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RESUMEN

Introduccién: El Aconitum napellus es unaplantaoriginaria de Europay Asia que hasido utilizada
histéricamente en medicina tradicional por sus reconocidas propiedades analgésicas. Sin embargo,
también se la conoce por su toxicidad, ya que su ingesta inadecuada puede causar efectos nocivos,
entreellos la cardiotoxicidad. Sin embargo, no todos los fitoquimicos presentes en la planta han sido

completamente evaluados.

Objetivo: Evaluar la cardiotoxicidad de los fitoquimicos encontrados en el Aconitum napellus

mediante los modelos QSAR.

Metodologia: Investigacion basica, cuantitativay explicativa estudiando 111 fitoquimicos
del Aconitum napellus utilizando modelos QSAR disponibles en ADMETLab y PredhERG.

Resultados: Se analizaron 111 fitoquimicos encontrados en la base de datos Lotus, todos
estos presentes en el Aconitum napellus, incluyendo la aconitina y sus isémeros, los cuales

destacaron por su potencial cardiotdxico derivado del bloqueo de la proteina hERG.

Conclusion: El estudio realizado confirmé la cardiotoxicidad principalmente de los
alcaloides, aconitina y sus isomeros o analogos, los cuales presentan alta probabilidad de

bloqueo de la proteina hERG.

Palabras clave: Aconitum napellus, cardiotoxicidad, proteina hERG, blogueo.
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Abstract
Introduction: Aconitum napellus is a native plant from Europe and Asia that has been
historically used in traditional medicine for its recognized analgesic properties. However, it
is also known for its toxicity, since its inadequate intake can cause harmful effects, including
cardiotoxicity. However, not all the phytochemicals present in the plant have been fully
evaluated.

Objective: To evaluate the cardiotoxicity of phytochemicals found in Aconitum napellus
using QSAR models.

Methodology: Basic, quantitative and explanatory research studying 111 phytochemicals of
Aconitum napellus using QSAR models available at ADMETLab and PredhERG.

Results: A total of 111 phytochemicals found in the Lotus database were analyzed, all of
them present in Aconitum napellus, including aconitine and its isomers, which stood out for

their cardiotoxic potential derived from the blockade of the hERG protein.

Conclusion: The study confirmed the cardiotoxicity mainly of the alkaloids, aconitine, its

isomers or analogues, which have a high probability of blocking the hERG protein.

Keywords: Aconitum napellus, cardiotoxicity, hERG protein, blocking
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ABREVIATURAS

QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship- Relacién Cuantitativa Estructura-
Actividad.

hERG: Gen humano relacionado con Ether a go go.
spp.: Especies.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry System- Sistema Simplificado de Entrada
de Linea para Moléculas.

FDA: Food and Drug Administration- Administracion de Alimentos y Medicamentos.
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INTRODUCCION

La planta Aconitum napellus, conocida como acénito o matalobos, es originaria de Asia y
Europa en zonas himedas y montafiosas. Historicamente, ha tenido un uso medicinal como
analgésico, aunque es altamente toxica debido a la aconitinay otros alcaloides que contiene.
Fue utilizada paraenvenenar lanzasy flechas en la prehistoriay guerras, también fue utilizada

en el imperio romano para asesinar oponentes politicos (1).

Esta planta se usa para el tratamiento topico de dolor de dientes y muelas (2). La tintura del
Aconitum napellus, donde se utiliza principalmente la raiz para aplicaciones farmaceuticas.
Se utiliza como descongestionante pulmonar y en el tratamiento de procesos respiratorios
como la gripe y la bronquitis. Esta tinturatambién sirve como un sedante en presenciade tos

y para el tratamiento de neuralgias debido a su alto contenido de alcaloides (2).

A lo largo del tiempo, se han registrado numerosos casos de intoxicacion por Aconitum
napellus, debido a la confusion con otras plantas. Los sintomas suelen manifestarse entre 30
y 45 minutos tras la ingesta o el contacto, especialmente con la raiz, debido a la alta
concentracion de fitoquimicos. Los sintomas incluyen nauseas, vomitos, prurito lingual,
parestesias en las extremidades y la cara que pueden progresar a paralisis corporal. También

puede presentar hipocalcemiay, en casos graves, muerte por fibrilacion ventricular (3,4).

La raiz del aconito tiene una mayor concentracion de fitoquimicos que el resto de la planta,
incluyendo la aconitina, alcaloide cristalizado muy activo. Dependiendo de la dosis produce
disminucion de la funcién cardiaca, en dosis bajas, y en dosis altas provoca vomitos,
espasmos y pardlisis total del corazén. El contacto con la piel y mucosas paraliza las
terminaciones nerviosasy causa insensibilidad. La tintura de aconito se usa como sedante y

para combatir el reumatismo (5).

En este trabajo de investigacion se evalué mediante herramientas computacionales basadas
en modelos QSAR el potencial cardiotdxico de todos los fitoquimicos presentes en esta planta
que hayan sido reportados. Este analisis permite brindar informacion inédita tanto para la
poblacion, como para las industrias sobre esta planta y el potencial cardiotdxico de sus

fitoquimicos.

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 1
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1.1 PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.
1.2 JUSTIFICACION.

La investigacion planteadatiene impacto en el areade la salud debido a que, esta plantatiene
entre sus fitoquimicos a un conjunto de moléculas que presentan un gran potencial toxico a
varios niveles del organismo como son hepatico, muscular y sobre todo a nivel cardiaco. De
hecho, algunas moléculas son conocidas por ser bloqueadoras de la proteina hERG alterando

el funcionamiento del canal sodio y potasio a nivel del corazon.

Ademas de la aconitina confirmada como cardiotoxica, pueden existir varios fitoquimicos
con actividad similar, pero que su potencial bloqueador de hERG no ha sido evaluado aun.

Por este motivo en el presente trabajo se ha realizado este estudio utilizando herramientas

computacionales basadas en los modelos QSAR para predecir su potencial cardiotoxico.

Estos hallazgos podrian ofrecer una guia valiosa tanto para la industria, como para el publico
en general para ampliar el conocimiento sobre el potencial cardiotéxico de la planta y

especialmente de cada uno de sus metabolitos.

