2 Passifloraceas

La familia Passifloraceas tiene una ubicacion pantropical y esta comprendida por
alrededor de 17 géneros de los cuales cuatro se encuentran en América:
Ancistrothyrsus, Dilkea, Mitostemma y Passiflora, este ultimo conformado por al menos
500 especies (Dhawan et al., 2004; Herndndez & Bernal, 2000).

Colombia es el pais con mayor diversidad de Passifloraceas, tanto en forma silvestre
como cultivadas, con 170 especies registradas (Ocampo, 2013). Passiflora con el 97%,

Dilkea y Ancistrothyrsus con el 3% restante. Dilkea y Ancistrothyrsus son géneros
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amazodnicos, mientras que Passiflora se encuentra en las 5 regiones de Colombia, la

regién andina alberga el 82% con la mayor cantidad (Hernandez & Bernal, 2000).

Dentro de este grupo 42 producen fruto comestible y se comercializan en mercados
locales e internacionales, de las cuales se destacan el maracuya (P. edulis F. flavicarpa
Degener), la granadilla (P. ligularis Juss.), la gulupa o curuba redonda (P. edulis F.
edulis Sims), la curuba de Castilla (P. tripartita var. mollissima Holm-Nielsen y
Jargensen), la cholupa o granadilla de piedra (P. maliformis L.), la curuba India (P.
tarminiana Coppens y Barney), la badea (P. quadrangularis L.), la granadilla de Quijos
0 Caucana (P. popenovii L.) y la maracua o curubina (P. alata Curtis). (Ocampo, 2013;
Pérez, et al., 2007).

El género Passiflora es el mas representativo de la familia Passifloracea y se encuentra
distribuida mayoritariamente en regiones moderadamente célidas y templadas entre
400 y 2000 m.s.n.m, seguido de las regiones tropicales y subtropicales, desde el nivel
del mar hasta altitudes superiores a 3000 m.s.n.m. (Marin, et al.,2009).

Los integrantes de esta familia poseen flores muy vistosas y llamativas por su formay
color. Su estructura floral inspir6 a los monjes del siglo XVI a reconocerlas como un
icono que representa la pasion de Cristo y a causa de ello la familia y el género mas

grande de la misma son conocidas por ese nombre (Alvarado C8rdenas, 2007).

En su composicién fitoquimica se han reportado principalmente, flavonoides en
grandes cantidades en la mayoria de las especies estudiadas hasta el momento
(Geison M Costa et al., 2013; Sakalem et al., 2011; Wohlmuth, Penman, Pearson, &
Lehmann, 2010). De igual forma la presencia de alcalo i d e s -carlolina (ha&smano,
harmina y Harmol) en bajas cantidades (Sakalem et al., 2011) presencia de saponinas
(Geison M Costa et al., 2013; Dhawan et al., 2004).

2.2.1 Passiflora quadrangularis L.

Passiflora quadrangularis L. (Badea) es una enredadera vigorosa, con abundante follaje
verde-claro brillante, con tallos cuadrangulares gruesos y hojas grandes elipticas enteras
de 25 a 30 cm de longitud (Figura 2-2). La flor tiene la conformacion comdn de las
Passifloras, con un color lila intenso que predomina sobre el verde claro, blanco y rojo

(Figura 2-3), su fruto es una baya oblonga, de tamairio irregular (entre 20-30 cm de largo y
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10-15 cm ancho) de color amarillo-verdoso, cuando estd maduro y presenta una sola
cavidad dentro de la cual hay numerosas semillas de color castafio oscuro rodeadas de un
arilo blanquecino y jugoso (Duque B. & Morales P., 2005; Lim, 2013) (Figura 2-4). El
mesocarpio es grueso, carnoso, dulce, de color blanco y conforma la mayor parte del fruto
(Duque B. & Morales P., 2005).

Passiflora quadrangularis L., es una de las especies frutales de la familia Passifloraceae,
esta planta es originaria de América tropical, se cultiva preferencialmente en los climas
himedos de Suramérica, América central, Hawai, Sudeste de Asia, India, Australia, Africa
occidental, Islas del Pacifico y otras regiones tropicales, requiere temperaturas célidas y
alta humedad, crece desde el nivel del mar hasta 1000 metros de altitud, en una amplia
variedad de suelos como arena, margas, arcillas, limosas, suelos volcanicos y graniticos,
pero se desarrolla mejor en suelos profundos y fértiles (Lim, 2013). Su fruto es muy
apetecido en las regiones donde se produce como el Chocd, Meta, Huila, Santander, entre
otros. El arilo (cobertura carnosa de las semillas) es dulce bastante acido y perfumado; se
consume al natural o se utiliza para preparar diferentes clases de refrescos, postres,
dulces, mermeladas, compotas, salsas y helados; el mesocarpio se mezcla generalmente
con el arilo y se usa para preparar dulces, gelatinas y pasteles, la fruta sin madurar se

puede cocinar y consumir como verdura (Duque B. & Morales P., 2005).

Figura 2-2: Hojas de Badea (Passiflora quadrangularis L.).
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Figura 2-3: Flor de Badea (Passiflora quadrangularis L.).

De las actividades farmacolégicas de la especie Passiflora quadrangularis L., se ha
reportado accion antihelmintica, actividad hemolitica y usos en el tratamiento de la
bronquitis, asma (Yuldasheva, Carvalho, Catanho, & Krasilnikov, 2005), dolor de
cabeza, diabetes (Dhawan et al., 2004), tratamiento de golpes, artritis, diabetes,
dolencias del higado, neuralgias, descongestionante (Duque B. & Morales P., 2005),
hipertension (Barefio et al., 2017), efecto sedante y ansiolitico del extracto etandlico
de las hojas (de Castro et al., 2007) y del extracto acuoso obtenido de la fruta
(Gazola et al., 2015), ademas de su actividad antioxidante y antibacteriana (Ramaiya
et al., 2014). Respecto a la composicion quimica de Passiflora quadrangularis L., en
investigaciones previas se ha descrito la presencia de diversos metabolitos

secundarios, entre los mas representativos tenemos:
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A Flavonoides:

Reportados como componente mayoritario en la hojas (Antognoni et al., 2007,
Avula et al., 2012; Geison M Costa et al., 2013; Geison Modesti Costa, 2013;
Sakalem et al.,, 2011) de los cuales algunos ya han sido aislados e
identificados como 2 @i xilosil orientina (Figura 2-5, A), 2 €D-glucosil-
vitexina (Figura 2-5, B), 2 @D- xilosil vitexina (Figura 2-5, C) (Geison Modesti
Costa, 2013; Sakalem et al., 2011) y 2 4 1 glucosil orientina, este Gltimo
descrito por primera vez en el trabajo de Geison Modesti Costa, 2013. (Figura
2-5, D).

Figura 2-5: Flavonoides identificados en P. quadrangularis L.

HO

HO
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A Saponinas:

En esta especie se han identificado saponinas esteroidales y triterpenicas
(Bombardelli et al., 1975; Geison Modesti Costa, 2013; Orsini et al., 1985;
Orsini, Pellizzoni, Ricca, & Verotta, 1987; Orsini & Verotta, 1985; Sakalem et
al., 2011). De las primeras saponinas glicosidadas triterpénicas determinadas
para Passiflora quadrangularis L. fue la llamada Passiflorina (Figura 2-6, A)
la cual fue aislada inicialmente en Passiflora edulis por Bombardelli et al., en
el afio 1975 y que posteriormente también fue identificada en las hojas de
esta especie. Afios mas tarde Orsini y colaboradores en el afio 1985 aislaron
e identificaron las saponinas triterpénicas con nucleo de cicloartanol 3,26-di-
O-gentiobiosil-9,19-ciclolanostano-24Z-en-35,21,26-triol o conocido hasta
hoy como quadrangulésido (Figura 2-6, B), en ese mismo afio, el mismo autor
identifico el compuesto 36-O-gentiobiosil-9,19-ciclolanostano-22,25 epoxi-3 6
hidroxi-21,22-triol (22-hidroxi-isoquarangulésido) (Figura 2-6, C) y acido 3-O-
b-D-glicopiranosil-( 1 Y -B-P-glicopiranésido de acido oleandlico (Figura 2-6,
D). En un estudio posterior se reportan otras estructuras relacionadas con el
guadrangulésido  3-b6-O-gentiobiosido-9,19-ciclolanostano-21,24-epoxi-3 6
25,26-triol (Figura 2-6,E) y 3b6-O-gentiobiosido-9,19-ciclolanostano-22,25-
epoxi-36-21,22 (R)-triol (Figura 2-6, F)(Orsini et al., 1987). Finalmente, en el
afo 2013 Costa G. M., aislo e identifico tres saponinas mas 3-O-b-D-
glicopiranosil-9,19-ciclolanosta-24Z-en-1 U , 3 b, -tetradll , 3208b-D-
glucopiranosil-1 b , 3 b -tetrahidrox296L9-ciclolanosta-24Z-eno (Figura 2-
6, G) y acido 3-O-b-D-glucopiranosil-( 1 Y-B-D-glucopirandsido de &cido
oleandlico (Figura 2-6, D) esta ultima aislada inicialmente por Orsini en el afio
1985.

Figura 2-6: Saponinas triterpénicas y cicloartandlicas identificadas en P. quadrangularis
L.(A) passiflorina; (B) quadrangulésido (3,26-di-O-gentiobiosil-9,19-ciclolanostano-24Z-
en-3b, 21, 26-triol); (C) 22-hidroxi-isoquarangulésido (3b-O-gentiobiosil-9,19-
ciclolanostano-22,25 epoxi-3b-OH, 21,22-triol); (D) acido 3-O-b-D-glucopiranosil-( 1 Y-B-)
D- glicopirandsido oleandlico; (E) 3-6-O-gentiobidsido-9,19-ciclolanostano-21,24-epoxi-
3b6-25,26-triol; (F) 36-O-gentiobidsido-9,19-ciclolanostano-22,25-epoxi-36-21,22 (R)-triol ;
(G) A- 3-O-b-D-glucopiranosil-9,19-ciclolanosta-24Z-en-1 U, 3 b -tetradl1B- 3-8-b-

D-glucopiranosil-1 b , 3 b -tetrahidroxi296L9-ciclolanosta-24Z-eno.
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A Alcaloides:

Los al c achriolintas de tipo harmano (Figura 2-7) (harmano, harmol,
harmina, harmalol y harmalina) se describieron inicialmente en Passiflora
incarnata, sin embargo, se ha observado que estos compuestos son comunes
en diversas especies de Passiflora como P.edulis y P.alata (Freire et al.,
2018; Pereira, Rodrigues, & Yariwake, 2014), pero varian en su proporcion.
En Passiflora quadrangularis L, se encontré que la presencia de estos no
supera las 0,1 ppm (ug/mg) (Geison Modesti Costa, 2013).

Figura 2-7: Alcaloides identificados para especies del género Passiflora
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A Glucoésidos cianogénicos:

En el afio 2011 Saeki et al., identificaron y aislaron dos glucosidos
cianogénicos del extracto metandlico (7S) y (7R) metil ciano fenil-1 -®©-U-Li
ramnopiranosil-( 1 Y 6-P-glicopiranosido (1,2).

Terpenos:

De la fruta se han aislado e identificado monoterpenoides a traves de
cromatografia de gases acoplado a masas (CG-MS) encargados del aromay
sabor de la badea (Osorio, Duque, Suarez, Salamanca, & Uruefia, 2002)
entre ellos tenemos: acido (2E)-2,6-dimethyl-2,5-heptadienoico, (5E)-2,6-
dimetil-5,7-octadiene-2,3-diol, y (3E)-3,7-dimetill-oct-3-en-1,2,6,7- tetraol,
ademas  del conocido 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona  b-D-
glucopiranésido. (Osorio, Duque, & Fujimoto, 2000; Osorio, Duque, Koami, &

Fujimoto, 1999) todos presentes en la pulpa de la fruta de Badea.
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3.1 Obtencion y aislamiento de fracciones vy
compuestos de Passiflora quadrangularis L

3.1.1 Recoleccién y preparacion de extracto

El material vegetal fresco de Passiflora quadrangularis L., se recolect6 en la vereda Bella
Vista, (Latitud 2,54750 - Longitud - 75,28727) municipio de Algeciras (Huila) a 1100
m.s.n.m y una temperatura promedio de 22°C. La identidad de la especie se confirmé y
registro bajo la Coleccion N°602879 del Herbario Nacional Colombiano de la Universidad

Nacional de Colombia.

Las hojas se secaron a 40°C en un horno de aire circulante. El material seco obtenido se
pulverizé y percol6 con etanol (EtOH) al 96% durante 72 horas. Se filtré y concentrd en un
evaporador rotatorio y se mantuvo en refrigeracion hasta su uso posterior en técnicas de

identificacion, elucidacién y ensayos in vitro e in vivo.

3.1.2 Fraccionamiento del extracto etandlico

El fraccionamiento del extracto etandlico se realizé usando un sistema de particién con
solventes de diferentes polaridades EtOH, agua, acetato de etilo (AcOEt), hexano,

cloroformo y metanol (MeOH), usando diferentes proporciones.

Inicialmente 40 g de extracto etandlico seco se disolvieron en 2L de MeOH
aproximadamente y se llevo a refrigeracion (-20°C) durante 12 horas, con el fin de precipitar
las ceras presentes. La mezcla obtenida se filtr6 y tanto al precipitado (ceras) como al
sobrenadante (extracto MeOH descerado) se le realizaron pruebas cromatograficas para

la identificacién de metabolitos secundarios.
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El extracto en MeOH descerado se disolvio en una mezcla de CH.Cl, i MeOH (8:2),
refrigerado a 4°C durante 3 horas, con lo que se obtuvieron dos fases; una soluble en
CH2Cl; (1) y otra insoluble en CH.CI; (1), Esta ultima se disolvié en una mezcla de CH.Cl,
T MeOH (8,5:1,5) refrigerada a 4°C durante 12 horas, con lo que se obtuvo la fase soluble
en CHxCl, (2) y otra insoluble en CH.ClI>(2). Este mismo procedimiento se repitié una vez
mas con la fase insoluble en CH.Cl; (2), para asi obtener la fraccién soluble CH:ClI»(3) e
insoluble en CH,ClI(3). (Figura 3-1).

Figura 3-1: Fraccionamiento extracto etandlico de Passiflora quadrangularis L. por
diferencia de polaridad con disolventes
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Las fracciones solubles e insolubles en CH2Cl> obtenidas (1), (2) y (3) se reunieron y se
obtuvo asi la fraccion diclorometandlica (FD) y fraccion metandlica (FM). 22 g de FD se
fraccionaron a través de cromatografia flash en columna con gel de silice (0.040 -
0.063mm) como fase estacionaria y hexano: AcOEt en polaridad creciente como fase
movil, de la cual se obtuvieron 24 fracciones de 15mL reunidas de acuerdo con el perfil de
CCD. Este sistema permitié la obtencién de los compuestos 1 al 9 a partir de las sub-
fracciones FD-1 a FD-7. Todos los procesos de separacion realizados a partir de FD se
encuentran descritos de forma detallada en la figura 3-2. Todos los procesos de separacion
se realizaron a través de cromatografia en columna con silice flash a menos de que se

indique lo contrario.

Figura 3-2: Esquema de fraccionamiento de la fraccion diclorometandlica (FD) de
P.quadrangularis L.
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5,3 g de la FM se fraccionaron a través de cromatografia en columna con Sephadex LH-
20 como fase estacionaria y CH.Cl,: MeOH: H,O (2:3:1) como medio de elucién. Se
obtuvieron 5 fracciones de 15 mL reunidas de acuerdo con el perfil de CCD.

A las fracciones obtenidas (FD y FM) se les realiz6 un estudio fitoquimico empleando
cromatografia en capa delgada (CCD) con silice, cromatografia en columna con silice flash
0 Sephadex LH-20 segun correspondiera y técnicas de identificacion como resonancia
magnética nuclear (RMN) y cromatografia de gases acoplado a masas (CG-MS), para la
identificacion de los principales metabolitos secundarios presentes en las fracciones. Las
fracciones y compuestos obtenidos se reservaron y utilizaron posteriormente en el modelo

de vasodilatacion de anillos aislados de aorta y en el modelo In vivo con ratas SHR.

3.1.3 Instrumentacion

Los puntos de fusién de los compuestos solidos fueron medidos en un equipo GallenKamp
de Sanyo. Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos de un espectrofotometro Perkin
Elmer FT-IR System, para ello fue necesario preparar una mezcla de la muestra con
bromuro de potasio (KBr) al 1% y bajo presién obtener una pastilla la cual es insertada en

el equipo.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protéon (*H RMN) y de carbono (*3C
RMN) se registraron en espectrémetros BRUKER AC-400 (400 MHz), VARIAN MERCURY
(400 MHz) y BRUKER DRX (400 MHz) utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandar

interno, los valores de desplazamiento quimico (i) se expresan en ppm.

Los espectros de espectrometria de masas de alta resolucion (HR-MS) fueron obtenidos
de un espectrometro Applied Biosystems QSTAR XL, los iones se expresan en funcion de

su relacién masa carga (m/z).
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3.2 Evaluacion de la actividad antihipertensiva en
ratas espontaneamente hipertensas (SHR)

3.2.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron machos SHR con pesos entre 290-300 g (12 semanas) los cuales fueron
suministradas por Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle, France y fueron mantenidas en
condiciones controladas de temperatura y ciclos de luz y oscuridad 12h/12h, con acceso
libre a agua y comida (ad libitum). La investigacion se realizé bajo el cumplimiento de los
lineamientos éticos presentados en la Resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud y la Ley 84 de 1989 de la Republica de Colombia en Colombia y en Espafia segln
el articulo 33 del Real Decreto 53/2013.

La investigacion ademas fue presentada ante el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional de Colombia y la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la
Junta de Castilla y Ledn i Espafia y fue avalada para su realizacion como consta en el
acta 13-2017 del dia 14 de noviembre de 2017 y registro 308 del 11 de Diciembre de 2018

respectivamente.

3.2.2 Modelo in vivo de hipertension en ratas SHR

Inicialmente los animales fueron acondicionados al ambiente del laboratorio durante una
semana, previa verificacion de la hipertension estos fueron asignados aleatoriamente a

los siguientes grupos de tratamiento: (n=5)

1. Ratas SHR sin tratamiento (C)
2. Ratas SHR tratadas con extracto Passiflora quadrangularis L. (E) T 75 mg/Kg/dia
3. Ratas SHR tratadas con fraccion diclorometandlica (FD) i 75 mg/Kg/dia
4. Ratas SHR tratadas con fraccion metandlica (FM) i 75 mg/Kg/dia
La administracion de los tratamientos se realizé durante 6 semanas via oral incorporada
con la dieta sélida estandar. La cantidad de comida consumida se registro diariamente, asi

como el peso corporal se tomé semanalmente.

La presion arterial sistolica (PAS) se midié en animales despiertos usando el sistema de
presion arterial CODA con maguito de cola, su funcién es ocluir el paso de sangre, por

medio de un transductor que sigue la evolucion del pulso a lo largo de la medicion. La
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medicion se realiz6 colocando al animal de experimentacion en un cepo para ratas a una
temperatura entre 29- 32°C durante 10-15 minutos para producir la dilatacion en la cola del
animal, luego un manguito es colocado en la base de la cola de la rata a la luz de un
transductor que es capaz de capturar la sefial del pulso y la presion arterial (Kassan, 2010;
Sanchez et al., 2011).

Las mediciones se realizaron a la misma hora en la franja de la mafiana para evitar la
influencia del ciclo circadiano y los valores de PAS se obtuvieron estimando la lectura
promedio de 10 mediciones. Al finalizar el tratamiento los animales de anestesiaron con
pentobarbital sédico (60 mg/Kg, i.p), se extrajeron muestras de sangre a través de seno
orbital en tubos previamente heparinizados (Kassan, 2010).

El corazdn, aorta, mesenterio y rifiones fueron extraidos inmediatamente y sumergidos en
solucion de Krebs a 4°C. El corazén y rifion extraidos se pesan para estimacion de la
hipertrofia cardiaca y la aorta, arteria mesentérica y rifion izquierdo para ensayos de
funcionalidad.

3.3 Estudios de oOrgano aislado en ratas SHR
tratadas y ratas Wistar

3.3.1 Ensayos de funcionalidad en anillos aislados de aorta de
ratas Wistar normotensas.

3.3.1.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho Wistar con pesos entre 2007 300 g, suministradas por el Bioterio
del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, mantenidas en
condiciones controladas de temperatura y ciclos de luz y oscuridad 12h/12h, con acceso
libre a agua y comida. La investigacion se realiz6 bajo el cumplimiento de los lineamientos
éticos presentados en la Resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y la ley 84
de 1989 de la Republica de Colombia. De igual forma la investigacion se present6 ante el
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias y fue avalada para su realizacién como consta
en el acta 13-2017 del dia 14 de noviembre de 2017.
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3.3.1.2 Modelo de anillos aislados de aorta

Las ratas Wistar fueron sacrificadas empleando una camara de CO.. La arteria aorta se
diseccion0 a través de una toracotomia, para su conservacion se sumergio en una solucion
de Krebs compuesta por: NaCl 118 mM, KCI 4,75 mM, CaCl,, 1.8 mM, MgSO. 1,20 mM,
KH2PO4 1,24 mM, &cido L- ascorbico 0,1 M, glucosa 11 mM y bicarbonato de sodio 25 mM,
a una temperatura de 37°C con carbogenizacion constante.

El tejido conectivo circundante de la aorta se retirg, se corté en fragmentos de 3 mm de
longitud, cada anillo se coloca entre dos finos alambres, uno inferior y otro superior
ensamblado en un transductor isométrico (WPI), que posteriormente se introdujo en la
copa del bafio de érgano que contenia solucién de Krebs, a 37 °C y oxigenada con la
mezcla de carbogeno (O, 95% y CO. 5%, pH=7,4). Los anillos se estabilizaron a una
tension basal de 2 g durante 60-90 minutos con cambios de la solucién nutricia cada 15
minutos o hasta obtener una tension estable (Péez et al., 2013; Sanchez et al., 2011).

Los anillos aislados de aorta fueron ensamblados en transductores isométricos (fort 10/
WPI) que permiten medir la fuerza de la vasoconstriccion con la ayuda del programa Data
Trax 2 (WPI).

3.3.1.2.1 Evaluacién de las fracciones aisladas extracto etandlico de
las hojas Passiflora quadrangularis L.

1 Efecto vasodilatador y vasoconstrictor en aorta pre-contraida
con fenilefrina
Una vez se obtuvo una sefal estable de tension, se adicion6 fenilefrina
(PE) 1uM a cada bafio de érgano para producir contraccion, cuando
se alcanzé la meseta de maxima contraccién, se adicion6 acetilcolina
(ACh) de forma acumulativa 0,01 a 100uM, con el fin de garantizar la
integridad del endotelio. Anillos con relajacion inferior al 50% fueron

descartados.
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Tras verificar la integridad de los anillos, estos se lavaron nuevamente
durante 1 hora con solucion de Krebs, con cambios cada 15min; la
tension se ajustd nuevamente a 2g. Posterior a ese tiempo se produjo
contraccion con PE 1uM, una vez obtenida una sefial estable de
contraccion se adiciona la fraccibn o compuesto aislado del extracto
etandlico de las hojas de Passiflora quadrangularis L. en

concentraciones acumulativas de 0,017 150 pug/mL

En el caso de la fracciones o compuestos con efecto vasoconstrictor,
posterior a verificar la integridad del endotelio y realizar el lavado
durante 1 hora con solucion de Krebs, se adicioné la fraccién o
compuesto en concentraciones acumulativas de 107 320 pg/mL hasta

obtener el maximo de contraccion.

3.3.1.2.2 Evaluacién del mecanismo de accién de las fracciones y
compuestos aislados del extracto etandélico de las hojas de
Passiflora quadrangularis L.

M Identificacién del mecanismo vasodilatador

Después de la estabilizacién, verificacién de la integridad de los
anillos, lavado y ajuste de tension de los anillos a 2 g. Antagonistas de
la via NO, sGC, ciclooxigenasa, simpatica y colinérgica como L-NAME
(100uM), ODQ (30 puM), indometacina (1 uM), propranolol (1 puM) y
atropina (30 uM) se incubaron durante 51 10 minutos, posterior a ello
PE 1 pM se adiciond, cuando se alcanza la meseta de méaxima de
contraccion las fracciones o compuestos relajantes se adicionaron en

concentraciones acumulativas de 0,017 150 pg/mL.
9 Identificacién del mecanismo vasoconstrictor

Después de la estabilizacion, verificacion de la integridad de los anillos,
lavado y ajuste de tension de los anillos a 2 g. bloqueadores de canales
de calcio y antagonistas de receptores U, y U, como yohimbina (1pM),
prazosina (1 pM), fentolamina (1 uM) y verapamilo (10 puM) se
incubaron durante 3 i 5 minutos, posterior a ello los compuestos se

adicionaron en concentraciones acumulativas de 107 320 pg/mL.
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Cuando fue necesario retirar el endotelio se frotd6 con un hilo a
través de la luz del vaso. La ausencia de este se corrobor6 con la
adicion de ACh (1 pM). Anillos con relajacion superior al 10%
fueron descartados.

1 Mecanismos independientes y dependientes de endotelio

Mecanismos independientes y dependientes de endotelio se
evaluaron con concentraciones acumuladas de nitroprusiato de
sodio (NPS) (1nM - 100 uM), y ACh (10nM i 100pM) en anillos pre-
contraidos con el extracto, fracciones o compuestos aislados (210
pg/mL). La concentracién de las fracciones y/o compuestos elegida
corresponde la concentracién con la que se obtiene el efecto

maximo.

El extracto, fracciones y compuestos fueron disueltos en DMSO
puro. La concentracion de este no supero el 0,1% en los bafios de
organo aislado.

3.3.2 Ensayos de funcionalidad en anillos aislados de aorta de
ratas SHR tratadas

El tejido graso circundante de la aorta se limpié cuidadosamente y se corté en anillos de

3mm de longitud que fueron colocados en ganchos de acero inoxidable fijados a un

transductor isométrico (UF1, Harvard aparato Inc., EE. UU) y se sumergieron en la copa

de bafio de érganos con 5mL de solucion de Krebs mantenida a 37°C y gaseada con

carbégeno.

Los anillos se estabilizaron a una tension basal de 2 g durante 60 minutos con cambios de
la solucion nutricia cada 15 minutos o hasta obtener una tension estable. Se adicion6
solucion hiperpotasica (KPSS, 120mM) a cada bafio de 6rgano para producir contraccién
durante 15 minutos, verificar la funcionalidad del tejido y conseguir la contraccién de
referencia para construir la curva concentracién-respuesta de PE. La solucion KPSS esta
compuesta por (mM): KCI 123,7, CaCl, 2,5, KH,PO4 1,2, NaHCO3; 25,0, MgSOs4 1,2,
glucosa, 11,1. A continuacion los anillos se lavan con solucion de Krebs varias veces y se

esperan 20 minutos hasta obtener la tension basal.
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Los datos obtenidos de la funcionalidad de anillos de aorta se visualizaron a través del
software Lab Chart version 3.4 que se encuentra conectado al sistema de adquisicion de
datos Power lab /800 (AD instruments)(Kassan, 2010; Sanchez et al., 2011).

A Curvas concentracion i respuesta a agentes relajantes
Previa adicion de PE 0,1uM y una vez se alcanza la meseta de maxima contraccion, se
realizaron curvas acumulativas concentracion-respuesta de ACh (0,01 a 100uM) y NPS
(1nM - 100 uM), agentes dependientes e independientes de endotelio.

A Curvas concentracidén-respuesta a agentes contracturantes
Previa estabilizacién de los anillos se adicion6 de forma acumulativa concentraciones de
PE (0,01 a 100uM), cada adicién se realiz6 después de alcanzar una meseta estable de

contraccion.

3.3.3 Ensayos de funcionalidad en arterias mesentéricas de ratas
SHR tratadas.

Después de extraer el mesenterio, se identific la tercera rama del arbol vascular (Figura
3-3), se limpid cuidadosamente retirando el tejido conectivo y posteriormente se cortaron
anillos de 2 mm de longitud, a través de la luz del vaso se introdujeron dos alambres de
acero inoxidable de 40 um de diametro, que se fijan al transductor dispuesto en el miografo,
junto con solucion de Krebs a 37°C y gaseado con carbdgeno, se estabilizaron durante 20-
30 minutos y posteriormente se normalizaron a tensién equivalente a 90mmHg (Kassan,
2010).

Después de la estabilizacién se afiadi6 KPSS durante 5minutos para verificacion de la
funcionalidad del tejido, a continuacién, los anillos se lavaron hasta restablecer la tension
basal. Los anillos mesentéricos fueron ensamblados en un miégrafo de alambre (Multiwire
Myograph System, DMT Modelo 610M, Dinamarca), los datos obtenidos se visualizaron a
través del software Lab Chart version 3.4 que se encuentra conectado al sistema de

adquisicion de datos Power lab /800 (AD instruments).

A Curvas concentraciéon i respuesta a agentes relajantes
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Previa adicion de PE 3uM y una vez se alcanzé la meseta de maxima contraccion, se
realizaron curvas acumulativas concentracion-respuesta de ACh (0,01 a 10uM) y NPS
(1nM - 100 pM), agentes dependientes e independientes de endotelio.

Curvas concentracion-respuesta a agentes contracturantes

Previa estabilizacion de los anillos se adicion6 de forma acumulativa concentraciones de
PE (0,01 a 100uM), cada adicién se realiz6 después de alcanzar una meseta estable de

contraccion.

Figura 3-3: Aislamiento y montaje de arterias mesentéricas en el midgrafo de alambre

3.3.4 Ensayos de funcionalidad en rifion perfundido

Una vez es sacrificado el animal, el rifién izquierdo se canul6 entre la arteria renal y aorta
abdominal y se perfundié con soluciéon de Krebs a 37°C, gasificada previamente con
carbdgeno, el catéter se encuentra conectado por una llave de tres vias al transductor de
presion que registra los cambios de presion basal y de perfusion y a una bomba de
perfusién (Masterflex L/S, Cole-Palmer, EE.UU.) que aseguré un flujo constante de
3mL/min.

Se estabiliz6 el 6rgano durante 15 minutos, se comprobd la funcionalidad del tejido con
KPSS hasta alcanzar una contraccion estable, nuevamente se perfundio el rifion con
solucion de Krebs hasta alcanzar la presion basal, se mantuvo por 15 minutos mas y

posterior a ello se realizaron curvas concentracion-respuesta con ACh, para esto se
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perfundieron disoluciones acumulativas de ACh (0,01-100 pM) combinadas con la
disolucién de PE (3uM)(Kassan, 2010).

El rifidn canulado se conecté a un transductor de presion Transpac® |V, modelo L969,
Abbot Critical Care Systems, Irlanda; Los datos se visualizaron a través del software Lab
Chart version 3.4 que se encuentra conectado al sistema de adquisicion de datos Power
lab /800 (AD instruments).

3.4 Estudios morfométricos e histologicos

3.4.1 Hipertrofia cardiaca, vascular y renal

Después del sacrificio el corazon se sumergioé en solucion de Krebs con carbégeno, se
retir6 cuidadosamente el tejido graso, las auriculas y sobre un papel filtro se eliminé el
exceso de liguido, finalmente el corazon se pesd. Con el rifibn se realizé el mismo

procedimiento después de retirar la capa grasa que lo rodea.

La relacién del peso del corazén y rifidn sobre el peso corporal del animal se utilizé como

pardmetro para estimar el indice de hipertrofia cardiaca y renal.

Los cortes de corazoén tefiidos con rojo sirio (Ver item, 3.4.1.1) se procesaron mediante el

programa fimageJoy se midieron los siguientes parametros:
Grosor del ventriculo izquierdo (Wyv)
Grosor del tabique interventricular (Wys)

Area total (A;), Area del corazén

<

Radio del corazén. 5 7

Cada medida se realiz6 por duplicado, por un mismo observador tomando la media como

valor de medida y segun ello se calcularon los siguientes parametros morfométricos:
La relacion del espesor del ventriculo izquierdo y radio del corazén (Wo/R)

La relacion del espesor del tabique interventricular y radio del corazén (Wivs/R)
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Los resultados para Wry y Wivs se expresan en milimetros (mm)

En el caso de la aorta se utilizé e | programa de pr ocednsgeddyeent o de

midieron los siguientes parametros:
Area interna (A), area del lumen del vaso
Area externa (Ae), area delimitada por el margen exterior de la capa media

Grosor de la capa media (Wm)

NI

Radio interno. 4 -

Lumen. 4 24

Cada medida se realiz6 por duplicado, por un mismo observador tomando la media como

valor de medida y segun ello se calcularon los siguientes parametros morfométricos:
Area seccional de la capa media. ‘A ffy Py A
La relacién del grosor de la capa media y el lumen (Wn/L)

Los resultados para el lumen y el grosor de la capa media se expresan en mm y para el

area seccional de la capa media en mm?(Gémez Roso, 2008; Kassan, 2010).

3.4.1.1 Identificaciéon y cuantificacion de la fibrosis cardiacay
vascular

Una parte del corte transversal del corazén y anillos aislados de aorta se fijaron en formol
tamponado al 4%, estas muestras se enviaron al laboratorio de histologia del servicio de
patologia molecular y banco de tumores del centro de investigacion del cancer (CIC),
Universidad de Salamanca i Espafia, donde realizaron la inclusion de los tejidos, cortes
de 4-5 um y la tincién de rojo sirio para el corazén y Tricromico de Masson para los anillos
de aorta. Los cortes se observan con un microscopio 6ptico (Olympus BX51, Japén) y las

imagenes se captan mediante una cdmara de alta resolucion (Olympus DP70, Japon).

La cuantificacion de la fibrosis cardiaca intersticial y fibrosis vascular se realizé a través del

software Adobe Photoshop CS2. Se contabilizaron los pixeles que ocupa el area de fibrosis
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y los que ocupa la imagen completa con un minimo de 5 imagenes por corte para el

corazon y 3 imagenes por corte para la aorta (Kassan, 2010).

3.5 Determinacion de indicadores de estrés
oxidativo

3.5.1 Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica genera especies como el malondialdehido (MDA) y el 4- hidroxi-2-
nonenal, los cuales son considerados citotoxicos y trae como consecuencias alteraciones
en la estructura de la membrana. La peroxidacion lipidica es el proceso identificado en las
enfermedades cardiovasculares y responsable de la oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad, efecto correlacionado con la ateroesclerosis (Pedraza Chaverri & Cardenas
Rodriguez, 2018). EI MDA por medio de la reaccién a pH &cido y temperatura alta con el
acido tiobarbitarico (TBA) produce un derivado cuantificable por colorimetria.

La sangre obtenida del seno orbital se centrifugd a 3200rpm durante 15 minutos, el plasma
obtenido se mezcla con suero fisioldgico en proporcion 1:1, a continuacion, se aflade 2 mL
de una solucion de acido tricloroacético 15%, TBA al 0,37% y HCI 0,25N. Se incuba durante
30 minutos a 90°C y después en hielo durante 10 minutos para detener la reaccion, se
centrifuga a 3000 rpm durante 25 minutos, se toma el sobrenadante y se lee la absorbancia
a 535 nm. La concentracion plasmética de MDA se expresa en nmol/mL de plasma
(Kassan, 2010).

3.5.2 Determinacion del anion superoxido

El compuesto utilizado mas ampliamente para cuantificacibon mediante
guimioluminiscencia de aniones superoxido es la lucigenina (Luc). Este método se basa
en la formacion de un catién de lucigenina (LC*) en presencia de 0 a partir del cual se
forma el dioxetano de lucigenina (LCO,) también en presencia de t 0 , luego el dioxetano
cede su energia en forma de ondas electromagnéticas para estabilizar la lucigenina las
cuales pueden medirse por un fotoamplificador y un fotodetector, de acuerdo con las

siguientes reacciones:
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Para la determinacion se emplearon anillos aislados de aorta de cada uno de los
tratamientos, estos se incubaron durante 15 minutos en un tubo de lumindmetro con
solucién ROS a 37°C y oxigenacion constante, pasado este tiempo se afiade lucigenina
(5uM) y NADPH (100uM) para estimular la produccion de radicales libres 0 , se lee la
luminiscencia a intervalos de 10 segundos durante 5 minutos. Los resultados se

expresaron en URL/min (Kassan, 2010).

3.6 Andlisis de datos

Los resultados se expresan como promedio + error estandar de la media (E.S.M) de un
minimo de 5 experimentos. En el andlisis de los resultados obtenidos de ratas SHR en los
ensayos in vivo e in vitro como método de comparacion entre tratamientos se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias segun corresponda o Kruscal- Wallis

cuando los supuestos de paramétricos no se cumplan, seguido de la prueba de Bonferroni.