1.2.1 PREGUNTA CIENTIFICA:

¢Ademas de los fitoquimicos que son conocidos como cardiotdxicos, las restantes moléculas
de Aconitum napellus pueden llegar a causar cardiotoxicidad debido a que bloquean la
proteina hERG?

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 3
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1.3 OBJETIVOS.

1.3.1 Objetivo General: Evaluar la cardiotoxicidad de los fitoquimicos encontrados
en el Aconitum napellus mediante los modelos QSAR.

1.3.2 Objetivos Especificos:

e Identificar mediante revision bibliografica los fitoquimicos que contiene el

Aconitum napellus.

e Evaluar mediante herramientas computacionales basadas en modelos QSAR la
probabilidad de cardiotoxicidad de fitoquimicos de esta planta.

e Categorizar los fitoquimicos de acuerdo a su cardiotoxicidad.

1.4 MARCO TEORICO.

1.4.1 Antecedentes:

En una investigacion realizadaen el 2004 por Bello-Ramireztitulada ‘“Un analisis QSAR de
la toxicidad de los alcaloides del Aconitum’ se analizaron mediante modelos QSAR
fitoquimicos encontrando que el aconito. Se encontraron moléculas que se clasificaronen el
denominado “grupo 1”7 y que tiene una dosis letal menor que la del “grupo 2”. Entre estas
moléculas, el aconito mostré potencial cardiotoxico superando significativamente su efecto

terapéutico (6).

En 2009 se publicé una investigacion realizada por Thomas Y.K Chan denominada
‘‘Envenenamiento por aconito’’ donde revisa la cardiotoxicidad y neurotoxicidad producida
por la aconitina, mesaconitina, hipaconitina, etc. Estos alcaloides presentes en esta planta,
principalmente en sus raices, ejercen accion sobre los canales de idnicos sensibles a voltaje

presentes en tejidos excitables como lo son el miocardio y los nervios (7).

En el articulo de Moritz F. et al, titulado“Intoxicacion aguda grave con céapsulas caseras de
Aconitum napellus: datos toxicocinéticos y clinicos” realizado en el afio 2005 se menciona
un caso clinicode un hombre de 22 afios ingresado por una intoxicacionaguda de Aconitum

napellus tras la ingesta de tres capsulas caseras de esta planta cada noche para

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 4
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lograr conciliar el suefio. Estas capsulas contenian 237 mg de raiz'y 19 mg de aconitina. El
paciente experimentd los primeros sintomas al despertar 5 horas después con parestesia
generalizada, nauseas, diarrea, vértigo, dolor toracico, disnea y discromatopsia. Al ingreso,
7 horas despues de la ingesta, el anlisis electrocardiografico mostré una bradicardia sinusal

con extrasistole ventricular polimorfica y bigemina (8).

En el articulo cientifico publicado en el 2011 titulado ‘‘Estudio de toxicologia clinica y
eficacia terapéutica del fitomedicamento Melagrio’’ realizado por Viana Isménia, se centra
en laevaluacion del potencial terapéutico de los fitoquimicos presentes en este producto. Este
es un fitomedicamento compuesto por seis plantas y una de ellas es el Aconitum napellus.
Tiene accion terapéutica expectorante y es utilizado para afecciones del tracto respiratorio
como la bronquitis aguda, debido a su efecto mucolitico y ademas alivia la tos. Entre los
fitoquimicos se encuentra aconitina, pseudoaconitina, mesaconitina, neopelina, hipaconitina

todos provenientes principalmente del acénito (9).

El articulo cientifico con titulo “Aspectos circadianos de la hipertermia en ratones inducida
por Aconitum napellus” realizado por Sanchez de la Pefia Salvador y colaboradores publicada
en el 2011 tenia como objetivo principal explorar los efectos de las dosis de Aconitum
napellus en la temperatura corporal de ratones tratados en 6 momentos diferentes durante 24
horas. 6 ratones hembras se colocaron en caAmaras diferentes, cada cAmara con a temperatura
ambiente. La temperatura rectal se midid al inicioy 22 horas después del tratamiento oral
con dos dosis de Aconitum napellus, en seis estudios durante un periodo de 30 dias. La
hipertermia inducida por aconito fue ritmicamente significativa para cada dosis, con mayor
hipertermia observada durante el periodo de reposo entre cada dosis. Como conclusion del
trabajo se observo que el acénito indujo hipertermiaen general y de manera dependiente del

tiempo, con mayores efectos durante el periodo de reposo (10).

El articulo denominado ‘‘El manejo de la arritmia ventricular en la intoxicacion por aconito’’
escrito por Tomas M. Caparrotta y John P. Thompson publicado en el 2017, menciona que
la intoxicacion por aconito no es muy frecuente. En animales se ha observado la presencia
de arritmiay fibrilacion ventricular, unatorsades de pointesy taquicardias que pueden llegar
a ser fatales. Las arritmias son producidas por la aconitina (11).

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 5
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En otra investigacion titulada como ‘‘Mecanismos toxicos de los alcaloides del aconito™
realizadas en el 2006 por M. Fu, M. Wu, Y. Qiao, Z. Wang observaron que en ratones hubo
un cambioen las propiedades electrofisioldgicas de los poros pertenecientes a los canales de
sodio dependientes de voltaje, por esta razon el efecto toxico de esta planta es de gran
espectro ya que afecta al corazon, al higado, sistemanervioso central, musculos, entre otros
tejidos (12).

En la investigacion ‘‘Intoxicacion por aconitina debido a la confusion de hojas de aconito
con apio silvestre’’ de los autores Michel A, Siebe I, Auwirter V, Regul D, Hermanns-
Clausen M. divulgan un ejemplo de envenenamiento accidental con aconito que se dio por la
confusion de una pareja adulta mayor que fueron ingresados debido a la ingesta de hojas de
Aconitum napellus, pensando que eran hojas de apio lo que produjo una intoxicacién por

aconitina donde se presentaron como sintomas parestesia, bradicardia e hipotension (13).