La respuesta de los anillos adrticos se expresé en porcentaje tomando la contraccion inicial
de PE o KPSS como 100% segun corresponda. Las curvas concentracion i respuesta se
obtiene de graficar el log negativo de la concentracion vs el porcentaje de respuesta, el

andlisis mediante regresion lineal permitié calcular pD2 (pD2=-log CEsy).

Las diferencias entre curvas de las fracciones y compuestos aislados se analizaron
mediante la prueba t T student pareada o Mann i Whitney cuando los supuestos
paramétricos no se cumplan. La prueba t - student compara la media de dos grupos
coincidentes un antes y un después, cuando los supuestos de distribucion gaussiana se
cumplen. Los programas Excel y GraphPad Prism 6 se utilizaron para el andlisis de los

datos.






4 Resul tados

4.1 Obtencion y caracterizacion de fracciones y
compuestos obtenidos de Passiflora
guadrangularis L

En el andlisis fitoquimico del extracto de Passiflora quadrangularis L. hasta la obtencién de
las fracciones y compuestos, el proceso de seguimiento de la separacion se realizé a
través de CCD y andlisis de los espectros de RMN (*H, *C), mediante estas técnicas fue
posible aislar e identificar 9 compuestos, su elucidacion estructural se describe a

continuacion:

4.1.1 Compuesto 1

El compuesto 1 (177mg, 1,06%) fue aislado como un soélido blanco de la fraccién FD-1y
fue cristalizado con cambios de polaridad (MeOH:CH.Cl,, gotas) y temperatura. Su
espectro de espectrometria de masas de alta resolucién (HR-MS) indicaba un pico de ion
pseudomolecular m/z 435,3602 [M+Na] (figura 4-1), por espectroscopia de infrarrojo (IR)
en KBr se identificaron sefales de frecuencia a 3352cm®* 0 'O, 2900 cm? 06 'O,
1459 cm® 6 o6 ,1056cm? o6 6 (figura 4-2). La formula molecular, Cz9HasO,
es congruente con un derivado esteroideo, nucleo presente en plantas de este género
(Aziz, Ahsan, Hasan, & Masud, 2017; Kaur, Chaudhary, Jain, & Lalit, 2011; Singh &
Pradesh, 2016).
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Figura 4-1:Espectro HR-MS de compuesto 1
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Figura 4-2:Espectro IR de compuesto 1
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El espectro RMN 'H en CDCI; del compuesto 1 (figura 4-3) se identifican 2 metilos en
singlete en 0,69* (3H, s, H-18) y 1,0 (3H, s, H-19) 3 metilos en doblete centrados a 1,02
(3H,d, H-21), 0,78 (3H, d J= 6,9 Hz, H-26), 0,84 (3H, d J=6,9 Hz, H-27) y 1 metilo triplete a
0,81 (3H, t J=7,0 Hz, H-29). En el espectro de RMN *3C en CDClI; del compuesto 1 (Figura
4-4) se identifican los metilos mencionados segun los siguientes desplazamientos:12,0 (C-
18), 19,3 (C-19), 21,1(C-21), 21,1(C-26), 18,9 (C-27) y 12,2 (C-29). También se observa el
proton H-3 que aparece como multiplete a 3,51 (1H, m, H-3) y 71,1 (C-3), ademas de
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revelar sefiales correspondientes a 2 enlaces olefinicos 1 multiplete 5,33 (1H, m, H-6) y
121,6 (C-6) y 2 dobles dobletes a 5,22 (1H, dd J=8,6 J= 15,0 Hz, H-22), 138,3 (C-22) y 5,0
(1H, dd J=8,6 J= 15,0 Hz, H-23), 129,2 (C-23).

*Los valores de los desplazamientos quimicos en *H () Yi**C  §) éistdn dados en ppm

Figura 4-3:Espectro *H RMN en CDCls;, 400MHz del compuesto 1
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Toda la informaciébn mencionada permiti6 concluir que el compuesto 1 es derivado
esteroideo o comunmente llamados fitoesteroles y corresponde al Estigmasterol (Figura
4-5) (Elgendy & Al-Ghamdy, 2007; Wright, Mcinnes, Shimizu, & Khalil, 1978) . En la Tabla
4-1 se presentan los valores de desplazamiento en RMN *H y 3C observados para el
compuesto 1, asi como los valores reportados para Estigmasterol por Elgendy & Al-
Ghamdy, 2007. Este compuesto ya ha sido previamente identificado en otras especies de
Passiflora (Singh & Pradesh, 2016)y | unt o 1 sitosterolesdn lo fitoesteroles mas
abundantes presentes en diferentes tipos de plantas (Elgendy & Al-Ghamdy, 2007; Kaur
et al., 2011; Singh & Pradesh, 2016; Sriraman, Ramanujam, Ramasamy, & Dubey, 2015).

Estigmasterol es usado como precursor en la sintesis de progesterona e intermediario en
la biosintesis de andrégenos, estrégenos, corticoides y sintesis de vitamina Dz (Kaur et al.,
2011), y respecto a su uso etno-farmacoldgico los fitoesteroles reducen el colesterol en

plasma y por lo tanto previenen eventos cardiovasculares (Sriraman et al., 2015), asi como
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su uso anti-osteoartritico, anti-hipercolesterolémico, citotoxicidad, hipoglucémico,

antioxidante, antiinflamatorio y efectos sobre el SNC (Kaur et al., 2011).

Figura 4-4:Espectro *C RMN en CDCIB, 400MHz del compuesto 1
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Figura 4-5:Estructura del compuesto 1 obtenido de FD-1 de Passiflora quadrangularis L
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Tabla 4-1:RMN *H y *C (400 MHz) del compuesto 1 comparado con datos informados en
la literatura para Estigmasterol

Estigmasterol (CDCls)
Compuesto 1 (CDCls) (Elgendy et al., 2007)
H(U, m) BC( 0) H(U, m BC( )
1 1,80 m 37,2 39,0
2 31,5 39,4
3 351m 71,1 3,52m 70,5
4 2,30 m 42,2 50,6
5 140,8 140,4
6 533 m 121,6 5,34dJ=4Hz 120,6
7 1,50-1,70 m 31,5 31,3
8 1,50-1,70 m 31,8 31,2
9 50,1 49,5
10 36,4 40,0
11 21,0 20,6
12 20m 39,6 36,7
13 42,2 41,5
14 56,8 55,2
15 24,3 24,8
16 28,9 23,7
17 55,9 56,2
18 0,69 s 19,7 0,69s 20,0
19 10s 21,1 10s 20,5
20 40,4 31,0
21 1,02dJ=7,0 Hz 12,0 1,02dJ=7,0 Hz 11,7
22 5,0dd J=8,6 J=15,0 Hz 129,2 5,0dd J=8,5Hz 128,5
23 5,22 dd J=8,6 J= 15,0 Hz 138,3 5,14 dd J= 8,5 Hz 137,7
24 51,2 41,7
25 31,8 35,9
26 0,78 d J=6,9 Hz 18,3 0,79 d J=7,0 Hz 18,4
27 0,84 d J=6,9 Hz 18,9 0,84 d J=6,5 Hz 18,8
28 25,3 28,3
29 0,81t J=7,0 Hz 11,7 0,80t J=7,0 Hz 11,2

4.1.2 Compuesto 2

El compuesto 2 (177mg, 1,8%) fue aislado de la fraccion FD-1.1 (Figura 3-1) como un
liguido de consistencia aceitosa de color claro. En el espectro de HR-MS mostro un pico

de ion pseudomolecular m/z 353,2680 [M+H] (Anexo 1), esto sugiere la formula molecular



52 Determinacioén de los efectos antihipertensivos de fracciones

aisladas de Passiflora quadrangularis L. en murinos

C21H3604 y coincide con un acido graso insaturado de cadena larga con glicerol, este tipo
de compuestos tiene un particular interés por sus posibles efectos benéficos sobre la salud
(Fraser, Perlmutter, & Wijesundera, 2007; Guillén & Ruiz, 2003). En especies del género
Passiflora se ha reportado la presencia de acidos grasos en las semillas, pero no con la
misma conformacion estructural del compuesto 2 (Ceroén, Osorio, & Hurtado, 2012; Giuffre,
2007).

En el espectro **C RMN en CDCI; del compuesto 2 se vié la presencia de 21 carbonos, los
cuales fueron identificados como: 1 metilo, 12 metilenos, 7 metinos y 1 carbono
cuaternario, este Ultimo oxigenado. Del espectro de RMN *H (Anexo 2) se destaca la sefial
del grupo metilo a0,96 (3H, t, J=7,5Hz, linolénico), de los metilenos a 1,20-1,40 (8H, m, H-
4, H-5,H-6,H-7), 1,50-1,60 (2H,m, H-3), 2,0-2,80 (4H, m, H-8,H-17), 2,34 (2H, t, J=7,3Hz,
H-2), 2,80 (4H, m,H-11,H-14), 3,60 y 3,80 (2H, H-1 6 ;3 6H , -4,20,(2H,0H-1 6-3 @)
los metilenos a 3,90 (1H, m, H-2 6 ) , -5,40 (6H,0n, olefinicos) este ultimo correspondiente
a las insaturaciones. Los desplazamientos presentes en el especto de RMN **C (Anexo 3)
se presentan en la Tabla 4-2, junto con la comparacién reportada en literatura por (Fraser
et al., 2007).

Tabla 4-2:RMN H y C (400 MHz) del compuesto 2 comparado con datos informados en
la literatura para linolenato de glicerilo

Linolenato de glicerilo (CDCls)
Compuesto 2 (CDCls) (Fraser et al., 2007)

H(Cu, m) BC( 1) H( G, m) 18C( 1)
1 175,5 174,4
2 2,34tJ=7,3Hz 34,9 2,33tJ=7,4Hz 34,4
3 1,50-1,60 m 32,6 1,54-1,68 m 34,2
4 1,20-1,40 m 21,5 1,21-1,41'm 29,7
5 1,20-1,40 m 30,3 1,21-1,41m 29,3
6 1,20-1,40 m 30,2 1,21-1,41m 29,2
7 1,20-1,40 m 28,1 1,21-1,41 m 27,3
8 2,0-2,80 m 26,4 2,01-2,08 m 25,7
9 5,20- 5,40 m 128,2 5,28-5-40 m 127,2
10 5,20-5,40 m 128,8 5,28-5-40 m 128,9
11 2,80m 26,0 2,79t J=5,6Hz 25,6
12 5,20-5,40 m 129,2 5,28-5-40 m 128,4
13 5,20-5,40 m 129,2 5,28-5-40 m 128,4
14 2,80m 23,6 2,79t J=5,6Hz 25,0
15 5,20- 5,40 m 132,0 5,28-5-40 m 132,1
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16 5,20- 5,40 m 131,0 5,28-5-40 m 130,3

17 2,0-2,80 m 215 2,01-2,08m 20,7

18 0,96 t J=7,5Hz 14,4 0,94 t J=7,5Hz 14.4
A _ 3,57 dd J=5,6Hz;

16 | 3,60m; 4,10-4,20 64,0 £10-4.20 63,5

26 3,90 m 711 3,90 m 70,4

36| 3,80m:4,10-4,20 64,5 3,67 dd J=3,8Hz; 65,2

4,10-4,20

De acuerdo con la informacion mencionada, se puede inferir que el compuesto 2 es un
acido graso insaturado de cadena larga con glicerol y corresponde al 2,31 dihidroxipropil
octadecai 9,12,1517 trienoato (linolenato de glicerilo) (Figura 4-6) (Fraser et al., 2007;
Guillén & Ruiz, 2003). Los acidos grasos de cadena larga son reconocidos por su efecto
antiinflamatorio, antitrombatico, antiarritmico, y vasodilatador, ademas de su uso y eficacia
en la prevencion y tratamiento de la muerte subita, hiperlipidemia, hipertension, depresion
y artritis reumatoidea (Finley, 2001; Kapoor & Patil, 2011).

Figura 4-6:Estructura del compuesto 2 obtenido de FD-1.1 de Passiflora quadrangularis
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4.1.3 Compuesto 3

El compuesto 3 (234mg, 2,29%) fue aislado como un sélido blanco de la fraccion FD-2
(Figura 3-1) y precipitado con cambios de polaridad (MeOH/ éter) y temperatura. En el
espectro de IR en KBr se identifican sefiales de frecuenciaa3411 0 'O,1465 0 O,
1383 06 '0,1074 6 0 cm?(Anexo 4), por HR-MS se identifica un pico de un ion
pseudomolecular m/z 597,4170 [M+Na] (Anexo 5), que sugiere una formula molecular
CssHss06 coincide con una saponina esteroidea con un residuo de glucosa, sugiriendo que
sin este residuo corresponderia al compuesto 1. El espectro *C RMN DEPT (Anexo 6)
confirma la presencia 35 carbonos los cuales fueron asignados como: 6 metilos, 10
metilenos, 16 metinos y 3 carbonos cuaternarios. Los desplazamientos quimicos indican
la presencia de 6 carbonos oxigenados, que corresponden a 5 metinos y 1 metileno 78,0
(C-3),75,3(C-26), -38)5(BBY,)6 B®)4 B®D)8 UG carbono anon
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la unidad de azicara1025(C-16) , 6 sefal es pd8),a94de-19),klpts a 12, 1
(C-21), 21,3 (C-26), 19,2 (C-27) y 12,5 (C-29) y 4 sefiales que revelan 2 enlaces olefinicos
140,9 (C-5), 121,9 (C-6), 138,8 (C-22) y 129,4 (C-23). Los desplazamientos de estas
sefales son muy similares a los obtenidos por el compuesto 1 excepto por el carbono
anomeérico, lo que corrobora que el compuesto 3 posee un ndcleo esteroidal mas una

unidad de azucar.

El espectro RMN *'H del compuesto 3 (Anexo 7) muestra 5 metinos y 1metileno en 4,06
(1H,tJ=8,0Hz,H-26) , 4, 3 B 6(418H,, nB,, 9HH 6() 1, HLH, dd¥€b6,2=11,7
Hz,H-6 6 ) 24H, &d9=2J=11,7Hz,H-66) , que se identifican como |
carbonos oxigenados, una sefial del metino del carbono anomérico a5,06 (1H,m,H-1 6 ) , 2
metilos en singlete 0,66 (3H, s, H-18) y 0,91 (3H, s, H-19), 3 sefales correspondientes a

los enlaces olefinicos 5,34 (1H, m, H-6), 5,20 (1H, dd J=8,7 J=15,0 Hz, H-22) y 5,06 (1H,

m, H-23). La Tabla 4-3 se presentan los desplazamientos observados para el compuesto

3 en RMN H y 3C, estos se encuentran comparados con los desplazamientos reportados

por El-askary en el afio 2005. Segun el andlisis presentado se identificd el compuesto 3

como 3-O-b-D-glucopiranosilestigmasterol (Figura 4-7), este compuesto ha sido
identificado en diversas especies y en Passiflora alata C (Reginatto et al., 2001), pero no

habia sido identificado previamente para la especie Passiflora quadrangularis L. Segun
Khabazian et al., 2002 se le atribuyen propiedades para el tratamiento de trastornos

neurodegenerativos, ademas de efecto antiinflamatorio y antioxidante (Amina et al., 2018).

Tabla 4-3:RMN H y C (400 MHz) del compuesto 3 comparado con datos informados en
la literatura para 3-O-6-D-glucopiranosilestigmasterol

Compuesto 3 3-O-b-D-glucopiranosilestigmasterol
(Pyr-ds) (Pyr-ds) (El-Askary, 2005)
H(G, m) | 18C( ) H(G, m) | 13C( )
1 1,72 m 37,4 37,4
2 29,3 28,5
3 78,0 78,1
4 39,3 39,2
5 5,36 m 140,9 140,8
6 5,34 m 121,9 5,35 t J=4,7 J=1,7 Hz 121,9
7 32,1 2,371J=11,3J=11,5 Hz 32,1
8 32,0 2,0m 32,0
9 1,55 m 50,3 50,3
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10 36,9 36,9
11 21,3 21,2
12 39,8 39,9
13 42,3 42,5
14 56,9 56,8
15 24,5 24,5
16 29,3 29,4
17 56,1 56,2
18 0.66 s 12,1 0,67 s 12,0
19 091s 194 0,92s 19,4
20 40,7 36,4
21 21,4 0,98 d J=6,4Hz 19,0
22 | 5,20dd J= 8,7 J=15,0 Hz 138,8 5,21 dd J=15,2 J=8,8 Hz 137,3
23 5,06 m 129,4 5,05 dd J=15,2 J=8,8 Hz 128,3
24 51,4 46,0
25 32,0 26,3
26 21,3 0,88 d dd J=6,8 Hz 20,0
27 19,2 0,86 d dd J=6,8 Hz 19,2
28 25,7 29,9
29 12,5 0,81dtJ=7,0Hz 12,2
16 5,06 m 102,5 4,89dJ=7,9 Hz 102,4
20 4,06 tJ=8,0 Hz 75,3 3,89t1J=7,9J=8,8 Hz 75,0
36 4,30 m 78,5 4,12 m 78,2
46 4,30 m 71,6 4,08 m 71,5
56 3,96 m 78,4 3,84 m 78,1
6 0| 4,2dd, J=5,2J=11,7 Hz 62,8 4,23 dd J=5,3 J=11,7 Hz 62,7

4,55dd J=2,2J=11,7 Hz

4,42 dd J=2,4 J=11,7 Hz

Figura 4-7:Estructura del compuesto 3 obtenido de FD-2 de Passiflora quadrangularis L.
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4.1.4 Compuesto 4

El compuesto 4 (254mg, 12%) fue aislado como un sélido blanco de la fraccion FD-3 (figura
3-1), en el espectro HR-MS el compuesto mostro un ién pseudomolecular en m/z 641,4030
[M+Na] (Anexo 8) y sefiales de frecuencia en el espectro de IR en KBr 3417 0 'O,
1693 O U 1463 00,1386 6 'O,1077 6 0 cm? (Anexo 9), que sugiere
una formula molecular CssHssOs y coincide con un saponina triterpénica con una unidad

de azulcar (glucosa).

El espectro *C RMN DEPT (Anexo 10) presento 36 sefiales identificadas como 7 metilos,

11 metilenos, 10 metinos y 8 carbonos cuaternarios. La sefal en 180,8 (C-28) sugiere la

presencia de un carboxilo tipo acido caracteristico del acido oleandlico (Orsini et al., 1987),

las sefales del metino en 106,7 (C-1 6 ) qgue muestran el carbono anom
presente, se identifican sefiales que indican carbonos oxigenados 77,6 (C-2 6 ) , ®B&,)2 ( C
716(C-46), -3@) 9y CHR), .8 4 L2 ¢ 0 @MW (C3) del carleoffoaxigeraado

de la sapogeninay sitio de la glicosilacién del anillo.

Se observan 7 sefiales de los metilos del compuesto 4 a 28,5 (C-23), 16,0(C-24), 17,0 (C-
25), 17,7 (C-26), 26,4 (C-27), 33,8 (C-29) y 24,0 (C-30). Las sefales de carbono 123,6 (C-
12) y 145,2 (C-13) sugieren la presencia de un enlace olefinico y sefial del carbono C-18
a 42,9 caracteristico de los nucleos oleanos y ursanos. Los oleanos y ursanos pueden
distinguirse por el desplazamiento de los carbonos olefinicos y del carbono C-18, ursano
demuestra desplazamientos 124,3(C-12), 139,3 (C-13), 58,9 (C-18) y oleano a 122,0 (C-
12), 145,1(C-13), 47,4 (C-18) cuando no existen grupos funcionales préximos que puedan

modificar estos valores (San Feliciano Mart2n et al., 2008).

El espectro *H RMN (Anexo 11) se evidencia sefiales en singlete de los metilos a 1,04 (3H,
s, H-23), 0,90 (3H,s,H-24), 0,80 (3H,s,H-25), 0,93 (3H,s,H-26), 1,15 (3H,s,H-27), 0,84
(3H,s,H-29) y 0,94 (3H,s,H-30), una sefial que confirma el enlace olefinico a 5.23 (H1,sa,
H-18). La sefal a 4.30 (H1, d J= 7.2 Hz, H-1 6 ) corresponde al prot-n solt
anomeérico que confirma la presencia del azdcary 3,25 (H1, m, H-3) indica la conformacién
y ubicacion del enlace beta glicosidico. Segun el analisis anterior se pudo identificar que
el compuesto 4 es una saponina triterpénica derivado del &cido oleandlico

monoglicosidado identificado como acido 3-O-b-D-glucopiranosil oleandlico (Figura 4-
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8). Con el fin de corroborar la identidad del compuesto, los datos de *H y 3C RMN son
comparados con los reportados por Reginatto et al., 2001 en la Tabla 4-4.

Las saponinas triterpénicas son reconocidas por sus potenciales usos farmacoldgicos
como antibacteriales, actividad citotoxica (Wang et al., 2014), hiperlipidemia,
arterioesclerosis (L. Yu et al, 2012), antinflamatorios, antivirales y efectos
cardiovasculares (Silva et al., 2012), respecto a los derivados del acido oleandlico se le
atribuyen varios usos, actividad antiinflamatoria, antioxidantes, hepatoprotectores,
diurético, entre otras (Somova, Nadar, Rammanan, & Shode, 2003). EI compuesto 4 fue
descrito previamente especies del género Passiflora en la especie Passiflora alata C. pero
no para la especie Passiflora quadrangularis L. (Reginatto et al., 2001).

Figura 4-8:Estructura del compuesto 4 obtenido de FD-3 de Passiflora quadrangularis L.

Tabla 4-4:RMN H y 3C (400 MHz) del compuesto 4 comparado con datos informados en
la literatura para acido 3-O-6-D-glucopiranosil oleandélico

Compuesto 4 Acido 3-0-b-D-glucopiranosil
(CDs0OD) oleandlico (CDCIs) (Reginatto et al.,
2001)
'H o (49) BC(u) [*H (u) BC(u)
1 39,8 38,8
2 27,0 27,7
3 3,25 m 90,8 3,11 dd J=4,8 J=11,5 Hz 90,5
4 40,1 38,3
5 57,0 55,4
6 194 18,1
7 33,7 29,7
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8 40,1 39,2
9 48,3 47,6
10 37,9 36,7
11 24,1 23,6
12 5,23 sa 123,6 5,26t J=3,5Hz 122,2
13 145,2 143,9
14 42,7 41,6
15 28,8 25,8
16 24,0 23,0
17 47,6 46,5
18 3,40 dd J=2,0 J=12,0 Hz 42,9 2,81 dd J=4,3 J=13,6 Hz 41,0
19 47,7 46,0
20 31,6 30,6
21 33,8 33,9
22 34,0 32,6
23 1,04 s 28,5 0,92s 27,7
24 0,90s 16,0 091s 15,2
25 0,80s 17,0 1,25s 16,3
26 0,93s 17,7 0,74 s 17,0
27 1,15s 26,4 1,10s 25,7
28 180,8 183,9
29 0,84s 33,8 091s 33,1
30 0,94,s 24,0 0,92s 23,4
16 4,30d J=7,2 Hz 106,7 4.55d,J=8.0 Hz 102,9
20 3,50-3,80 m 77,6 5.03dd, J=9.8J=8.0 Hz 71,6
36 3,50-3,80 m 72,8 5221, J=95Hz 72,8
4 6 3,50-3,80 m 71,6 5.06 dd, J=9.0J=8.5 Hz 68,3
56 3,50-3,80 m 77,9 3.69ddd, J=2.7,5.5, 10.0 Hz 715
60 3,83 dd J=2,0 J=9,8 Hz 62,8 4.12dd,J=3.0J=12.0Hz 62,2
3,65 dd J=5,2 J=9,8 Hz 4.26 dd, J=5.3J=12.0 Hz

4.1.5 Compuesto 5

El compuesto 5 (464mg, 5,4%) fue aislado como un sélido blanco de la fraccion FD-4
(Figura 3-1) y precipitado con cambios de polaridad (AcOEt/ éter y temperatura, a través
del espectro de IR hecho en KBr fue posible identificar sefiales de frecuencia a 3400 0

'0,1645 O U ,1458 060 ,1365 O 'O cm™(Anexo 12). El compuesto 5 en HR-
MS mostré un i6n pseudomolecular en m/z 803,4588 [M+Na] este sugiere una formula
molecular C4HesO13.Esta férmula permitié sugerir que el compuesto corresponde a una

saponina triterpénica con dos unidades de azlcar.

El espectro 13C RMN DEPT (Anexo 13) presento 42 sefiales identificadas como 7 metilos,
12 metilenos, 15 metinos y 8 carbonos cuaternarios. Los metilos para el compuesto 5
emitieron sefiales a 28,5 (C-23), 16,0 (C-24), 17,0 (C-25), 17,7 (C-26), 26,4 (C-27), 33,6
(C-29) y 24,0 (C-30). Se identifican sefiales de carbonos oxigenados a 91,5 (C-3)
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correspondiente al sitio de glicosilacion 81,0(C-26) , B8®,)3 @A®,)9 ®®6) 7 ( €2, 8
(C6067J76 (C20606), -F&@Qq), (4Aag)5, -pEd)4(®BG)O, (dCue sugier
presencia de dos glucosas. El desplazamiento del carbonoC-26 asegura que | a ¢
glucosa se enlaza por este carbono, indicando
ello es posible identificar la sefial de dos metinos a 106,4 (C-1 6 ) y  110856,)4 q(uCe

corresponden a los carbonos anoméricos presentes en el compuesto.

Las sefiales de carbono a 123,6 (C-12), 145,2 (C-13) indica la presencia un enlace olefinico
y que como se menciond para el compuesto 4 es caracteristica de una estructura de tipo
oleanano. La sefal centrada a 181,8 (C-28), sugiere la presencia de un grupo funcional
carboxilo, confirmando que el compuesto 5 posee anillos de un triterpenoide pentaciclico
derivado del &cido oleandlico.(Orsini et al., 1987).

El espectro *H RMN (Anexo 14) muestra sefiales para metilos en singlete en 1,07 (3H, s,
H-23), 0,90 (3H, s, H-24), 0,80 (3H, s, H-25), 0,93 (3H, s, H-26), 1,15 (3H, s, H-27), 0,86
(3H,s, H-29) y 0,94 (3H, s, H-30). Las sefiales a4,42 (1H,d J=72Hz,H-16) vy 4,66 ( 1H
J=76Hz,H-166) <correspondientes a protones sobre ce¢
presencia de las dos glucosas. La seial a5,23 (1H, sa, H-12) de la olefina trisustituida. Los
desplazamientos del compuesto 5 son muy similares a los presentados por el compuesto
4, la diferencia entre ellos radica en la cantidad de unidades de azucar, dicho esto se pudo
establecer que el compuesto 5 corresponde a una saponina triterpénica derivado del acido
oleandlico diglicosidada. La comparacion de los desplazamientos obtenidos con los
reportados en literatura (Tabla 4-5) permitié establecer que el compuesto 5 es el 4cido 3-

O-b-D-glucopiranosil-(1Y 2)- b-D-glucopiranosil oleanélico (Figura 4-9).

El compuesto 5 ya ha sido identificado previamente en diferentes especies de plantas
(Zhang, Samadi, Rao, Cohen, & Timmermann, 2011) y en el género Passiflora se ha
reportado en la especie Passiflora alata C.(Doyama, Rodrigues, Novelli, Cereda, & Vilegas,
2005; Reginatto et al., 2001) y Passiflora quadrangularis L. (Orsini et al., 1987). El acido
oleandlico y sus derivados son reconocidos por sus propiedades citotdxicas, antitumorales,
antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas, hepatoprotectoras, entre otras(Sultana &
Ata, 2008).
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Tabla 4-5: RMN *H y *3C (400 MHz) del compuesto 5 comparado con datos informados
en la literatura para Acido 3-O-b-D-glucopiranosil-( 1 Y -B-P-glucopiranosil oleanélico

Compuesto 5 Acido 3-O-b-D-glucopiranosil-
(MeOD) ( 1 Y-B-D-glucopiranosil
oleandlico (CsDsN)
(Reginatto et al., 2001)
'H o (u) BC(u) |[*H () BCc(u)
1 39,8 38,7
2 27,1 26,6
3 3,20-3,40 m 91,5 3,29 m 89,0
4 40,4 39,5
5 57,0 55,8
6 19,3 18,5
7 33,6 33,3
8 40,5 39,7
9 48,3 48,0
10 37,9 36,9
11 24,0 23,8
12 5,23 sa 123,6 122,5
13 145,2 145,0
14 42,7 42,2
15 28,5 28,3
16 24,5 23,8
17 47,2 46,7
18 42,9 3,29 m 42,0
19 47,6 46,5
20 31,6 31,0
21 33,6 34,3
22 0,80-1.54 m 33,8 33,3
23 1,07s 28,5 1,25s 28,2
24 0,90 s 16,0 0,81s 15,5
25 0,80 s 17,0 1,08 s 16,8
26 0,93 s 17,7 0,98 s 17,0
27 1,15s 26,4 1,28 s 26,2
28 181,8 180,4
29 0,84 s 33,6 0,94 s 33,2
30 0,94 s 24,0 10s 23,8
10 4,42dJ=7,2 Hz 106,4 4.90d, J=7.6 Hz 105,1
26 3,52 m 81,0 425m 83,4
36 3,20-3,40 m 78,3 431 m 78,0
40 3,20-3,40 m 71,9 4,14 m 71,7
506 3,20-3,40 m 78,7 3,89 m 78,4
6 0 3,54 m 62,8 4,30 m 62,8
4,46-4,52m
1® 4,66 d J=7,6 Hz 105,4 5,36d,J=7.6 Hz 106,0
2® 3,20-3,40 m 77,6 4,11 m 77,1
3d 3,20-3,40 m 77,9 423 m 77,9
4® 3,20-3,40 m 71,5 4,33 m 71,7
5® 3,20-3,40 m 78,4 3,89 m 78,3
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6 3,82m 63,0 4,30 m 62,7
4,46-4,52 m

Figura 4-9:Estructura del compuesto 5 obtenido de FD-4 de Passiflora quadrangularis L.

29 30

N
S

4.1.6 Compuesto 6

El compuesto 6 (177mg, 4,4%) fue aislado como un sélido amarillo, con destellos brillantes
de la fraccion FD-5.1 (Figura 3-1). HR-MS mostré un ién pseudomolecular en m/z 587,1387
[M+Na] (Anexo 15) y el espectro IR en KBr sefiales de frecuencia a 3411 0 'O,
1654 6 0 ,1362 6 06,1241 6 06,1040 6 0O cm?(Anexo 16) que sugiere
la formula molecular CyH2s014, esta férmula es congruente con un flavonoide C-

glicosidado con dos residuos de azlcar, una hexosa y una pentosa.

El espectro 13C RMN DEPT (Anexo 17) presento 26 sefiales de carbono, asignados como
2 metilenos, 15 metinos y 9 carbonos cuaternarios. Sobre la genina del compuesto se
identificd una sefal a 184,0 (C-4) que indica la presencia de un carbonilo, se observan
sefiales de carbonos oxigenados a 162,8 (C-4 6 ) , 1-5),1165)0 (G-A, 158,7(C-9) y
166,2 (C-2) que confirman una genina de flavonoide tipo apigenina. Se identifican sefales
de carbonos anoméricos 72,0 (C-166) vy -L®@&®G)2 YW Cl os carbonos oxi

uni dades de az¥carc6x2982¢&.1 interval o de U

El espectro *H RMN (Anexo 18) en MeOD muestra dos sefiales en singlete en 6,57(1H,s,

H-3) y 6,20 (1H,s,H-6) debido al enlace olefinico sobre los anillos Ay C de las flavonas, 4
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protones arométicos en 7,95 (2H, d J=8,8 Hz, H-2 6 ;6 6 y 6 J8B3HA -3 d H

56), 1 ndi c a palaeneaniBotarorético B quarconfirma el nicleo tipo apigenina
del compuesto 6.

Se observa una sefial de los protones de los carbonos anoméricos a 5,03 (1H, d J=10.0
Hz, H-1 6 0) y 4J=1H#AHzH-1864) , |l os protones ano
intervalode los 4,8-5, 3 pp m s o-glicosidod, miengas gue aquellos que resuenan
aunintervalode 0,3-05ppm cor r es pon d-glinésidos. Seglindocenencsionbdo
se puede confirmar que el compuesto 6 corresponde a un flavonoide del tipo apigenina con
dos unidades de azuUcar (glucosa y xilosa). Comparando los desplazamientos quimicos
obtenidos para el compuesto 6 con los reportados por Ferreres et al., 2012) (Tabla 4-6) se

determiné que el compuesto corresponde a 2 é0dxilopiranosil vitexina (Figura 4-10).

El compuesto 6 ha sido descrito en diversas especies de Passiflora, entre ellas Passiflora
alata C (Costa et al., 2013), Passiflora edulis (Zucolotto et al., 2012), Passiflora incarnata
(Avula et al., 2012) y Passiflora quadrangularis L. ( Costa et al., 2013; Sakalem et al., 2011).
De sus diversos usos etno-farmacologicos, recientemente se ha reportado actividad
sedativa de los flavonoides presentes en el extracto acuoso de Passiflora quadrangularis
L.(Corneo et al., 2018).

Tabla 4-6:RMN H y 3C (400 MHz) del compuesto 6 comparado con datos descritos en

l a | it er a®-xilopmangsibviteaina2 6 6
Compuesto 6 2 éBxilopiranosil vitexina
(MeOD) (DMSO-ds) (Ferreres et al., 2012

'H (u) BCc(u) H o(u) Bc(u)
2 166,2 163,7
3 6,57 s 103,4 6,78 s 102,4
4 184,0 181,9
5 161,0 161,1
6 6,20 s 99,6 6,22s 98,2
7 165,0 162,9
8 104,0 103,9
9 158,7 156,6
10 105,1 103,7
16 121,0 121,5
20 7,95dJ=8,8 Hz 130,0 8,02d J=8,5Hz 128,8
36 6.92 d J=8,8 Hz 117,1 6,95d J=8,5Hz 115,8
46 162,8 160,5
56 6.92 d J=8,8 Hz 117,1 6,95d J=8,5Hz 115,8

mer i

co0Ss

q
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60 7,95 d J=8,8 Hz 130,0 8,02 d J=8,5Hz 128,8
16 6 5,03 d J=10,0 Hz 71,0 4,78 d J=10,0 Hz 71,5
2060 4,30d J=9,0 Hz 80,9 81,5
30660 3,0-350m 77,3 78,2
4060 3,0-350m 70,9 70,1
50660 3,66 m 82,7 80,8
660 3,80 m 62,9 61,0
10660 4,14dJ=7,3Hz 106,2 3,87dJ=7,0Hz 105,7
2060 2,96 t J=8,0 Hz 73,7 73,6
30660 297 m 75,1 75,8
4060 3,92 m 70,8 69,2
5660 2,60 tJ=12,0 Hz 66,6 65,4
3,0m

Figura 4-10:Estructura del compuesto 6 obtenido de FD-5.1 de Passiflora quadrangularis

4.1.7 Compuesto 7

El compuesto 7 (23mg, 0,78%) fue aislado como un sélido blanco de la fraccion FD-6.3
(Figura 3-1). Su espectro de HR-MS indic6 un pico de ion pseudomolecular m/z 821,4657
[M+Na] (Anexo 19), se sugiere una formula molecular C42H70014, esta férmula coincide con

una saponina triterpénica con dos unidades de azlcar.

El espectro *C RMN DEPT (Anexo 20) presentd 42 sefiales de carbono las cuales fueron
asignadas como: 5 metilos, 14 metilenos, 17 metinos y 6 carbonos cuaternarios. Se
identifican dos sefales correspondientes a los carbonos anoméricos de las unidades de
azicara 107,0(C-16) vy 1062,)4 (s& identifican 4 sefales
sobre la genina, dos sobre metilenos y dos sobre metinos a 70,0 (C-1), 87,3 (C-3), 62,8 (C-
21) y 67,9 (C-26). Se observan desplazamientos en 132,2 (C-25) y 132,2 (C-24)

caracteristicos de un enlace olefinico. Se dedujo el tipo y cantidad de monosacaridos
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di vidiendo el nY¥amer o de sefal 6085 ppmeexciuyerddaenan en |

aquellas que no corresponden al residuo glucosidico entre cinco (hexosas) o cuatro
(pentosas), la obtencién del nUmero entero permitio interpretar que el compuesto 7 tiene 2
unidades de azucar correspondientes a hexosas. Se observan 5 sefiales correspondientes
a metilos en de 19,3 (C-18), 21,9 (C-27), 20,2 (C-28), 25,9 (C-29) y 15,38 (C-30).