1.4.2 Marco referencial:

El Aconitum napellus es una planta que se encuentra principalmente en el hemisferio norte.
Esta planta crece de formanatural en varios paises asiaticos y europeos sobre todo en lugares
humedos y montafiosos, usado de forma ornamental. Utilizada desde la antigliedad como
medicina tradicional en la China y en Japon, se usa para tratar diferentes tipos de dolencias,
afecciones cardiacasy reumatoldgicas, en la actualidad se sigue usando como analgésicoya
que actua en las terminaciones nerviosas, pero siempre en dosis homeopaticas por su alta
toxicidad. Se usa también como antipirético, antitusivo y descongestionante, y en algunos
casos Via topica para tratar la alopeciay aliviar las inflamaciones. El acdnito contiene tanto
en su raiz como en sus semillas un alcaloide con propiedades neurotdxicas y cardiotdxicas

Ilamado aconitina (1).

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 6
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1.4.2.1 Anatomia de la planta

Imagen 1. Anatomia del Aconitum napellus (14).

Es una planta que mide alrededor de 60-180 cm de altura, tiene una raiz de forma tuberosa
puntiaguda de color pardo negruzco, un tallo recto, sus hojas con forma palmeada simple,
con margen entero y venacion dic6toma con el haz de color verde oscuroy el envés color
verde claro. Las flores son hermafroditas, cigoformas, pentameras, hipoginas, tiene un céliz
con 5 sépalos pentaloides formando un casco, las flores tienen un color azul oscuro, violeta,
andocreo con estambre numerosos y gineceo con 3 a 5 carpelos y con un fruto polifoliculo
(15).

1.4.2.2 Taxonomia
Orden: Ranunculales

Familia: Ranunculacea
Subfamilia: Trollioideae
Género: Aconitum
Especie: napellus (16, 17).

1.4.2.3 Propiedades y uso medicinal
Al hablar de las propiedades o uso medicinales del Aconitum napellus se utiliza la tinturade

laraiz de esta planta para el tratamiento de afecciones respiratorias. Ademas, es un analgésico

que se puede utilizar en pacientes que sean resistentes o alérgicos a la morfina, mediante un

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 7
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farmaco denominado como Aconitum D30. Este producto se obtiene a partir de la tinturade
esta planta para el preparado homeopatico, realizando una solucién inyectable isoténica que
se almacena en ampollas estériles de 1 mL y se encuentra disponible en las farmacias en

Francia.

Este fArmaco se usa en casos de neuralgia ciaticay otros dolores neuropaticos debido a que
actuan modificando las terminaciones nerviosas. En un estudio clinico participaron 61
pacientes donde 23 pacientes tenian problemas discorradiculares y se les administré el
Aconitum D30 evidenciando una eficacia del 96% es decir que 22 de los 23 pacientes

mejoraron significativamente los dolores de esta patologia (18).

Algunas personas suelen utilizar el aconito tanto en medicina, asi como ornamentalmente,
lo que ha facilitado que se produzcan intoxicaciones accidentales debido a su ingesta. Los
sintomas de la intoxicacion comienzan por parestesia en los labios, lengua y garganta,
seguido por problemas gastrointestinales como diarreas y vémitos, que puede Ilegar a una
fase mas grave que incluye paralisis corporal y respiratoria, llevando a causar muerte por

asfixia en poco tiempo (4).

La aconitinaes el fitoquimico mas conocido presente en esta planta, provoca una disminucién
del ritmo respiratorio y una disociacion auriculo-ventricular, es utilizada en la homeopatia,
debido a que se utiliza en muy pequefias cantidades por su gran toxicidad, se aplican como

antitusivo, descongestionante y antipirético (15).

1.4.2.4 Composicion fitoguimica

Los principales fitoquimicos de esta planta se indican en la siguiente tabla. Se describiran las
propiedades mas importantes de los fitoquimicos con mayor informacién bibliografica
disponible

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 8



Universidad
Catoélica
de Cuenca

Facultad de Bioquimica y Farmacia

Alcaloides

Acidos carboxilicos

Glucésidos de flavonol

Aconitina.
Pseudoaconitina.
Mesaconitina.
Neopelina.
Hipaconitina.
Napelina.

Neolina.
Jesaconitina.
Licaconitina.
Yunaconitina.
Bulleyaconitina.
Beiwutina.
Nagarina.
Aconina.

3-acetyl aconitina.
Pendulina.

N-
deacetyllappaconitin
a.

Lappaconitina.
Ranaconitina.

N-
deacetylfinaconitina.
N-

deacetylranaconitina

e Acido aconitinico.
e Acido citrico.

e Acido tartarico.

o [-3,4-
dihidroxifenetil  p-
glucopiranosido.

e Quercetina 7-O-(6-
trans-caffeoyl)-B-
glucopiranosil-
(1-3)-a-
ramnopiranosido-3-
O-B-
glucopirandsido.

e Kaempferol 7-O-(6-
trans  -caffeoil)-p-

glucopiranosil-

(1-3)- a-
ramnopiranésido-3-
O-p-

glucopirandsido.

Tabla 1. Principales fitoquimicos del Aconitum napellus.
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1.4.2.5 Aconitina

Imagen 2. Formula estructural de la aconitina fitoquimico presente en el Aconitum napellus
(29).

La aconitina, C34H47NO11 'y su nombre en nomenclatura IUPAC,
[(2R,4R,5R,6S,7S,8S,9R,10R,13R,14R,16S,17R,18S)-8-acetyloxy-11-ethyl-5,7,14-
trihydroxy-6,16,18-trimethoxy-13-(methoxymethyl)-11-azahexacyclo
[7.7.2.12,5.01,10.03,8.013,17]nonadecan-4-yl] benzoato, es un alcaloide C 19-
norditerpenoide, siendo el principal fitoquimico presente en varias especies del género
Aconitum. La descomposicion de la aconitina produce picroaconitina y napelina, que se
encuentran en la planta junto con taninos y otros alcaloides. La aconitina puede causar

paralisis y retraso en la circulacion (20).