En el espectro de RMN 'H (400MHz) (Anexo 21) se observa la presencia de un anillo
ciclopropilo identificado por sefiales 0,40 (1H, s, H-19) y 1,01 (1H, s, H-19), 24,4 (C-19)

afectado por el metino oxigenadode C-1 y | o que explicar2za configura

proton de C-24 indicando el enlace olefinico en 5,40 (1H, s,H-24), se identifica la sefial del
proton carbindlico de C-3 a 3,30 (1H,s, H-3). A través de HSQC (Anexo 22) se correlaciona
la presencia de los protones alilicos en las sefiales 4,33 (1H, d J=8.0 Hz, H-26) y 4,22 (1H,
d J=8.0 Hz, H-26) con 67.9 (C-26), la sefal del protdon 3,67 (1H, m, H-1) con 70,51 (C-1) y
la sefial de 62,8 (C-21) con los protones alilicos a 3, 69 (1H, m, H-21) y 3,84 (1H, m, H-
21). Se observan las sefales de 5 metilos a 0,96 (3H, s, H-18), 1,75 (3H, s, H-27), 0,93
(3H, s, H-28), 0,91 (3H, s, H-29) y 0,84 (3H, s, H-30).

Se observa correlaciones en HMBC (Anexo 23) en la sefial del metilo 0,91 (3H, s, H-29) y

0,84 (3H,s, H-30) con el metino oxigenado 87,2(C-3) , el car borpg4ldCdpt ernari o

y el metino 47,5 (C-5), como se observa los protones H-29 y H-30 poseen las mismas
correlaciones, lo que sugiere que estos dos son protones geminales sobre el carbono C-4,
la sefial del carbono anomérico 107,0(C-16) corr el aci ona c¢c&8a330a
(1H,s, H-3). En otra serie de correlaciones se observan los carbonos cuaternarios 45,9 (C-
13) y 50,2 (C-14) con 0,96 (3H, s, H-18) y 0,93 (3H, s, H-28), la sefial del metino 132,1 (C-
24) y el carbono anomérico 102,4(C-16 6) con | a sefal 4323 (1Hds
J=8,0 Hz, H-26) y 4,22 (1H, d J=8,0 Hz, H-26), de igual forma la sefal del C-24 correlaciona
con los protones del metilo H-27 en 1,75 (3H, s, H-27). De lo mencionado anteriormente

se puede concluir que hay dos hexosas, una enlazada en C-3 y la otra unida C-26, sus

sefal d

protone:

respectivos protones resuenan a 4,31 (1H,dJ=80Hz,H-1 6) vy 4 ,J28DHZ H-HO 6 ¥

|l o que sugiere una configuraci-n b.

Los desplazamientos encontrados son similares a los presentados por el compuesto
guadrangulosido identificado por primera vez por Orsini et al., 1985 y Reginatto et al., 2001,

los datos de este Ultimo se presentan en la Tabla 4-7. De acuerdo con lo mencionado
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anteriormente se puede concluir que el compuesto 7 corresponde a una saponina
triterpénica de tipo cicloartanol, y su nombre es 9,19-ciclolanost-24Z-eno-1 b , 3b -
tetraoli 3, 26-di-O-b-glucésido (Figura 4-11). Este compuesto no ha sido reportado

previamente para Passiflora quadrangularis L.

Tabla 4-7:RMN *H y *C (400 MHz) del compuesto 7 comparado con datos informados en
la literatura para 9,19-ciclolanost-24Z-eno-1 b, 3 b  tetr@olt3, 26-2i46>-b-glucdsido.

Compuesto 7 9,19-ciclolanost-24Z-eno-1b, 3b, 21,
(MeOD) 26-tetraol-3, 26-di-O-b-glucdsido
(CsDsN)
(Reginatto et al.,2001)
Ho(0) BC(u) |[H (u) BC ()
1 3,67 s 70,5 32,3
2 41,4 30,2
3 3,30m 87,2 3,58 m 88,9
4 41,4 41,4
5 47,5 47,6
6 22,8 21,3
7 28,4 27,9
8 51,9 47,6
9 22,6 20,1
10 32,1 26,4
11 25,2 26,4
12 37,8 35,9
13 459 45,6
14 50,2 49,1
15 33,7 32,4
16 31,0 26,7
17 44.0 43,1
18 0,96 s 19,3 1,03 s 18,8
19 1,01s 24.4 0,20 s 30,0
0,40 s 0,45 s
20 46,2 46,8
21 3,69 m 62,8 3,82m 61,8
3,84 m 4,05m
22 31,0 30,9
23 27,2 25,2
24 5,40 s 132,2 5,52tJ=6.8 Hz 131,3
25 132,1 132,0
26 4,33dJ=8,0 Hz 67,9 455s 67,8
4,22 d J=8,0 Hz
27 1,75s 21,9 1,93 s 22,3
28 0,93 s 20,2 0.90s 19,9
29 0,91s 25,9 1,27 s 25,9
30 0,84 s 15,3 1,07 s 15,6
16 4,31 dJ=8,0 Hz 107,0 4,82 m 103,4
20 3,20m 75,0 4,05m 75,0

21,
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36 3,30m 77,9 4,20 m 78,4
4 6 331 m 72,0 4,20 m 71,7
56 3,18 m 75,6 4,05m 77,3
60 3,83 m 62,8 4,33m 70,3
1® 4,23d J=8,0 Hz 102,4 4,89dJ=8,0 Hz 106,9
2® 3,20m 75,1 4,05m 75,7
3® 3,33m 78,1 4,20 m 78,4
4 ® 3,30m 71,9 4,20 m 71,7
5® 3,33m 77,7 4,05m 77,2
6® 3,65m 62,8 4,82 m 70,0
1®6 5,15dJ=8,0Hz 105,4
286 4,08 75,3
3®6 3,90m 78,6
406 4,20 m 71,7
566 3,90m 78,5
606 4,48 m 62,9
186 5,10d J=8,0 Hz 105,5
2606 4,08 m 75,2
3®6 3,90m 78,5
406 4,20 m 71,6
56 3,90m 78,5
606 4,33m 62,8

Figura 4-11:Estructura compuesto 7 obtenido de FD-6.3 de Passiflora quadrangularis L.

4.1.8 Compuesto 8

El compuesto 8 (54mg,3%) fue aislado como un sélido blanco de la fraccion FD- 6.3 (Figura
3-1). El espectro de IR en KBr permitié identificar sefiales de frecuenciaa 3400 U 'O,
1646 0 O ,1456 60,1378 60, 1077 6 O cm?(Anexo 24). A través de

HR-MS se evidencio un ién pseudomolecular en m/z 967,5239 [M+Na] (Anexo 25), que
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sugiere una formula molecular CsgHgoO1s que corresponde a una saponina triterpénica con

tres residuos de azucar.

El espectro *C RMN DEPT (Anexo 26) presento 48 sefiales identificadas como 5 metilos,
16 metilenos, 21 metinos y 6 carbonos cuaternarios. Del espectro se destacan tres sefales

correspondientes a los carbonos anoméricos de las unidades de azucar a 104,8 (C-1 6 ) ,
1086 (C-1 06 6) vy -1160026,)4. (S i dentifican 3 sefales

entre ellos uno no glicosilado, la primera corresponde al metino C-3 con una sefal a 90,2
caracteristica de triterpenos glicosidados en esta posicion (Orsini et al., 1987), y las otras
dos de los metilenos a 62,7 (C-21) y 69,8 (C-26). El nimero y tipo de monosacéridos se
dedujeron segun se menciond en el compuesto 7 teniendo en cuenta las sefales que
resuenan ent r &0-8% ppm, con ello fue posible interpretar la presencia de 3 unidades de
azucar correspondientes a hexosas. En el espectro se identifican 2 sefiales en Uc 132,1
(C-24) y 132,5 (C-25) que indica un enlace olefinico. Se distinguen las sefiales de los 5
metilos a Uc 19,2 (C-18), 22,0 (C-27), 20,1 (C-28), 26,0 (C-29) y 15,9 (C-30) asi como una
sefal a 31,0 (C-19) que correlacionan en HSQC (Anexo 27) con dos sefiales de protén a
0,33 (1H, d J=4,2 Hz, H-19) y 0,57 (1H, d J=4,2 Hz, H-19), que indica la presencia de un
ciclopropano en su estructura tipico de saponinas tritepénicas de tipo cicloartano, Una
sefal a21,1 (C-9) y 27,0 (C-10) que correlaciona en HMBC (Anexo 28) con la sefales de
los protones pertenecientes al ciclopropano en C-19 confirma la posicion de este sobre la

estructura.

En el espectro de RMN H (400MHz) (Anexo 29) se identifican 5 sefiales de metilo en
singlete a 1,01 (3H, s, H-18), 1,77 (3H,s, H-27), 0,93 (3H, s, H-28), 1,03 (3H, s, H-29) y
0,87 (3H, s, H-30), una sefial en 5,41 (1H, s, H-24) de un protén olefinico del doble enlace
en la posicién C-24 y C-25. Se observan protones carbonos oxigenados de las hexosas y
del triterpenoide en un intervalo de 3,18 i 4,58; entre ellas se destacan los protones del
metileno C-26 en 4,21 (1H, s, H-26) y 4,38 (1H, s, H-26) que correlaciona en HSQC con el
carbono oxigenado 67,9 (C-26) y este a su vez correlaciona en HMBC con la sefial de
proton de carbono anomérico C-1 6 6 644,21{1HUs,H-1 66 6) que i ndica

azucar se encuentra unido en esta posicion y ademas la sefial de los protones de carbonos

que

anomeéricos 4,32 (1H, s, H-1 6 ) y 4, 3306&H, gme ¢Eorrelacionan

carbén anomérico1048(C-16) y est e a su Vv 8ygestomemitdcanclgre ¥ a |

que el resto de unidades se encuentran unidas a través de C-3/ 3,27 (1H, m, H-3).

U

e

90
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En el espectro de HMBC se puede correlacionar ademas la sefial67,9(C-6 6) de una de | as
hexosas con la del protén del carbono anomérico 108,6 (C-1 6 6 ) , indicando una uni
entre estos dos azucares. Se puede interpretar ademas que puesto que los protones
anomeéricos re suenan en un i n4t2e4)8 \pam los eelatds rtienen tluna

configuraci-n b en cada una de | as unidades de mo

El compuesto 8 fue propuesto por Orsini et al., en el afio 1987, sin embargo, no fue
confirmado puesto que fue aislado como mezcla; este compuesto es muy similar al
presentado al quadrangulosido identificado por Orsini et al., en el afio 1985 para Passiflora
guadrangularis L. y por Reginatto et al., 2001 para Passiflora alata, con la diferencia de
una hexosa enlazada a través de la unidad de azulcar presente en C-26, bajo este ultimo
referente se realiz6 la comparacion de desplazamientos del compuesto 8. Segun el analisis
presentado anteriormente y los resultados presentados por Reginatto (Tabla 4-8) fue
posible establecer que el compuesto 8 es el 9,19-ciclolanost-24Z-eno-3b, 21, 26b-triol-
3-0-b-gentibiésido-26-0O-b-glucopirandsido (derivado quadrangulésido), su estructura
se representa en la Figura 4-12.

Tabla 4-8:RMN *H y *C (400 MHz) del compuesto 8 comparado con datos informados en

la literatura para 9,19-ciclolanost-24Z-eno-3 b , 2 1-trid-3B®-b-gentibidsido-26-0O-b-
glucopiranésido

Compuesto 8 9,19-ciclolanost-24Z-en-3b, 21, 26b-
(MeOD) triol-3-O-b-gentibidésido-26-0O-b-
glucopirandsido (CsDsN)
(Reginatto et al., 2001)
H O (u) BC(u) |*H (u) BC(u)

1 32,1 32,3
2 31,0 30,2
3 3,27m 90,2 3,58 m 88,9
4 42,0 41,4
5 48,6 47,6
6 22,1 21,3
7 27,6 27,9
8 49,0 47,6
9 21,1 20,1
10 27,0 26,4
11 27,5 26,4
12 1,34s 36,7 35,9
13 46,4 45,6
14 48,8 49,1
15 33,2 324
16 2,03s 27,3 26,7
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17 154s 43,5 43,1
18 101s 19,2 1,03s 18,8
19 0,33dJ=4,2Hz 31,0 0,20 s 30,0

0,57 dJ=4,2Hz 0,45s
20 47,4 46,8
21 62,7 3,82m 61,8
4,05m
22 30,7 30,9
23 25,3 25,2
24 541s 132,1 5,52t1J=6.8 Hz 131,3
25 132,3 132,0
26 4,38 s 67,9 455s 67,8
4,21s
27 1,77 s 22,0 193s 22,3
28 0,93 s 20,1 0,90 s 19,9
29 1,03 s 26,0 1,27 s 25,9
30 0,87 s 15,9 1,07 s 15,6
16 4,32 s 104,8 4,82 m 103,4
206 3,18-3,33 m 75,0 4,05 m 75,0
306 3,18-3,33 m 78,1 4,20 m 78,4
406 3,18-3,33 m 71,4 4,20 m 71,7
5606 3,18-3,33 m 75,6 4,05 m 77,3
606 4,10d J=12.7 69,8 4,33 m 70,3
3,80 m
1® 4,33 m 108,6 4,89 d J=8,0 Hz 106,9
20 3,18-3,33 m 75,0 4,05 m 75,7
3® 3,18-3,33 m 78,3 4,20 m 78,4
4® 3,18-3,33 m 71,5 4,20 m 71,7
5® 3,18-3,33 m 77,7 4,05 m 77,2
6® 62,8 4,82 m 70,0
1®6 4,21s 102,4 5,15d J=8,0 Hz 105,4
2® 06 3,18-3,33 m 75,1 4,08 75,3
3®06 3,18-3,33 m 77,9 3,90 m 78,6
4®06 3,18-3,33 m 71,6 4,20 m 71,7
5®06 3,18-3,33 m 77,0 3,90 m 78,5
6®0 62,8 4,48 m 62,9
1®6 5,10 d J=8,0 Hz 105,5
2® 06 4,08 m 75,2
3®06 3,90 m 78,5
4®06 4,20 m 71,6
5®06 3,90 m 78,5
6®0 4,33 m 62,8
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Figura 4-12:Estructura compuesto 8 obtenido de FD-6.3 de Passiflora quadrangularis L

4.1.9 Compuesto 9

El compuesto 9 (33mg, 3,5%) fue aislado como un liquido viscoso de color café de la
fraccion FD-7.1 (Figura 3-1), el espectro IR en pelicula mostro sefiales de frecuencia en
3400 O "O,1562 0O 'O, 1406 O 'O cm?(Anexo 30) y HR-MS mostro un i6n
pseudomolecular en m/z 126,0535 [M+Na] (Anexo 31) que sugiere la formula molecular
C4HgNO3,

El espectro *C (Anexo 32) y *H RMN (Anexo 33) se observan 2 sefales correspondientes
a metilenos en 36,5 (C-2), 2,29 (2H, t J=7 Hz, H-2) y 25,6 (C-3),1,83 (2H, t J=7 Hz, H-3).
Se identifica una sefial que indica un grupo funcional carboxilo 181,1 (C-1) y finalmente
una sefal en 41,1 (C-4), U 2,92 (2H, t J=7 Hz, H-4), que segun el desplazamiento de
protén corresponde a una amina. Los desplazamientos del compuesto 9 corresponde con
el &cido A-aminobutirico (GABA) (Zahmanov et al., 2015)(Figura 4-13).

El§ ¢ i damindbutirico es un reconocido neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso
central de los mamiferos. GABA tiene efectos tranquilizante, diurético y antidiabético. En
ratas espontdneamente hipertensas la ingestion cronica de GABA en 0,3 y 300 mg/Kg

disminuyd la presion arterial (Dhakal, Bajpai, Baek, & Korea, 2012).

Figura 4-13:Estructura compuesto 9 obtenido de FD-7.1 de Passiflora quadrangularis L.
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4.1.10 Fraccion diclorometandlica 8 (FD-8)

La fraccién FD-8 (2,0 g) se obtuvo de FD a través de cromatografia en columna con silice
y un sistema de elucién con Hexano: AcOEt en polaridad creciente, de esta fraccion no fue
posible aislar ningiin compuesto, sin embargo, a través de su espectro *H RMN (Anexo 34)
fue posible identificar desplazamientos que permitieron inferir que los compuestos
presentes en la fraccion son alcaloides de tipo b- carbolinicos, los cuales se describen a

continuacion:

Se observa una sefial 2,29 (1H, m, N-2H) y 9,40 (1H, s, N-9H) correspondientes a los
grupos amino de la estructura general, los protones del carbono C-4 presentan sefales a
3,22 (1H, d, H-4) y 3,40 (1H, d, H-4), 4,23 (1H, g, H-3) y entre 6,05-6,20 (1H, m, H-5, 6, 7,
8) indicadores de la estructura aromatica. Cada una de las sefiales se interpretaron a
través de los datos encontrados en bibliografia.(Zeng et al., 2010).

Esta fraccion es importante puesto que en pruebas farmacolégicas demostré una

importante actividad vascular que se describir4 detalladamente en el Capitulo 4.3.

Sobre la fraccién FM (Anexo 35) se observé que presenta los mismos metabolitos que FD,
excepto por la presencia de alcaloides tipo harmano y compuestos lineales presente en

FD y mayor proporcién de las saponinas oleandlicas, cicloartanélicas y flavonoides.

4.2 Evaluacion de la actividad antihipertensiva de
fracciones aisladas de Passiflora
guadrangularis L. en ratas SHR.

Uno de los objetivos del presente trabajo corresponde a evaluar el efecto antihipertensivo
en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) del extracto y fracciones aisladas de
Passiflora quadrangularis L. y teniendo en cuenta los resultados presentados
anteriormente, el rendimiento y tipo de metabolitos presentes se eligio para el estudio in
vivo el extracto (E) y las fracciones FD y FM. En cuanto a la FD se identificaron alcaloides
de tipo harmano, saponinas oleandlicas y flavonoides que demostraron un efecto vascular
importante, asi como referentes bibliograficos reportan el uso de estos metabolitos en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares e hipertension (Clark et al.,, 2015;
Moloudizargari et al., 2013; Somova et al., 2003). La FM tiene mayoritariamente

flavonoides y saponinas de tipo oleandlicas y cicloartanolicas.
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En los primeros dias de tratamiento no se observaron sintomas de toxicidad ni a nivel
fisico, ni comportamental, no se presenciaron casos de mortalidad, ni disminucion del peso
corporal (Figura 4-14) para lo cual no se observaron diferencias significativas (p>0,05). Al
finalizar el estudio los animales fueron sacrificados y dispuestos para las etapas
posteriores de la investigacion. Segun el registro de PAS los tratamientos presentaron
efecto antihipertensivo desde la primera semana y se mantuvo durante todo el tratamiento
(Figura 4-15) con una dosis de 75 mg/Kg/dia. También segun el analisis estadistico
(ANOVA) se observaron diferencias significativas de los tratamientos respecto al control
(p<0.05).