Es un alcaloide conocido por ser altamente toxico. Se han llevado a cabo pruebas de toxicidad
de la aconitina en varios animales, incluyendo mamiferos como perros, gatos, conejillos de
indias, ratones, ratas y conejos, asi como en ranas y palomas. Los efectos toxicos pueden
variar segun la via de exposicion e incluyen desde efectos anestésicos localesy diarrea hasta

convulsiones, arritmias cardiacas e incluso la muerte (20, 21).

Ademas, posee efectos cardiotdxicos y neurotoxicos, posee la capacidad de disminuir la
actividad eléctrica que recorre los nervios, actuando como relajante muscular y reduccion de
la sensibilidad, lo que incluye la disminucion de la presion arterial, es altamente toxico

debido a que consumir 2 mg de estasustancia puede causar la muerte de un ser humano (22).
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1.4.2.6 Mesaconitina

Imagen 3. Formula estructural de la mesaconitina fitoquimico presente en el Aconitum

napellus (19).

La mesaconitina, C33H45NO11, su nombre en nomenclatura IUPAC,
[(1S,2R,3R,4R,5R,6S,7S,8R,9R,13R,14R,16S,17S,18R)-8-acetyloxy-5,7,14-trihydroxy-
6,16,18-trimethoxy-13-(methoxymethyl)-11-methyl-11-azahexacyclo
[7.7.2.12,5.01,10.03,8.013,17]nonadecan-4-yl] benzoato. Es un alcaloide dipertenoide
diester C19 derivado del género Aconitum spp. se clasificacomo téxico ya que tiene efectos
sobre sistema nervioso y cardiovascular al bloquear los canales de sodio dependientes de
voltaje de las células. Ademas, es un analgésicoy antiepiléptico, aunque se estan realizando

estudios para evaluar su potencial antidepresivo (23).

1.4.2.7 Aconitina cristalina

Imagen 4. Férmula estructural de la aconitina cristalina fitoquimico presente en el

Aconitum napellus (19)
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La aconitina cristalina, C34H47NO11, su nombre en nomenclatura IUPAC, 8-(acetyloxy)-
11-ethyl-5,7,14-trihydroxy-6,16,18-trimethoxy-13-(methoxymethyl)-11-azahexacyclo

[7.7.2.12,5.01, 10,0, 8.0'3, "]nonadecan-4-yl benzoato. Es un alcaloide norditerpenoide C19,
proveniente del aconito. Esta sustancia modifica la permeabilidad de los canales de sodio
dependientes de voltaje realizando su funcién por mas tiempo de lo que se deberia,
provocando una despolarizacion afectando los impulsos eléctricos tanto del sistema nervioso
como del corazon. Se utiliza esta molécula para inducir arritmias en experimentos en

animales de laboratorio (24).

1.4.2.8 Mecanismo de accion cardiotoxico mediado por el bloqueo de la proteina
hERG

La cardiotoxicidad es un conjunto de afecciones que se generan en el sistema cardiovascular

por la presenciade una sustanciaque puede afectar el funcionamiento del corazén de forma

intrinseca o extrinseca. Las patologias cardiacas muestran un cambio en el funcionamiento

del miocardio y modificacion en la dindmica funcional cardiovascular. Existen varios

mecanismos cardiotoxicos como: 1) interferencia de la homeostasis ionica, 2) alteraciones

del riego coronario, 3) alteraciones de las organelas y 4) estrés oxidativo (25).

1.42.9 Proteina hERG

El gen hERG se encuentra en el cromosoma 7 y codifica la subunidad alfa del canal de
potasio. Este canal regula la salida de potasio durante la fase 3 del potencial de accion
cardiaco, y su alteracion puede prologar el intervalo QT, lo que puede llevar a la generacion
de arritmias cardiacas (26, 27).

Esta proteina puede ser bloqueada por drogas con distintas funciones farmacol6gicas como
antibioticos como la grepafloxacina, antipalidicos como la quinina, antihistaminicos como
el astemizol, antiarritmicos como la quinidina, gastrocinéticos como el cisapride y

antipsicéticos como el sertindole, etc. (28).

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 12



Universidad
Catoélica
de Cuenca

Facultad de Bioquimica y Farmacia

La quinidina es un antiarritmico de clase la, su mecanismo de accion es bloquear
selectivamente los canales de sodio en las células del corazon ayudando a regular el ritmo
cardiaco, al llegar atener una intoxicacion o dosis altaen el organismo de laquinidinaactuara
en los canales de potasio implicando a la proteina hERG llegando a un prolongamiento del

intervalo QT ocasionando torsades de pointes (27)

1.4.2.10 Modelos QSAR y su empleo en la prediccién del bloqueo de hERG

Los anélisis in silico han cobrado cada vez méas relevancia en diferentes areas bioldgicas.
Existen diversas aplicaciones que incluyen la evaluacion de potenciales actividades
bioldgicas centradas en la busqueda de nuevos farmacos (29). De hecho, cada vez existen
mas trabajos que fusionan los resultados in silico con los in vitro o in vivo (30). Los modelos
QSAR por sus siglas en inglés significan Quantitative Structure Activity Relationships, se
definen como un conjunto de ecuaciones matematicas y algoritmos que sirven pararelacionar
la actividad bioldgica, quimica y toxicol6égica de una molécula comparandola por su
estructura quimica de compuestos que no se conocen, sin necesidad de realizar
experimentacion en el laboratorio (31). Existen en la actualidad varias herramientas
computacionales capaces de realizar predicciones del potencial cardiotoxico basadas en
modelos QSAR y que cada vez son mas empleadas en investigaciones que buscan predecir
propiedades toxicas de potenciales nuevos farmacos (32). En el presente trabajo se han usado

las siguientes:
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1.4.2.11 AdmetLab 2.0

AdmetLab 2.0 es una herramienta computacional que usa modelos QSAR que sirve para las
predicciones farmacocinéticasy toxicoldgicas de un compuesto quimico. De esta manera esta
herramienta colabora con el objetivo de reducir la experimentacion necesariaen laboratorio.
Las estructuras quimicas que se estudian se expresan mediante nimeros relacionando de
forma matematica la actividad toxicoldgica con la estructura, esto se puede utilizar para
predecir la respuesta de varias estructuras quimicas (33).