La PAS del control en la primera semana fue 156+5 mmHg y la de los tratamientos 13316,
135+3 y 140+2 mmHg para Extracto, FD, FM respectivamente y durante la semana 6 la
PAS del control fue de 181+3 mmHg respecto a 146+2 mmHg del extracto, 1433 mmHg
de FD y 141+1 mmHg de FM.

Figura 4-14:Registro del peso corporal de ratas genéticamente hipertensas (SHR) control
(C) y tratadas con extracto (E), fraccion diclorometandlica (FD) y fraccién metandlica (FM)
75 mg/Kg/dia de Passiflora quadrangularis L. durante 6 semanas de tratamiento.
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Figura 4-15:Efecto antihipertensivo sobre la presion arterial sistélica en ratas
genéticamente hipertensas (SHR) control (C) y tratadas con extracto (E), fraccion
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diclorometandlica (FD) y fraccion metandlica (FM) 75mg/Kg/dia de Passiflora
guadrangularis L
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4.2.1 Estudios de funcionalidad en anillos aislados de aorta de
ratas SHR
En los estudios de funcionalidad en anillos de aorta de ratas SHR tratadas con E, FD, FM
y C, en anillos pre-contraidos con PE y relajados con dosis acumulativas de ACh se
observo relajacion dependiente de la concentracion. La curva de concentracién-respuesta
de todos los tratamientos se desplaz6 hacia izquierda, favoreciendo la pD. o potencia
respecto al control (Tabla 4-9).
Se realiz6 una ANOVA como método paramétrico para establecer las diferencias entre las
curvas de los tratamientos, previa confirmacién de los supuestos de normalidad la cual
demuestra diferencias significativas de los tratamientos respecto al control (p<0.05) (Figura
4-16).
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Figura 4-16:Curvas concentracion-respuesta a ACh (1nM i 10uM) en anillos de aorta pre-
contraidos con PE (1uM) de ratas SHR tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometanodlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.
(75mg/Kg/dia). *p<0,05 vs control (C).
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Sin embargo, en anillos pre-contraidos con PE y relajados con concentraciones
acumulativas de NPS, los tratamientos desplazaron la curva hacia la izquierda
disminuyendo la pD. (Tabla 4-9). Ademas, en el andlisis estadistico se observan
diferencias significativas de E y FD sobre el control (p<0,05), pero no de FM sobre el control
(p>0,05) (Figura 4-17).

En las curvas concentracion-respuesta de anillos con dosis acumulativas de PE, se
observaron diferencias significativas del control respecto E y FM (p<0,05), pero no respecto
a FD (p>0,05) (Figura 4-18). Su Emax ¥ pD- se observan en la Tabla 4-9.
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Figura 4-17:Curvas concentracion-respuesta a NPS (1nM i 100uM) en anillos de aorta
pre-contraidos con PE (1pM) de ratas SHR tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometanodlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.
(75mg/Kg/dia) *p<0,05 vs control (C).
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Figura 4-18:Curvas concentracién-respuesta con dosis acumulativas de PE (1InM 1
100uM) en anillos aislados de aorta de ratas SHR tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometandlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.
(75mg/Kg/dia) *p<0,05 vs control (C).
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Tabla 4-9:Emax y pD2 de control (C) y tratadas con extracto (E), fraccion diclorometanélica
(FD) y fracciéon metanélica (FM) de Passiflora quadrangularis L. (75mg/Kg/dia) en anillos
aislados de aorta de ratas genéticamente hipertensas (SHR) con dosis acumulativas.
*p<0,05 vs control (C).

Compuesto/ ACh NPS PE
Fraccién Emax (%) pD:2 Emax (%) pD2 Emax (%) pD2
C 57+8,27 7,06+0,040 95+0,38 7,90+0,022 96+0,76 6,73+0,027
E 77+0,58 7,55+0,030* 96+0,42 7,52+0,020* 112+1,37 6,80%0,042*
FD 760,44 7,76+0,027* 91+0,58 7,32+0,026* 88+1,04 7,00£0,043
FM 76+0,53 7,38+0,023* 95+0,52 7,89+0,030 109+0,83 6,72+0,026*

4.2.2 Estudios de funcionalidad en anillos aislados de mesenterio

En anillos de mesenterio pre-contraidos con PE y adiciébn acumulativa de ACh se observo
relajacién dependiente de la concentraciébn que mejoré la capacidad relajante de ACh
(Tabla 4-10) y con diferencias significativas de todos los tratamientos respecto al control
p<0,05 (Figura 4 -19).
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Figura 4-19:Curvas concentracion-respuesta a ACh (1nM i 10uM) en anillos aislados de
mesenterio pre-contraidos con PE (3uM) de ratas SHR tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometandlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.
(75mg/Kg. *p<0,05 vs control (C).
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En los anillos de mesenterio relajados con NPS, las curvas de FD y FM demostraron un
desplazamiento que aumento su pD; (Tabla 4-10). En el andlisis estadistico se observaron
diferencias significativas del control respecto a las fracciones FD y FM (p<0,05), pero no
respecto al extracto (Figura 4-20). En los anillos contraidos con dosis acumulativas de PE,
no se observaron diferencias significativas de los tratamientos respecto al control (p>0,05)
(Figura 4-21).
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Figura 4-20:Curvas concentracion-respuesta a NPS (1nM i 100uM) en anillos aislados de
mesenterio pre-contraidos con PE (3uM) de ratas SHR tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometanodlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.
(75mg/Kg. *p<0,05 vs control (C).
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Figura 4-21:Curvas concentracion-respuesta con dosis acumulativas de PE (1nM i
100uM) en anillos aislados de mesenterio de ratas SHR tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometanodlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.
(75mg/Kg/dia).
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Tabla 4-10:Emax Y pD2 de control (C) y tratadas con extracto (E), fraccion diclorometandlica
(FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L. (75mg/Kg/dia) en anillos
aislados de mesenterio con dosis acumulativas de ACh, NPS y PE. *p<0,05 vs control (C)

Compuesto/ ACh NPS PE
Fraccién Emax (%) pD2 Emax (%) pD2 Emax (%) pD2
C 70+0,63 7,880,035 84+0,92 7,930,060 171+1,91 5,56+0,023
E 85+0,47 7,90+0,023* 87+0,64 7,70+£0,035 25748,23 5,65+0,069
FD 83+0,54 8,23+0,030* 85+0,67 7,22+0,029* 236%6,90 5,58+0,061
FM 83+0,53 8,08+0,030* 84+0,74 7,31+0,036* 167+3,21 5,40+0,037

4.2.3 Estudios de funcionalidad en riiién perfundido

En los ensayos de funcionalidad con rifién perfundido, las curvas concentracion-respuesta
con ACh demostraron un efecto dependiente de la concentracion en el que el tratamiento
E favoreci6 la capacidad relajante de ACh, con diferencias significativas respecto al control
(p<0,05), mientras que la fraccion FD no demostré diferencias estadisticas respecto al
control (p>0,05) (Tabla 4-11; Figura 4-22).
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Figura 4-22: Curvas concentracion-respuesta a ACh (0,017 100uM) en rifién perfundido
contraidos con PE (3uM) de ratas SHR tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometanodlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.
(75mg/Kg/dia). *p<0,05 vs control (C)
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Tabla 4-11:Enax y pD2 de control (C) y tratadas con extracto (E), fraccion diclorometanélica
(FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L. (75mg/Kg/dia) en rifién
perfundido con dosis acumulativas de ACh. *p<0,05 vs control (C)

Compuesto/ ACh
Fraccion Emax (%) pD2
Control 57+2,55 6,79+0,184
Extracto 63+2,28 6,99+0,145*
FD 62+1,61 6,73+0,099

FM 53+1,22 6,72+0,091
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4.2.4 Estudios morfométricos e histoldgicos

4.2.4.1 Hipertrofia cardiaca, vascular y renal

De los estudios morfométricos para estimar hipertrofia cardiaca se evaluaron 3 pardmetros,
el indice del peso del corazon respecto al peso corporal (HC), el grosor del ventriculo
izquierdo respecto al radio del corazén (W.//R) y el grosor del tabique interventricular
respecto al radio del corazén (Ws/R). Previa verificacion de los supuestos normalidad se
realiz6 como método paramétrico ANOVA de una via para HC, el resto de los parametros

morfométricos fueron evaluados por medio del método no paramétrico Kruskall- Wallis.

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados (Tabla
4-12) excepto en el parametro (Wo//R) para el tratamiento FD (p<0,05), sin embargo, si se
observa una tendencia de los tratamientos a disminuir la hipertrofia respecto al control que
no pudo ser cuantificada. En cuanto a la hipertrofia renal (HR) tampoco se observaron
diferencias (p>0,05) (Tabla 4-12).

La evaluacion de los parametros morfométricos de aorta en la estimacion de hipertrofia
vascular a través del método no paramétrico Kruskal- Wallis no se identificaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Tabla 4-13).

Tabla 4-12:Parametros morfométricos de corazén y riidn en ratas genéticamente
hipertensas (SHR) control (C) y tratadas con extracto (E), fraccién diclorometandlica (FD)
y fracciéon metandlica (FM) 75mg/Kg. HC=hipertrofia corazén, Wiys/R= Grosor del tabique
interventricular vs radio, HR=Hipertrofia renal.

Corazén
Parametro C E FD FM
morfométrico
HC (mg/g) 3,02+0,08 3,03+0,03 3,09+0,03 3,03+0,05
Wivs/R (mm) 0,58+0,04 0,58+0,01 0,55+0,01 0,54+0,01
RiAén

HR (mg/g) 3,19+0,07 3,27+0,10 3,18+0,08 3,18+0,07
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Figura 4-23: Hipertrofia ventricular izquierda (WLV/R) en ratas SHR control (C) y tratadas
con extracto (E), fraccion diclorometanélica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora
quadrangularis L. (75mg/Kg/dia). *p<0,05 vs control (C).
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Tabla 4-13:Parametros morfométricos de aorta en ratas genéticamente hipertensas
(SHR) control (C) y tratadas con extracto (E), fraccion diclorometandlica (FD) y fraccion
metandlica (FM) 75mg/Kg. CSA= Area seccional de la capa media, Wn/L= grosor de
capa media vs lumen.

Parametro C E FD FM
morfomeétrico

CSA (mm) 0,58+0,02 0,59+0,01 0,61+0,01 0,60+0,01

Wr/L (mm) 0,09+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00

4.2.4.2 Identificacién y cuantificacion de la fibrosis cardiaca

y vascular
En la identificacién y cuantificacion de la fibrosis cardiaca mediante el programa Photoshop
CS2, se identificaron diferencias significativas de todos los tratamientos respecto al control
(p<0,05), a través del método no parametrico Kruskal-Wallis, después de observar que el

pardmetro de normalidad no se cumplié (Figura 4-24).

En cuanto a la identificacién y cuantificacion de fibrosis vascular mediante la prueba
paramétrica ANOVA, se observan diferencias de todos los tratamientos respecto al control
(p<0,05), demostrando una reduccion de la fibrosis vascular (Figura 4-25).

Se observa ademés que la fibrosis vascular es mayor a la fibrosis cardiaca. Esto demuestra
gue los vasos sanguineos son los primeros en verse afectados por el aumento de la

resistencia vascular periférica.
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Figura 4-24:Cuantificacion de la fibrosis cardiaca (A) y cortes histologicos de corazoén (B)
de ratas SHR control (C) y tratadas con extracto (E), fraccidn diclorometandlica (FD) y
fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L. (75mg/Kg/dia). *p<0,05 vs
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Figura 4-25:Cuantificacion de la fibrosis vascular (A) y cortes histologicos de aorta (B) de
ratas SHR control (C) y tratadas con extracto (E), fraccion diclorometandlica (FD) y
fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L. (75mg/Kg/dia)- *p<0,05 vs

control (C)
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4.2.5 Determinacion de indicadores de estrés oxidativo

4.2.5.1 Peroxidacion lipidica

Como se observa en la figura 4-26 la FD y FM demostraron niveles plasméaticos de MDA
mas bajos que el control y E, aunque en las pruebas estadisticas no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los tratamientos (p>0,05). Segun los resultados
encontrados se puede sugerir una ligera capacidad antioxidante y accion parcial contra el

estrés oxidativo.

Figura 4-26:Niveles de malondialdehido (MDA, nmol/mL) en plasma de ratas SHR control
(C) y tratadas con extracto (E), fraccién diclorometandlica (FD) y fraccion metandlica (FM)
de Passiflora quadrangularis L. (75mg/Kg/dia).
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4.2.5.2 Determinacion del anion superdxido

En la figura 4-27 de los experimentos en la produccion del anién superéxido medido por
quimioluminiscencia en anillos adrticos homogenizados, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos de tratamiento (p>0,05), aunque se puede apreciar que los

tratamientos FD y FM presentan valores mas bajo respecto a Ey C.
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Figura 4-27:Produccion de anion superéxido estimulado con NADPH en homogenizado
de anillos adrticos de ratas SHR control y tratadas con extracto (E), fraccion
diclorometandlica (FD) y fraccion metandlica (FM) de Passiflora quadrangularis L.

(75mg/Kg/dia).
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4.3 Evaluacion  vascular de fracciones vy
compuestos aislados de Passiflora
guadrangularis L. en ratas Wistar

En la evaluacion e identificacion de la actividad vascular de las fracciones, compuestos y
extracto etandlico de las hojas de Passiflora quadrangularis L. se inicié con experimentos
con el extracto total, FM, y luego las fracciones obtenidas de FD avanzando de forma

gradual hasta los compuestos aislados.

En los experimentos realizados se identificaron compuestos y/o fracciones del extracto
total de Passiflora quadrangularis L. que ejercen constriccion o relajacién vascular en
anillos aérticos. Con efecto vasoconstrictor se identificé el extracto total, FM, el compuesto
4 y el compuesto 5 y con efecto vasodilatador el compuesto 6 y la fraccion FD-8. De
acuerdo con ello los resultados seran divididos en dos partes: Identificacién del mecanismo

de vasoconstriccion e identificacion del mecanismo vasodilatador.

4.3.1 ldentificacidon del mecanismo vasoconstrictor

La evaluacion de la actividad vascular presentada por el extracto total (E), demostré

vasoconstriccion en un intervalo de 10-320 pg/ml. La respuesta de los anillos fue
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expresada en porcentaje tomando la contraccion previa de PE como el 100%. La adicién
acumulativa del extracto provoc6 vasoconstriccion dependiente de la concentracion con un
efecto maximo (Emax) de 98 £ 1% y pD.= 4,08 £+ 0,0 (Tabla 4-14).

El efecto vasoconstrictor del extracto también se evalud en anillos sin endotelio; la adicion
acumulativa del extracto provocé vasoconstriccion dependiente de la concentracion y Emax
y pD2no se vieron afectados por la ausencia del endotelio (Emax= 105 = 1%; pD.= 4,0 £ 0,0)
(Tabla 4-14). Se realiz6 una t-student pareada como método paramétrico para establecer
las diferencias entre las curvas, después de confirmar la normalidad de los datos a través
de las pruebas de normalidad respectivas. Los ensayos del extracto con y sin endotelio no
demostraron diferencias significativas p>0,05. Este resultado sugiere que el efecto
vasoconstrictor del extracto es independiente de la presencia del endotelio. (Figura 4-28)

Tabla 4-14: Enax y pD2 del extracto total, FM, compuesto 4 y compuesto 5 en anillos con
y sin endotelio.

Fraccion/ Anillos con endotelio Anillos sin endotelio

Compuesto Emax (%) pD> Emax (%) pD>
Extracto 98+1,66 4,08+0,00 105+1,92 4,0+0,00
FM 105+2,67 4,02+0,04 90+1,80 4,13+0,03
Compuesto 4 109+1,96 4,13+0,01 115+2,26 4,11+0,01
Compuesto 5 109+1,14 4,20+0,00 112+1,69 4,22+0,00

Figura 4-28:Curva concentracion i respuesta del extracto de Passiflora quadrangularis L.
en anillos con endotelio (E+) y sin endotelio (E-).
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Esta afirmacién fue corroborada en anillos pre-contraidos con una concentracion de
extracto (210 pg/ml) y adicion de concentraciones acumulativas de ACh (Figura 4-29) y
NPS (Figura 4-30). En la figura 4-29 se observan diferencias significativas del extracto
frente al control p<0,05 (curva concentracion-respuesta de anillos pre-contraidos con PE y
dosis acumulativas de ACh), mientras que los resultados con NPS no demuestran
diferencias significativas con el control p>0,05. ACh es un vasodilatador endotelio
dependiente (Pagan 2010), mientras que NPS es un relajante independiente de endotelio

gue actua directamente sobre el musculo liso vascular (Bonaventura et al., 2008).

Figura 4-29:Curva concentracion-respuesta de ACh en anillos pre-contraidos con
extracto (E) de Passiflora quadrangularis L. (210ug/ml). * p<0,05 vs control (C).
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Figura 4-30:Curva concentracién-respuesta de NPS en anillos pre-contraidos con extracto
(E) de Passiflora quadrangularis L. (210ug/ml). C-control.
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Seguido de la evaluacion vascular de extracto total, se prob¢ el efecto de la FD y FM, para
lo cual se observé que la FD, posee un efecto relajante que pudo ser cuantificado en la
fraccion FD-8, y se mencionard mas adelante con mas detalle. Sin embargo, la FM
demostrd vasoconstriccion dependiente de la concentracion con Ema y pD2 de igual
magnitud a la observada con el extracto total (Tabla 4-15). Su efecto tampoco se vio
afectado por la ausencia del endotelio (Figura 4-31), una comparacién con el método
paramétrico ya mencionado demostré que no hay diferencias significativas entre las curvas
(p>0,05).

Figura 4-31: Curva concentracion 1 respuesta de FM obtenido de Passiflora
guadrangularis L. en anillos con endotelio (FM+) y sin endotelio (FM-).
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De igual manera el efecto endotelio independiente se confirmé con la realizacién de curvas
de ACh y NPS, en anillos pre-contraidos con FM (210 pg/ml). ACh no provoco relajaciéon
(p<0,05) (Figura 4-32) a diferencia de NPS (p>0,05).

Figura 4-32:Curva concentracion-respuesta de ACh en anillos pre-contraidos con FM de
Passiflora quadrangularis L. (210ug/ml). * p<0,05 vs control (C).
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Figura 4-33:Curva concentracion-respuesta de NPS en anillos pre-contraidos con FM de
Passiflora quadrangularis L. (210ug/ml).
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El compuesto 4 (4cido 3-O-b-D-glucopiranosiloleandlico) demostr6 un efecto
vasoconstrictor en un intervalo de 10i 320 pg/ml. La adicion acumulativa del compuesto 4
provoco una respuesta dependiente de la concentracion su Enaxy pD2 se presentan en la
Tabla 4-14. Previa confirmacion de la normalidad de los datos se realiz6 una t - Student
pareada para establecer las diferencias de los resultados entre anillos con y sin endotelio,
los cuales no demostraron diferencias entre ellos (p>0,05) (Figura 4-34).

Figura 4-34:Curva concentracion i respuesta de C4 obtenido de Passiflora quadrangularis
L. en anillos con endotelio (C4+) y sin endotelio (C4-).
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De igual forma los experimentos realizados con anillos pre-contraidos con el compuesto 4
y dosis acumulativas de ACh (Figura 4-35) y NPS (p<0,05) (Figura 4-36), confirmaron el
efecto independiente de endotelio.
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Figura 4-35:Curva concentracion-respuesta de ACh en anillos pre-contraidos con
compuesto 4 (C4) (210ug/ml). * p<0,05 vs control (C).
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Figura 4-36:Curva concentracion-respuesta de NPS en anillos pre-contraidos con C4
(210ug/ml). *p<0,05vs C
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Con el fin de identificar el posible mecanismo de accién del compuesto 4, se evaluaron
vias que producen vasoconstriccién a nivel vascular independientes de endotelio, entre
ellas tenemos: activacién de canales de Ca?* y activacion de receptores U. Para ello se
realizaron experimentos con antagonistas de las vias mencionadas como: verapamilo 10
y 100 uM (antagonista de canales de Ca?"tipo L), yohimbina 1 y 100 uM (antagonista de
receptores ), prazosina 1 UM (antagonista de receptores U), y fentolamina 1 uM
(antagonista no selectivo de receptores Uiy 2)Uy puesto que el efecto maximo de
contracciéon del compuesto 4 se ve inalterado con la ausencia del endotelio, en todos los

experimentos este fue retirado.
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En los ensayos con los antagonistas previa verificacién de los supuestos de normalidad,
se realizé una comparacion de la curva concentracion-respuesta del compuesto 4 vs cada
uno de los tratamientos mediante una ti Student pareada, de la cual el compuesto 4 tuvo
diferencias significativas respecto a yohimbina (Figura 4-37) y verapamilo (p<0,05) (Figura
4-38), pero no frente a prazosina y fentolamina (p>0,05) (Tabla 4-15).

Figura 4-37:Curva concentracion-respuesta de C4 en anillos incubados con yohimbina
1uM (Y). *p<0,05 vs C4.
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Figura 4-38:Curva concentracién-respuesta de C4 en anillos incubados con verapamilo
10uM (V). * p<0,05 vs C4.
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Tabla 4-15:Emax y pD2 de compuesto 4 y compuesto 5 en anillos incubados con yohimbina,
fentolamina, prazosina y verapamilo.* p>0,05 vs control (C).

Compuesto 4 Compuesto 5
Antagonista
Emax (%) pD2 Emax (%) pD2

115+2,26 4,11+0,01 112+1,69 4,22+0,00

Yohimbina (1uM) 96+4,91 4,09+0,02** 109+2,93 4,02+0,01*
Yohimbina (100uM) 92+2,67 3,85+0,01** 100+4,40 3,94+0,01*
Fentolamina (1puM) 111+2,37 4,27+0,02 117+1,54 4,05+0,00
Prazosina (1uM) 121+2,36 4,07+0,01 114+1,93 4,30+0,02
Verapamilo (10uM) 86+3,51 3,98+0,01** 92+5,05 3,94+0,00**
Verapamilo (100pM) 67+20,50 3,61+0,17* 43+1,72 3,90+0,02**

La respuesta del C4 frente a antagonistas como yohimbina y verapamilo, también fue
evaluado a 100 uM, con el fin de observar el comportamiento inhibitorio ejercido por cada
uno de estos. Yohimbina 100uM desplaza la curva de concentracion-respuesta
disminuyendo su potencia sin afectar su Emax, (Figura 4-39) y verapamilo 100 uM modifica
la respuesta disminuyendo Emax pero no su pD; (Figura 4-40 y Tabla 4-15). Se observaron
diferencias significativas (p<0,05) entre los experimentos de yohimbina (1 uM y 100 pM) y
verapamilo en las concentraciones evaluadas (10 uM y 100 pM).

Figura 4-39:Curva concentracion-respuesta de C4 en anillos incubados con yohimbina 1
UMy 100 UM (Y). *p<0,05 vs C4 y +p<0,05 vs C4+Y (1uM).
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Figura 4-40:Curva concentracion-respuesta de C4 en anillos incubados con verapamilo 10
UMy 100 pM (V). *p<0,05 vs C4 y +p<0,05 vs C4+V (10 pM).
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El compuesto 5 (acido 3-O-b-D-glucopiranosil-( 1 Y-B-P-glucopiranosil oleandlico)
demostré efecto vasoconstrictor en anillos integros y sin endotelio en un intervalo de 10 i
320 pg/ml. Su efecto fue dependiente de la adicion acumulativa del compuesto su Emax Y
pD. se presentan en la Tabla 4-15. Posterior a la confirmacién de los supuestos de
normalidad se realiz6 una t - Student pareada, la cual no indico diferencias significativas
entre experimentos de anillos con y sin endotelio p>0,05 (Figura 4-41).

Figura 4-41:Curva concentracion i respuesta de C5 obtenido de Passiflora quadrangularis
L. en anillos con endotelio (C5+) y sin endotelio (C5-).
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De igual forma a lo presentado por el compuesto 4 los experimentos con anillos pre-
contraidos con el compuesto 5 y dosis acumulativas de ACh (Figura 4-42) y NPS (p<0,05)
(Figura 4-43), se confirmé el efecto endotelio independiente.
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Figura 4-42:Curva concentracion-respuesta de ACh en anillos pre-contraidos con
compuesto 5 (C5) (210ug/ml). * p<0,05 vs C.
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Figura 4-43:Curva concentracion-respuesta de NPS en anillos pre-contraidos con C5
(210pg/ml). *p<0,05 vs C.
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Para identificar el posible mecanismo de accién del compuesto 5, se realizaron
experimentos en anillos incubados con yohimbina, prazosina, fentolamina y verapamilo y
adicién de concentraciones acumulativas del compuesto. Tras realizar los procedimientos
estadisticos pertinentes se establecieron diferencias significativas del compuesto 5 vs

yohimbina (Figura 4-44) y verapamilo (p<0.05) (Figura 4-45), pero no frente a prazosina y
fentolamina (p>0,05) (Tabla 4-15).



96 Determinacioén de los efectos antihipertensivos de fracciones

aisladas de Passiflora quadrangularis L. en murinos

Figura 4-44:Curva concentracion-respuesta de C5 en anillos incubados con yohimbina
1uM (Y). *p<0,05 vs C5.
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Figura 4-45:Curva concentracién-respuesta de C5 en anillos incubados con verapamilo
10uM (V). *p<0,05 vs C5.
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En los ensayos del compuesto 5 con yohimbina (100uM) se observaron diferencias
significativas respecto a yohimbina (1uM) y cambios en la pD-, pero no sobre la Emsx (Figura
4-46), asi mismo en los ensayos con verapamilo se observaron cambios tanto en Emax,

como en su pD; con diferencias estadisticas de verapamilo 100uM sobre 10uM (Figura 4-
47).
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Figura 4-46:Curva concentracion-respuesta de C5 en anillos incubados con yohimbina
1uM y 100uM (Y). *p<0,05 vs C5y +p<0,05 vs C5+Y (1pM).
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Figura 4-47:Curva concentracién-respuesta de C5 en anillos incubados con verapamilo
10uM y 100uM (V). *p<0,05 vs C5 y +p<0,05 vs C5+V (10uM).
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Hasta el momento los resultados mencionados no permiten definir si el mecanismo por el
cual las saponinas ejercen su efecto vasoconstrictor esta relacionado con la activacién de
receptores U, o la activacion de canales de calcio. Sin embargo, curvas con el reconocido
agonista U clonidina y reportes de la literatura sugieren que bloqueadores de canales de
calcio reducen la vasoconstriccion inducida por la excitacion de los receptores U

postsinapticos (Van Zwieten, Timmermans, Thoolen, Wilffert, & De Jonge, 1986).

En la Figura 4-48, se puede observar la respuesta de clonidina (1nM-100uM) frente a los
antagonistas yohimbina y verapamilo, mediante una ti Student pareada, previa verificacion
de los supuestos de normalidad se identificaron diferencias estadisticas de los

antagonistas frente a Clonidina reflejados en la Emax y la pD2 (Tabla 4-16).
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Figura 4-48:Curva concentracion-respuesta de clonidina (Clo) en anillos incubados con
verapamilo (V) 10uM y yohimbina (Y) 100uM. *p<0,05 vs Clo.
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Tabla 4-16:Emaxy pD2 de Clonidina en anillos incubados con yohimbina y verapamilo.
*p<0,05 vs Clo.

Clonidina
Antagonista
Emax (%) pD2
65+1,15 6,60+0,03
yohimbina (1puM) 49+1,10* 5,88+0,03**
verapamilo (10uM) 38+0,57** 6,37+0,03**

4.3.2 Identificacion del mecanismo vasodilatador

En la evaluacion vascular del compuesto 6 (2 ééxilopiranosilvitexina) se observo
vasodilatacion tenue entre las concentraciones 0,01-100 pg/ml, la respuesta fue expresada
en porcentaje donde el 100% corresponde a la contraccién de PE. La adicidon acumulativa
provoco vasodilatacion que no supero el 20%. Para identificar el posible mecanismo de
accion del compuesto 6, se evalué principalmente la inhibicion de NO mediante NG-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME), un inhibidor de NOS e inhibicién de sGC con 1H-[1,2,4]
oxadiazolo [4,3 alquinoxalin-1-ona] (ODQ). Previa confirmacion de los parametros
estadisticos de normalidad, se realizé una t-student pareada y se establecieron diferencias

entre los dos inhibidores respecto a los anillos tratados con el compuesto 6 (p<0,05) (Figura
4-49).
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Figura 4-49:Curva concentracion-respuesta de Compuesto 6 en anillos incubados con L-
NAME 100puM y ODQ 30uM. * p<0,05 vs C6.
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En la evaluacion vascular de la FD-8, se observé vasodilatacion en anillos pre-contraidos
con PE, este efecto se atribuye a la presencia de alcaloides b-carbolinicos los cuales son
reconocidos por su efecto vasodilatador (Shi, Chen, Wang, Liao, & Chen, 2000). La
fraccion fue adicionada en un intervalo de 100-150 pg/ml y su efecto fue dependiente de
la concentracion con Emax de 83+4,7%.

En la identificacién del mecanismo de accion en anillos incubados con inhibidores de vias
asociadas a vasodilatacién, previa verificacion de los supuestos de normalidad se realiza
una t-student pareada que permite observar diferencias significativas en anillos tratados
con atropina, L-NAME y ODQ (p<0,05) (Figura 4-50), pero no en anillos tratados con
propranolol e indometacina(p>0,05) (Tabla 4-17).

Tabla 4-17:Emax Yy pD2 de FD-8 en anillos incubados con L-NAME, indometacina,
propranolol, atropina y ODQ. *p<0,05 vs FD-8

FD-8
Antagonista
Emax (%) pD2
83+4,69 3,22+0,03
L-NAME (100uM) 80+4,87* 3,07+0,02*
indometacina (1pM) 80+3,41 3,21+0,02
propranolol (1uM) 77+3,55 3,15+0,03
Atropina (30uM) 61+3,76*** 3,09+0,02***

ODQ (30uM) 36+3,61** 3,02+0,03**
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Figura 4-50:Curva concentracion-respuesta de FD-8 en anillos incubados con L-NAME
100uM, ODQ 30uM, atropina (A) 30uM. * p<0,05 vs FD-8.
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El tratamiento de la hipertension en ratas SHR con el extracto y fracciones FD y FM
aisladas de Passiflora quadrangularis L. fue efectivo desde la primera semana de
tratamiento y hasta la sexta semana con una dosis de 75mg/Kg/dia (Figura 4-15), este
resultado confirma lo encontrado en estudios previos donde el extracto etanélico demostré
efecto antihipertensivo en tres diferentes dosis 75, 150, y 300 mg/Kg en ratas Wistar
hipertensas con la administracion de L-NAME durante 7 semanas (Barefio et al., 2017).

En la realizacién de investigaciones farmacolégicas la actividad antihipertensiva ya ha sido
reportada en otras especies de Passiflora, como es el caso del extracto etanélico y acuoso
de Passiflora edulis en un modelo experimental de ratas hipertensas inducidas con L-
NAME (Rojas et al., 2006)

Las SHR es el modelo de hipertension desarrollado por Okamoto y Aoki en 1963 y es
ampliamente utilizado en investigacion por sus similitudes con la hipertension arterial
esencial en humanos, la cepa Wistar Kyoto (WKY) es la Unica que puede ser usada como
control normotenso de las ratas SHR dado que esta cepa fue originalmente derivada de
las ratas WKY. Esta comprobado que mantiene sus niveles de PAS en un valor medio de

140mmHg durante 8 semanas (Kassan, 2010), por lo que teniendo en cuenta el principio

de |l as Tres RO6s (reemplazo, reducci- -n vy refi

el numero de animales, sin uso de control normotenso WKY, sin afectar la precisiéon de los

datos obtenidos.

De acuerdo con el estudio fitoquimico realizado de las fracciones y compuestos aislados
de Passiflora quadrangularis L, los responsables del efecto favorable sobre la presiéon
arterial sugiere varios candidatos. Las saponinas oleandlicas (compuestos 4 y 5)
obtuvieron resultados interesantes en la evaluacion vascular In vitro y se les atribuyen otras

propiedades farmacoldgicas como antioxidante y anti-hiperlipidémico (Somova et al.,

nai
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2003), derivados esteroideos como el estigmasterol (compuesto 1) conocidos
frecuentemente como fitosteroles reconocidos por disminuir el colesterol en plasma y

prevenir eventos cardiovasculares (Sriraman et al., 2015).

Los flavonoides (Compuesto 6) tiene reportes que mencionan su uso en el manejo de la
presion alta (Clark et al., 2015), capacidad antioxidante, protectores del sistema
cardiovascular (Mills et al., 2016) y estimulantes de la produccién de NO desde las células
endoteliales (Bai et al., 2015). Los alcaloides b- carbolinicos (FD-8) tiene reportes de
reducir la presion arterial y la resistencia vascular periférica (Shi et al., 2000), ademas de
la relajaciébn vascular que ejerce en anillos aislados de aorta como se mencioné

anteriormente.

EI §cido A gamma ami Myrhibetlaactividacdde éndirnacpnuedidotao
de angiotensina (ECA), disminuye la hipertension arterial y tiene efectos positivos sobre la
hipertrofia cardiovascular en ratas SHR, su efecto se debe a la atenuacion de la trasmision
simpética a través de la activacion del receptor Gabag a nivel presinaptico (Ngo & Vo,
2019).

Los metabolitos identificados de la planta Passiflora quadrangularis L son promisorios en
el tratamiento de la hipertension, como lo sugiere ademas el efecto presentado por las

fracciones FD y FM, por lo que su efecto no puede ser atribuido solamente a uno de ellos.

En los ensayos de funcionalidad en aorta de ratas SHR tratadas con E, FD y FM (Figura
4-16) todos los tratamientos mejoraron la capacidad relajante de ACh como lo demuestra
la Emaxy pD2 (Tabla 4-9) y se observaron diferencias significativas respecto al control
(p<0,05). Se evidencio que la fraccién FD presento un pD: significativamente menor que E
y FM.

En la comparacion del efecto relajante de NPS sobre las curvas concentracion-respuesta
en anillos de ratas SHR tratadas, todos los tratamientos demostraron relajacion
dependiente de la concentracion de NPS (Figura 4-17). Se observaron diferencias
significativas de E 'y FD sobre C pero no de FM sobre C (Tabla 4-9), este resultado confirma

los hallazgos de actividad vascular In vitro, donde la fraccion FM tiene mayoritariamente
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saponinas oleandlicas con efecto independiente de endotelio, mientras que la fraccion FD
conti ene a-tahaihioms, deeles cuales ya se comprobd su efecto endotelio
dependiente.

En las curvas realizadas con concentraciones acumulativas de PE, se observa un
comportamiento que confirma los resultados encontrados a nivel vascular, con aumento
de la contraccion ejercida por PE en el tratamiento E y FM y sin diferencias de FD respecto
a C (Figura 4-18, Tabla 4-9).

Sobre las arterias de conductancia la relajacion de ACh es mediada por la accion de NO,
mientras que en los vasos de resistencia (arterias mesentéricas o renales) la relajacion de
ACh depende de la producciéon de mas de un tipo de EDRF. En animales normotensos
EDHF ha sido descrito como uno de los principales mediadores de la relajacion vascular

dependiente de endotelio en arterias de resistencia (Kang, 2014).

La respuesta relajante de ACh sobre anillos aislados de mesenterio mejord
significativamente en todos los tratamientos respecto a C (Tabla 4-10, Figura 4-19). La
relajacion vascular con ACh requiere de la presencia de células endoteliales, su
estimulacion libera EDRF para relajar el musculo liso (Kang, 2014). El endotelio vascular
tiene un papel clave en la transduccion de sefiales quimicas y mecanicas a través de la
liberacion de EDRF, que se refiere principalmente a vasodilatadores como PGl,, NO y
EDHF importantes durante el control de la presion arterial (Guifa Chen, Suzuki, & Weston,
1988). En cuanto los anillos tratados con SNP, el tratamiento FD y FM su capacidad
relajante decreci6 significativamente respecto a C (Figura 4-20). De los anillos contraidos
con concentraciones acumulativas de PE no se observaron diferencias significativas de los

tratamientos frente a C (Figura 4-21).