1.4.2.12 Pred-hERG
Es una herramienta que también utilizamodelos QSAR para relacionar la estructura quimica
de un compuesto, en este caso fitoquimico con su potencial para inhibir hERG. Esta

herramienta tiene una precision del 84% en predecir la toxicidad a nivel cardiaco. Estos

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 14



Universidad
Catoélica
de Cuenca

Facultad de Bioquimica y Farmacia

programas se fundamentan principalmente por modelos predictivos estadisticos que
correlacionan cuantitativamente la actividad bioldgicay toxicologica con una respuestaen el

organismo (34).
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2.1 Disefio de investigacion

Investigacion basica, cuantitativa y explicativa.

2.2 Universo - Poblacién:

Serén estudiados todos los fitoquimicos del Aconitum napellus que han sido reportadosen la
literatura y depositados en la base de datos Lotus.

2.3 Definicién y clasificacion de las variables.

Variables de investigacion

Variables
Independiente Fitoquimicos del Aconitum napellus
Dependiente Probabilidad de cardiotoxicidad

Fuente: Elaboracion propia.

2.4 Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencion de datos.

En primer lugar, se procedio a revisar en articulos cientificos los fitoquimicos de esta planta.
Lotus es una base de datos donde se puede obtener informacion y estructuras de los
fitoquimicos presentes en una planta cualquiera. De esta manera se encontraron 111
fitoquimicos presentes en Aconitum napellus. Entre la informacion que se obtiene de esta
base de datos se encuentra el codigo SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry
System) de cada molécula. Este codigo es una notacion que permite representar estructuras
quimicas de manera textual. Es una herramienta muy util en quimicoinformética porque
facilitalamanipulaciony el analisis de cada fitoquimico en herramientas como PredhERG y
en ADMETLab. Ambas herramientas arrojaron predicciones sobre el potencial cardiotoxico,
dominio de aplicabilidad y si estos bloguean o no la proteina hERG. De estas 111 después

del analisis se escogieron 16 fitoquimicos tomando en cuenta las que presentan el
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potencial cardiotdxico mésalto, estén dentro del dominio de aplicabilidad y bloqueen hERG.

2.5 Procedimientos estadisticos y andlisis de datos

Se analizaron 111 moléculasen las herramientas computacionales PredhERG y ADMET Iab.
Los datos obtenidos sobre el potencial de bloqueo de hERG se expresaen valores en el rango
de 0 al 1, donde el valor mas cercano al 1 indica un mayor potencial cardiotdxico. En
ADMETLab. Se tomo en cuenta el dominio de aplicabilidad donde existen 2 posibilidades:
“dentro” y “fuera”. Una molécula que para su andlisis estd dentro del dominio de

aplicabilidad significa que el modelo puede hacer predicciones confiables para esa molécula

En el caso de la herramienta PredhERG, se obtiene informacion de la probabilidad del
bloqueo de la proteina hERG con las dos posibilidades de resultado: “si” 0 “no”, dependiendo
si las moléculas bloguean o no a esta proteina. Tomando en cuenta todos estos resultados se

eligieron a 16 moléculas finales con mayor potencial cardiotdxico.

2.6 Aspectos éticos
El presente trabajo no usé informacion, ni muestras de seres humanos, ni de animales, por lo

gue no transgrede ningln aspecto ético relacionado con la investigacion.
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3.1 RESULTADOS

Se utiliz6 la base de datos Lotus para obtener las estructuras y codigo SMILES de los
fitoquimicos del Aconitun napellus, encontrando un total de 111 moléculas incluyendo a la
aconitina, mesaconitina, entre otros ya han sido reportados en la bibliografia como
cardiotoxicos. Ademas, se encontraron muchos fitoquimicos antes no reportados, entre ellos

muchos isdmeros de la aconitina que sugieren tener un gran potencial cardiotoxico.

3.1.1 Anadlisis del potencial de bloqueo de hERG segun la herramienta de
ADMETLab

Utilizando la herramienta ADMET]Iab se obtuvo el analisis de la potencia cardiotdxicade los

111 fitoquimicos del Aconitum napellus. En la tabla se encuentran los fitoquimicos con méas

potencial de bloqueo de hERG segun la herramienta ADMETLab.

N | Nombre Potencial de bloqueo de hERG
1 | Q105330306 0,934
2 | Q105208831 0,91
3 | Q104397725 0,865
4 | Q105237046 0,852
5 | Q105327244 0,85
6 | Q104979176 0,848
7 | Aconitina 0,847
8 | Q104252881 0,828
9 | Q63395983 0,81
10 | Mesaconitine 0,793
11 | Q104396088 0,769

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicufa Calle 20



Universidad
Catoélica
de Cuenca

Facultad de Bioquimica y Farmacia

12 | Q104375910 0,748
13 | Q105330307 0,684
14 | Q105327247 0,678
15 | Q105353108 0,677
16 | Q104979177 0,664
17 | Q104921554 0,65

18 | Q105024203 0,641
19 | Q105375588 0,581
20 | Q105353103 0,521

Tabla 2. 20 fitoquimicos con mayor potencial de bloqueo de hERG segun el programa
ADMETIab.

En la tabla se encuentra el nombre de la molécula (o cddigo en Lotus) y su potencial de
bloqueo de hERG en un rango de 0 al 1, siendo los valores mas cercanos al uno los que

representan una mayor cardiotoxicidad.

Es importante destacar a fitoquimicos como la aconitina (#7) y la mesaconitina (#10), que
son identificados por este programa como potenciales bloqueadores de hERG y que son
citados justamente en la bibliografia por ser alcaloides cardiotoxicos. Ademas, mas adelante
se profundizaraque la gran mayoria de los restantes fitoquimicos de esta lista que muestran

potencial cardiotoxico son isomeros de la aconitina.

3.1.2 Andlisis del potencial de bloqueo de hERG con la herramientade PredhERG
Utilizando la herramienta PredhERG se analizo los 111 fitoquimicos encontrados en la base
de datos Lotus. De este programa se extrajo informacion como: la potencia cardiotéxicay si
la estructura de la molécula esté dentro o fuera del dominio de aplicabilidad.
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N Nombre Potencial Dominio de Bloqueo de la
cardiotoxico aplicabilidad proteina
hERG
1 Q104921554 5,665 Fuera No
2 Q104971513 5,665 Fuera No
3 LTS0043260 5,658 Dentro No
4 Q105373937 5,658 Dentro No
5 Q105373934 5,658 Dentro No
6 Q105373935 5,658 Dentro No
7 Q104922557 5,623 Fuera No
8 Q104922555 5,623 Fuera No
9 LTS0123590 5,623 Fuera No
10 | Q104922556 5,623 Fuera No
11 Q105268314 5,616 Fuera No
12 Q105268316 5,616 Fuera No
13 | LTS0176873 5,602 Dentro No
14 Q104972413 5,602 Dentro No
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15 Q104972414 5,602 Dentro No
16 Q104972412 5,602 Dentro No
17 | Q104952024 5,5932 Fuera No
18 Q104952023 5,592 Fuera No
19 | Q105142492 5,589 Fuera No
20 | Q105142494 5,589 Fuera No

Tabla 3. 20 fitogquimicos con mayor potencial cardiotoxico segun el programa PredhERG.

En la tabla 3 se encuentra el nombre de los 20 fitoquimicos con potencial cardiotdxico, se
colocd de mayor a menor probabilidad de bloquear a hERG, pero se obtuvo como resultado
que estas primeras 20 moléculas con mayor potencial cardiotoxico no blogquean la proteina
hERG.

Debido a esta discrepanciaen los resultados entre las dos herramientas, a continuacion, se
analizaron los resultados de probabilidad de bloqueo de hERG usando un promedio de los
resultados de ADMETLab y PredhERG. En la siguiente tabla se muestran estos resultados,
incluyendo las 16 moléculas con mayor potencial cardiotdxico en consenso entre las dos
herramientas. Se colocaron los nombres de los fitoquimicos, el valor del potencial
cardiotoxico encontrado en la herramienta ADMETLab, la informacion de si bloquea o no la
proteina hERG extraido de PredhERG.

Es importante notar en estos resultados que entre las primeras moléculas existe alta similitud

entre las formulas estructurales, de hecho, varios son isomeros o0 andlogos de la aconitina.
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N Nombre Potencial cardiotoxico | Bloque Estructura
segun ADMETLab hERG quimica
1 Q105208831 | 0,91 Si

2 Q105327244 |0,85 Si S

3 Aconitina 0,847 Si q

4 Q104252881 | 0,828 Si

5 Q63395983 |0,81 Si
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6 Mesaconitina | 0,793 Si
7 Q104396088 |0,769 Si
8 Q104375910 (0,748 Si
9 Q105327247 |0,678 Si
10 Q105353108 (0,677 Si
11 Q105024203 |0,641 Si
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12 Q105353103 (0,521 Si
13 Q105107144 |0,514 Si o
14 105342294 | 0,495 Si
Q :‘%L‘:‘F—{E‘ o
15 Q105353104 (0,033 Si
16 Q105353106 (0,028 Si ‘(«

Tabla 4. 16 fitoquimicos con mayor potencial cardiotdxico utilizando las herramientas de

ADMETIlab y PredhERG.
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3.2 DISCUSION

El objetivo de esta tesis fue evaluar la cardiotoxicidad de los fitoquimicos encontrados en el
Aconitum napellus mediante el uso de los modelos QSAR, los modelos QSAR utilizados
fueron los implementados en las herramientas ADMETLaby PredhERG. Es importante notar
que nuestros resultados muestran entre las moléculas con mayor potencial de bloqueo a los
alcaloides aconitina y mesaconitina que son moléculas reportadas en la bibliografia como

cardiotoxicas, resultados que dan mas veracidad a los andlisis realizados.
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En total se analizarn las 111 moléculas encontradas en Lotus, 16 de estas son las que tienen
mayor potencial cardiotoxico derivado de la prediccion para bloquear a la proteina hERG.

Entre estas se encuentra Q105208831 que presenta el mayor potencial cardiotoxico segun el
modelo QSAR ATMEDLab con un valor de 0,91 y Q105327244 con 0,85, sin embargo, de
estas moléculas no se encuentran informacion bibliografica, pero se reconoce que son
isdomeros de la aconitina.

Aconitina con un valor de 0,84 muestra potencial para bloquera hERG y de hecho, ésta es
uno de los fitoquimicos mas estudiados de la plantay es el alcaloide mas tdxico que posee,
incluso con el simple contacto con la piel puede generar manifestaciones (35). Este alcaloide
ademas posee otras propiedades debido a que también tiene efecto anticolinérgico lo que se

traduce en hipotensién y bradicardia (36).

La aconitina actua en los canales de sodio dependientes de voltaje, estas proteinas en
condiciones normales son importantes para la despolarizacion del potencial de membrana
celular realizando la activacién de los mismos, la unién de la aconitina hace que aumente
este mecanismo de accidn evitando la inactivacion normal, la aconitina se une a la
neurotoxina 2 de la subunidad alfa haciendo que los canales de sodio permanezacan

abiertos por mas tiempo de lo normal (36).

En el caso de Q104252881 con 0,828 y Q63395983 con 0,81; el cual es un isémero de la
aconitina no se ha reportado en la bibliografia alguna actividad bioldgica.

Mesaconitina con potencial cardiotdxico de 0,793, ha sido sefialada en la literaturacomo una
sustancia con propiedades toxicas, las cuales se manifiestan con nauseas, vémitosy diarrea,

por esta razon su administracion debe de ser controlada y supervisada (37)

La mesaconitina se une a los canales de sodio voltaje dependiente en las membranas
celulares nerviosas y musculares, manteniendo a los canales de sodio abiertos de forma
continua evitando su cierre tras su activaciony realizando una entrada continua de iones de
sodio en las celulas llevando a una despolarizacion prolongada y posterior a una exitacion

continua que resulta en una activacion eléctrica anormal (37).