Los vasos sanguineos del corazon, los rifiones, arterias y cerebro son el objetivo principal
del dafio hipertensivo. Los anillos de las ratas SHR tratadas con E mejoraron la capacidad
relajante de ACh en los ensayos de rifion perfundido (Tabla 4-11; Figura 4-22), se sabe
gue EDHF contribuye significativamente a la relajacion renal dependiente de endotelio, la
hiperpolarizacion inducida es menor en arterias de resistencia de ratas SHR que ratas
WKY (Hayakawa et al., 1995) , por lo tanto, el tratamiento E favorece la liberacion de

vasodilatadores asociados a EDRF.
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El analisis morfométrico e histopatolégico busca identificar signos de remodelacion
cardiaca y vascular ocasionados por la hipertensién, como cambios progresivos en la
forma, tamafio y funcion del corazén, que resulta en sobrecarga de presion y volumen
ocasionando necrosis Y fibrosis del tejido, ademas se observan respuestas adaptativas a
nivel celular como la hipertrofia de cardiomiocitos, apoptosis y cambios en la composicién

y distribucién en los componentes de la matriz extracelular (colageno) (Rosas, 2006).

La hipertensién estimula la actividad del SRAA aumentando la produccién de ANG I
produciendo vasoconstriccién, disfuncién endotelial, inflamacion, hipertrofia cardiaca y
vascular, que se traduce en remodelado (Renna et al., 2013) a su vez, aumenta la
producciéon de NADPH en las células endoteliales, adventicias y del musculo liso, que
incrementa la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y activan vias de
sefalizacién que producen cambios morfol6gicos con incremento y proliferacién celular
(fibroblastos) (Te Riet, Esch, Roks, & Danser, 2015).

En cuanto a los estudios morfométricos de corazon, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los parametros evaluados excepto en el parametro W./R en
el que FD demostro diferencias significativas respecto al control (Figura 4-23; Tabla 4-12).
Sin embargo, en la determinacion del porcentaje de fibrosis, en el control se observaron
cambios sobre la matriz extracelular de vasos y cardiomiocitos que demostraron fibrosis
del tejido, y que los tratamientos revirtieron o evitaron como lo demostrd la cuantificacion

de este parametro (Figura 4-24).

El tejido cardiaco se compone de cardiomiocitos que se encuentran rodeados de una
matriz extracelular (coladgeno), existen diferentes tipos de colageno, en el miocardio los
mas abundantes son el | y Ill. Este conforma una red de fibras que proporcionan fuerza
cardiaca durante las fuerzas contréctiles. Durante las enfermedades cardiacas el aumento
de las deposiciones de coldgeno se pueden observar dos tipos de fibrosis, de reemplazo,
gue ocurre cuando la célula cardiaca muere y es reemplazada por colageno (Fibrosis
reparativa) y la fibrosis reactiva producida por el aumento de la carga mecanica, se
observan grandes cadenas de colageno entre los miocitos. Ambos conducen a disfuncion

sistolica y diastdlica (Jong, Veen, & Bakker, 2012).
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El andlisis histoldgico de los tejidos cardiacos es la forma mas aceptada y sensible de
estudiar los cambios patolégicos de la fibrosis. Rojo Sirio y Tricromico de Masson son los
métodos de tincibn de colageno comunmente utilizados en la deteccion de fibrosis
cardiovascular. Los cortes histologicos del corazon evidenciaron fibrosis reparativa y
fibrosis reactiva en todos los tratamientos, pero en mayor grado en los corazones del grupo
control. Los tratamientos demostraron efectividad en la reversion o detenimiento de
cambios asociados al remodelado cardiaco aun cuando a nivel morfométrico no fuera
posible establecer diferencias. Se ha reportado que el control normotenso WKY de la cepa
SHR, desarrolla hipertrofia cardiaca independiente de la sobrecarga de presion con valores
de tamafio celular, fibrosis y disfuncién diastélica de una magnitud cercana a la cepa SHR
(Aiello et al., 2004).

A nivel vascular los estudios morfométricos no permitieron establecer hipertrofia vascular
(Tabla 4-13), pero la estimacion del porcentaje de fibrosis si permitié observar los cambios
a nivel intersticial de las células del muasculo liso con diferencias del control respecto a los
tratamientos (Figura 4-25). La pared vascular esta formada por células endoteliales, células
del musculo liso y fibroblastos; La hipertensién genera cambios estructurales que afectan
el diametro de la luz vascular y termina en remodelacion vascular, este es un proceso
estructural que implica el crecimiento y muerte celular, disfuncién endotelial y degradaciéon

de la matriz extracelular.

De acuerdo con lo anterior los tratamientos atenuaron la produccion de fibrosis,
aumentaron la biodisponibilidad de NO y mejoraron la funcién endotelial como se observé
en experimentos de drgano aislado, con lo que se infiere que el tratamiento con E, FD y
FM disminuyen el remodelado cardiaco y en mayor medida el remodelado vascular

provocado por la hipertension sobre el modelo experimental de ratas SHR.

Los tratamientos disminuyen la disfuncion endotelial y procesos inflamatorios que generan
remodelado cardiaco y vascular, ademas con las pruebas de peroxidacion lipidica y
determinacion de anion superoxido, aungue no se observaron diferencias significativas se
observa la tendencia de los tratamientos a reducir el estrés oxidativo caracteristico de la

hipertension (Figura 4-26 y 4-27).
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El uso de tejido vascular de rata en preparaciones de 6rgano aislado ha permitido adelantar
estudios in vitro e in vivo desde principios de la década de 1960, y a pesar de los avances
es el modelo de primera eleccion en la investigacion de hipertension, ateroesclerosis, vias
metabdlicas y aneurismas aorticos, por mencionar algunos, ademas facilita la identificacion
de mecanismos de accion y la cuantificacion de la relacién concentracidén-respuesta frente

a dianas farmacoldgicas (Rameshrad et al., 2016).

El estudio vascular de las fracciones y compuestos aislados de Passiflora quadrangularis
L. estableci6 que el extracto, FM, C4 y C5 ejercen vasoconstriccion en anillos aislados de
aorta y su efecto no se ve alterado por la ausencia del endotelio. El endotelio tiene un
importante papel en liberacion agentes con efecto vasodilatador y vasoconstrictor, como
el NO, cGMP, TXA;, PGE;, PGF.y PGl endotelina-1, EDHF, entre otros, que pueden
modular la respuesta del agente de estudio (Duboscq, 2017). Retirar el endotelio de los
anillos aérticos asegura que el efecto vasoconstrictor observado dependa de mecanismos

asociados a las células de musculo liso.

En los anillos integros pre-contraidos con E, FM, C4 y C5, se observd un efecto endotelio
independiente inhibiendo totalmente la relajacién de ACh (Figura 4-29; 4-32; 4-35; 4-42),
gue sugiere un efecto sobre el musculo liso vascular. ACh es un estimulador de NO que
difunde desde las células endoteliales al musculo liso, activa cGMP y esta a su vez activa
PKC causando vasodilataciéon por inhibicién de la entrada de Ca?" (Rameshrad et al.,
2016). Sin embargo, en los anillos tratados con dosis acumulativas SNP (Figura 4-30; 4-
33; 4-36;4-43) se observo relajacion dependiente de la concentracion. SNP es un donador
de NO que actia directamente sobre el musculo liso induciendo hiperpolarizacion de la

membrana y estimulando la actividad cGMP (Bonaventura et al., 2008).

De los mecanismos de vasoconstriccion independientes de endotelio tenemos las vias de
sefializacion de Ca?* (Ca?" intra y extracelulares) y los asociados a la activacion de
receptores adrenérgicos. ElI compuesto 4 en anillos incubados con yohimbina (1uM)
demuestra un comportamiento que afecta su Ema pero no su pD;, al aumentar la
concentracion del antagonista (100uM) su Emaxy pD2 también disminuyen (Figura 4-39).
Los anillos contraidos con el compuesto 4, e incubados con verapamilo (10uM y10uM),
también se observa relacion concentracion-respuesta respecto a su Emax Y pD2, que

provocé una inhibicion parcial (Figura 4-40; Tabla 4-15).
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Yohimbina desplaz6 la curva de Compuesto 5 modificando su pD», pero no su Emaen las
dos concentraciones evaluadas (Figura 4-46), en cuanto a los ensayos con verapamilo, se
observo una inhibicion del efecto del compuesto 5 reflejado principalmente en su Emax
(Figura 4-47). El compuesto 4 y 5 son similares en cuanto a su Emax, pD2Yy su accion lenta
y sostenida sobre los anillos de aorta.

Los resultados mencionados no permiten aun discriminar si los compuestos son agonistas

de r ec e pb activanscantles de Ca?*, por lo cual se procedi6 a realizar curvas

concentracion-respuestaconc | oni di na un reconocido ageni st a

en anillos incubados con yohimbina y verapamilo. Ambos desplazaron la curva hacia la
derecha afectando su Emaxy pD2 (Figura 4-48).

Estudios previos demuestran que | a esque
inducen constriccion vascular son sensibles a la entrada de Ca?' provocada por
antagonistas de Ca?*, por lo tanto, el efecto de verapamilo sobre anillos contraidos con
clonidina, compuesto 4 y 5 es causado por la inhibicién de la entrada de Ca?*y no por el
efecto propio de los blogueadores de Ca?*. Ademas estudios de radioligandos muestran
que los bloqueadores de Ca?*poseenunabajaaf i ni dad por lpalequela
disminucion de la contraccién no puede explicarse por la unién de farmacos bloqueadores

de Ca?* con estos receptores(Van Zwieten et al., 1986).

De acuerdo con | o presentado | a estiponwn
agonista de este receptor esta acomparado de afluencia de iones Ca?* que contribuye con
la activacion de proteinas contractiles, cuando un antagonista de Ca?* esta presente inhibe
la entrada de Ca?* al interior de la célula lo que deteriora el proceso contractil. Este
resultado concuerda con informes previos en el que bloqueadores de VOCC atenuan la
contraccion de vasos aislados activadosp or r e ¢ e,ms$i comels aflugéncia de Ca?*

mediada por este receptor en células miometriales (Ok, Bae, Shim, & Sohn, 2012).

L a estimulaci - n d e es Imem®s suseeptible o see sfectddla por

mul aci
ceptor ¢
aci n

antagonistas de <cal ci anodepkendeedt ka corrientecdracalljgo ni st a s

de Ca?*, si no de su estimulacién a nivel intracelular desde el SR. Ensayos realizados por
Timmermans, Chiu, & Thoolen, 1987 demost rar on que un ;a0yno
metoxamina no se vio afectado por bloqueadores de canales de Ca?*, ademas se observo

gue los compuestos en mencién, en los ensayos con anillos incubados con prazosina y

ni st a
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fentolamina no demostraron diferencias significativas, lo que confirma esta asercion (Tabla
4-15).

Es asi como la contraccion inducida por los compuestos 4 y 5 podria depender de la
entrada de Ca?" a través de VOCC desde el espacio extracelular y de la estimulacién de
r ecepten angdlos e aorta desprovistos de endotelio. Sin embargo, los ensayos
realizados no permiten discriminar con seguridad el mecanismo implicado de
vasoconstriccion de estos compuestos, por lo que es necesario realizar ensayos de

afinidad sobre receptores mediante mediciones de union a ligandos.

Ag o ni s;toms la déxmedetomidina también inducen contraccion a través de la entrada

de Ca?* al interior de la célula por estimulacion de VOCC y mediante la estimulacion de

r e c e pt.pcomnodo démuestran experimentos con rauwolscina ( Uy o h i36uMiyn a)
verapamilo 1uM que inhibieron la contraccion de dexmedetodimina con pD. 2.59+0,34,

Emax 53£22 % y pD,2,19£0,60, Emax 51+14 % respectivamente (Ok et al., 2012)

Recept aseescuetdran presentes a nivel pre y postsinaptico en el musculo liso
vascul ar , vyiaeiel postsitaptipoty ambosiproducen vasoconstriccion (Fauaz,
Feres, Borges, & Paiva, 2000; Timmermans et al., 1987). E | r e cpducen efettos
tanto a nivel nervioso central como periférico, esta involucrado en la regulacién de muchos
procesos fisiolégicos, entre ellos el control de mecanismos antihipertensivos, regulacion
de la actividad contractil uterina, pueden producir sedacion, analgesia, bloqueo parcial de
sintomas de abstinencia en pacientes crénicos de opioides, entre otros (Giovannitti,
Thoms, & Crawford, 2015; Gnus et al., 2013).

Los r ec exsdbe relesistermad nervioso central son responsables de la sedacion,
analgesia y efectos simpéaticos y en musculo liso vascular y demuestra efectos
vasopresores, inhiben la adenilato ciclasa que a su vez disminuye la concentracion de
adenosina monofosfato ciclico (CAMP). La inhibicion de cAMP y del flujo de salida de K*a
través de canales de Ca?* evita que los iones de Ca?* ingresen al terminal nervioso, lo que
produce supresion de actividad neuronal e inhibe la liberacion de noradrenalina
produciendo hipnosis, sedacion y reducciéon de la frecuencia cardiaca y presion arterial
(Giovannitti et al., 2015).
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Los dos compuestos evaluados son saponinas derivadas del &cido oleandlico, el uso
tradicional de este tipo de saponinas en el tratamiento de la ateroesclerosis, hiperlipidemia,
inflamacién, cancer e hipertension ya ha sido documentado (Man et al., 2010; Silva et al.,
2012; L. Yu et al., 2012). Respecto a la estructura quimica la diferencia de las unidades de
azucar no influy6 en su actividad bioldgica, pero si en sus propiedades fisicoquimicas como

la solubilidad.

El compuesto 6 demostroé relajacion tenue que fue inhibida completamente por L-NAME y
ODQ. Referentes bibliograficos reportan que Orientina produce relajacion en anillos pre-
contraidos con PE en anillos con y sin endotelio y su efecto se disminuye con la inhibicién
de la NOS y cGMP (Bai et al., 2015). EI compuesto 6 estimula la liberacion de NO desde
las células endoteliales por lo que su efecto esta relacionado con la activacion de la via del
NO- cGMP e inhibe la contraccién inducida por la activacion de VOCC y ROCC (Bai et al.,
2015).

Los flavonoides y en especial derivados de vitexina tienen mudltiples actividades
farmacoldgicas en modelos experimentales y ensayos pre-clinicos, como anti-cancer,
antioxidantes, antiinflamatoria, antinociceptiva, antihipertensiva por mencionar algunas.

Ademds se encuentra presente en gran variedad de especies vegetales (He et al., 2016).

Finalmente, en los ensayos de la fraccion FD-8 se identifico tiene efecto vasodilatador en
anillos integros preccont r a2 dos con fenil efr i nearbolilcosr i bui do
presentes en esta fraccion. La vasodilatacion ejercida por la fraccién disminuy6 en anillos

incubados previamente con L-NAME, atropina y ODQ (Tabla 4-17; Figura 4-50).

El uso de los antagonistas para examinar la participacion del mediador de la relajacion
dependiente de endotelio inducida por FD-8 indicaron que el NO se encuentra involucrado,
pero no la PGI; 0 activacion de receptores b . A u n-MAME didminuyo el efecto de FD-
8 (80+4,87%), ODQ afectd en mayor grado su Emax (36+3,61%). Por lo tanto, el NO liberado
por las células endoteliales difundido hacia las células del musculo liso incrementan la
concentracion de cGMP intracelular y activa la sGC produciendo relajacion (Mota et al.,

2015), ODQ bloguea este proceso.

FD-8 también esta involucrado con la activacién de receptores muscarinicos, los cuales
inducen vasodilatacion liberando factores relajantes derivados de endotelio (EDRF) y

activacion de los receptores M: y M3 presentes en el endotelio (Tangsucharit, Takatori,
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Zamami, & Goda, 2016). Previamente ya habia sido reportado el efecto vasodilatador y la
disminucion de la presion arterial y resistencia vascular periférica ejercido por los alcaloides
b- carbolinicos aislados inicialmente de Peganum harmala (Shi et al., 2000).

Los productos naturales continlan proporcionando diversidad Unica comparada con la
guimica combinatoria, presenta oportunidades para descubrir compuestos novedosos y su
uso como medicamento ha sido descrito a través de la historia. En cuanto a los compuestos
aislados de Passiflora quadrangularis L. que demostraron actividad vascular en anillos
aislados de aorta son favorables candidatos para ser usados en el tratamiento de la
hipertension, siendo indispensable continuar con la investigacion de estos metabolitos.



6.Concl usi ones

Mediante el fraccionamiento quimico fue posible aislar compuestos que ya habian sido
reportados dentro del género Passiflora, Passiflora quadrangularis L., u otro género, como
el caso del estigmasterol, 3-O-b6-D-glucopiranosilestigmasterol, acido 3-O-b-D-
glucopiranosil oleandlico, &acido 3-O-b-D-glucopiranosil-( 1 Y2 b -D-glucopiranosil
oleandlico y 2 ééxilopiranosilvitexina. Sin embargo, también fue posible aislar e identificar
compuestos para la especie de estudio que no habian sido reportados previamente como
el 9,19-ciclolanost-24Z-eno-1 b , 3 b, -tettadl,i 32 @6-di-O-b-glucosido, 9,19-
ciclolanost-24Z-eno-3b, 21, 26b-triol-3-O-b-gentibidsido-26-0O-b-glucopirandsido y el acido
A-aminobutirico (GABA).

Sobre el compuesto 6 esta implicada la via NO-cGMP y en cuanto a la fraccion FD-8, el
mecanismo de accién esta implicada la via NO-cGMP y la ruta muscarinica. En cuanto a
los compuestos 4 y 5 su efecto vasoconstrictor y posiblemente a g o n i > agonista de

canales de Ca?* es reportado por primera vez en este trabajo.

Los tratamientos E, FD y FM controlaron durante todo el tiempo de estudio la hipertension
de las ratas SHR, los resultados de esta investigacion sugiere que su efecto
antihipertensivo estéa relacionado con la mejora de la respuesta endotelial y disminucion de

la produccion de ROS.

El extracto, fraccibn metandlica y en mayor medida la fraccion diclorometanolica logran
reducir la hipertrofia vascular y cardiaca de ratas SHR tratadas, que sugiere efecto anti-

remodelado cardiovascular.
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7. Recomendaci ones

Se sugiere que el siguiente paso de estudio sea la evaluaciéon in vivo en modelos de
hipertension adecuados como las ratas SHR de los compuestos aislados identificados

durante esta investigacion.

Para posteriores estudios se sugiere evaluar su efecto a nivel del sistema nervioso central
y afinidad sobr g tediead® ernrceenta [ps reporees predios del efecto

sedante presente el extracto etandlico y acuoso de Passiflora quadrangularis L.
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