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicuia Calle 28



Universidad
Catoélica
de Cuenca

Facultad de Bioquimica y Farmacia

En el ranking aparecen a continuacion Q104396088 con 0,769 y Q104375910 con 0,748
tampoco han sido previamente citadas en la bibliografia por algin efecto medicinal o téxico.
Por otro lado, Q105327247 con 0,678 este fitoquimico segun la base de datos Pubchem se
ha usado como un coadyuvante inmunolégico y como un agonista del canal de sodio
dependiente de voltaje. También se ha producido un medicamento homeopatico con este
fitoquimico, este medicamento se llama aconitinum para la tos y resfriado causada por el
cambio de clima sin embargo este medicamento no ha sido evaluado por la FDA (24).

A continuacidn, en el ranking se encuentran otras moléculas que tampoco han sido
previemnete descritas en la literatura: Q105353108 con 0,677; Q105024203 con 0,641;
Q105353103 con 0,521 y Q105107144 con 0,514.

En el caso de Q105342294 con 0,495 segun Pubchem la clasificacion de SGA lo declara
como peligroso por ser toxico tras su inhalacion y su ingesta (38).

A continuacion, Q105353104 que tienen una potencia menor de 0,033 y Q105353106 con

0,028 tampoco han sido descritas previamente

La capacidad de bloqueo hERG de todas las moléculas sugiere una limitacion significativa
en términos de seguridad. El bloqueo de la proteina hERG es un tema importante ya que
este suceso puede llevar hasta a la muerte. Todos los fitoquimicos mencionados tienen
probabilidad de bloquear este canal teniendo por lo tanto potencial de riesgo cardiotdxico.
Este trabajo pone de manifiesto la importancia del estudio de varias otras moléculas que
estan presentes en esta planta y que requieren mas investigacion debido a la ausencia de

informacion bibliogréafica.
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4.1 CONCLUSIONES
Como resultado de los analisis se obtuvieron datos como el valor del potencial de bloqueo de

la proteina hERG de cada uno de los fitoquimicos extraidos de la base de datos Lotus.

La investigacionbibliograficay los analisis utilizando los modelos QSAR demostraron que
tienen correlacion debido a que los fitoquimicos encontrados en la bibliografia como toxicos
tales como los alcaloides aconitina y mesaconitina, también fueron identificados por los

analisis realizados.

El principal aspecto que destaca esta investigacion es la necesidad de realizar nuevas
investigaciones con los fitoquimicos de esta planta debido a la gran cantidad de isomeros y
analogos de estos alcaloides que no han sido estudiados y que pueden ser toxicos o que

podrian tener potenciales efectos para modificar la funcidn cardiaca con fines terapéuticos.

4.2 RECOMENDACIONES

Luego de obtener los resultados del potencial de bloqueo de la proteina hERG mediante los
modelos QSAR de PredhERG y ADMETIab se debe de tener muy en cuenta esta plantay la
informacion proporcionada ya que muchas personas la usan para tratar algunos problemas de

salud sin conocer potencial efecto cardiotoxico.

Propagar a partir de ensayos o articulos cientificos informacién sobre esta planta hacia
profesionales de la salud sobre los riesgos asociados al acénito ayudando a garantizar
seguridad y eficacia, asi mismo a las personas de la comunidad sobre lo toxico que es esta

planta sin la supervision y un monitoreo continuo.

Es importante que cuando se quiera utilizar estos fitoquimicos para la elaboracion de un
medicamento realizar ensayos preclinicos incluyendo sobre todo estudios de toxicidad
evaluando la interaccion de estos compuestos en la proteina hERG y también en otros canales
criticos del corazon, y el mecanismo en el cual interacciona con estos canales, ya que la
comprension de estos mecanismos pueden ayudar a desarrollar estrategias para mitigar la
toxicidad presente llegando asi a neutralizar los efectos adversos sin interferir con la accion

terapéutica.
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Tabla analisis de los fitoquimicos del Aconitum napellus en el programa AdmetLab

N | Nombre Potencial cardiotoxico
1 | Q105330306 0,934
2 | Q105208831 0,91
3 | Q104397725 0,865
4 | Q105237046 0,852
5 | Q105327244 0,85
6 | Q104979176 0,848
7 | Aconitina 0,847
8 | Q104252881 0,828
9 | Q63395983 0,81
10 | Mesaconitina 0,793
11 | Q104396088 0,769
12 | Q104375910 0,748
13 | Q105330307 0,684
14 | Q105327247 0,678
15 | Q105353108 0,677
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16 | Q104979177 0,664
17 | Q104921554 0,65

18 | Q105024203 0,641
19 | Q105375588 0,581
20 | Q105353103 0,521
21 | Q105107144 0,514
22 | Q105342294 0,495
23 | Q105275087 0,492
24 | Q104396087 0,44

25 | Q104952023 0,397
26 | Q104396090 0,379
27 | Q105275083 0,352
28 | Q104397913 0,343
29 | Q105102156 0,336
30 | Q104921575 0,319
31 | Q105275079 0,306
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32 | Q104888268 0,297
33 | Q105360639 0,264
34 | Q76756155 0,263
35 | Q105340287 0,25

36 | Q105360645 0,237
37 | LTS0176873 0,219
38 | Q104998464 0,213
39 | Q104252878 0,201
40 | Q105373935 0,195
41 | Q105142492 0,194
42 | Q105368377 0,192
43 | Q104972412 0,192
44 | Q104998465 0,189
45 | LTS0001797 0,188
46 | Q104922557 0,185
47 | LTS0043260 0,172
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48 | Q105142493 0,168
49 | Q104971513 0,155
50 | Q104396089 0,147
51 | Q105342381 0,144
52 | Q104396038 0,142
53 | Q105268316 0,141
54 | Q105128741 0,141
55 | Q104396129 0,133
56 | Q105275081 0,132
57 | Q105340283 0,131
58 | Q105324297 0,125
59 | Q104972413 0,124
60 | Q104252875 0,123
61 | LTS0123590 0,122
62 | Q104395102 0,119
63 | Q104252880 0,11
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64 | Q104974641 0,103
65 | Q104393377 0,102
66 | Q104888174 0,097
67 | Q105324295 0,095
68 | Q104952583 0,094
69 | Q27134280 0,089
70 | Q105217380 0,081
71 | Karakoline 0,08

72 | Q105373934 0,08

73 | Q82940448 0,069
74 | Q105233332 0,069
75 | Q104922556 0,061
76 | Q104397710 0,059
77 | Q104397712 0,058
78 | Q105233334 0,057
79 | Q105233325 0,056

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicuia Calle

41




Universidad
Catodlica
de Cuenca

Facultad de Bioquimica y Farmacia

80 | Q104888448 0,056
81 | Q105142883 0,054
82 | Q105233330 0,052
83 | Q104375866 0,051
84 | Q104952580 0,049
85 | Q104921567 0,049
86 | Q104921578 0,048
87 | Q105324298 0,045
88 | Q72513747 0,042
89 | Q82903923 0,042
90 | Q104921560 0,042
91 | Q105217379 0,041
92 | Q82996744 0,04

93 | Q82982215 0,04

94 | LTS0164308 0,039
95 | Q104972414 0,038
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96 | Q105142494 0,033
97 | Q105353104 0,033
98 | Q105353106 0,028
99 | Q105275089 0,027
100 | Q105213359 0,027
101 | Q105345376 0,026
102 | Q105360646 0,022
103 | Q105373937 0,022
104 | Q104952581 0,021
105 | Q105128740 0,019
106 | Q104971514 0,018
107 | Q105375583 0,016
108 | Q104922555 0,012
109 | Q105360647 0,012
110 | Q105268314 0,011
111 | Q104952024 0,007
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Tabla anélisis de los fitoquimicos del Aconitum napellus en el programa PrehERG

Potencial Dominio de | Bloquea (si
Nombre cardiotdxico | aplicabilidad | o no)
1 Q104971514 5,665 Outside no
2 Q104971513 5,665 Outside no
3 LTS0043260 5,658 Inside no
4 Q105373937 5,658 Inside no
5 Q105373934 5,658 Inside no
6 Q105373935 5,658 Inside no
7 Q104922557 5,623 Outside no
8 Q104922555 5,623 Outside no
9 LTS0123590 5,623 Outside no
10 Q104922556 5,623 Outside no
11 Q105268314 5,616 Outside no
12 Q105268316 5,616 Outside no
13 LTS0176873 5,602 Inside no
14 Q104972413 5,602 Inside no

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicuia Calle

44




Universidad
6 Catodlica
. , de Cuenca
Facultad de Bioquimica y Farmacia

15 Q104972414 5,602 Inside no
16 Q104972412 5,602 Inside no
17 Q104952024 95,5932 Outside no
18 | Q104952023 5,592 Outside no
19 Q105142492 5,589 Outside no
20 Q105142494 5,589 Outside no
21 Q105142493 5,589 Outside no
22 Q105368377 5,57 Outside no
23 Q105128741 5,533 Outside no
24 Q105128740 5,533 Outside no
25 Q104979176 5,399 Inside no
26 Q104979177 5,399 Inside no
27 | Q105330307 5,398 Inside si

28 Q105213359 5,39 Outside no
29 Q27134280 5,39 Outside no
30 Aconitina 5,382 Inside Si
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31 Q105327247 5,382 Inside Si
32 Q104252881 5,382 Inside Si
33 Q105327244 5,382 Inside Si
34 | Q82940448 5,382 Outside si
35 Q104395102 5,382 Outside Si
36 Mesaconitine 5,369 Inside Si
37 Q104375910 5,369 Inside Si
38 Q105342294 5,369 Inside Si
39 Q63395983 5,369 Inside Si
40 | Q105330306 5,369 Inside si
41 Q105342381 5,334 Inside no
42 Q105024203 5,331 Inside Si
43 Q105208831 5,32 Inside Si
44 Q105107144 5,283 Inside Si
45 Q104396088 5,283 Inside Si
46 | Q105233330 5,275 Outside no

Camila Encalada Moreira — Mayerline Vicuia Calle

46




Universidad
6 Catodlica
. , de Cuenca
Facultad de Bioquimica y Farmacia

47 Karakoline 5,275 Outside Si
48 Q105233325 5,275 Outside no
49 Q104397710 5,275 Outside Si
50 | Q104888448 5,275 Outside si
51 Q105233332 5,275 Outside no
52 Q104888174 5,275 Outside Si
53 Q105233334 5,275 Outside no
54 Q104888268 5,275 Outside no
55 Q104974641 5,272 Outside no
56 | Q104396129 5,272 Outside no
57 Q105237046 5,253 Inside Si
58 Q105275089 5,24 Outside no
59 Q105275087 5,24 Outside no
60 Q105275083 5,24 Outside no
61 Q105275079 5,24 Outside no
62 Q105275081 5,24 Outside no
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63 Q104397725 5,235 Inside Si

64 Q72513747 5,23 Outside no
65 Q104252875 5,23 Outside no
66 | Q105340287 5,23 Outside no
67 Q105340283 5,23 Outside no
68 | Q104397913 5,226 Inside no
69 Q104921578 5,226 Inside no
70 Q104921575 5,226 Inside no
71 Q104921567 5,226 Inside no
72 Q104921560 5,226 Inside no
73 Q104921554 5,226 Inside no
74 Q104396089 5,203 Outside no
75 Q82996744 5,203 Outside no
76 Q104998464 5,203 Outside no
77 Q104998465 5,203 Outside no
78 Q104396038 5,196 Inside no
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79 LTS0001797 5,194 Outside no
80 Q105324295 5,194 Outside no
81 Q105324297 5,194 Outside no
82 | Q105324298 5,194 Outside no
83 Q82903923 5,192 Outside no
84 | Q104375866 5,192 Outside no
85 Q104397712 5,162 Outside no
86 Q105142883 5,162 Outside no
87 LTS0164308 5,162 Outside no
88 | Q104252880 5,16 Outside no
89 Q105360639 5,16 Outside no
90 Q105360646 5,16 Outside no
91 Q105360647 5,16 Outside no
92 Q105360645 5,16 Outside no
93 Q105353106 5,159 Outside Si

94 | Q105353103 5,159 Outside si
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95 | Q105353108 5,159 Outside si

96 Q105353104 5,159 Outside Si

97 LTS0164308 5,148 Outside no
98 Q104393377 5,148 Outside no
99 Q104396087 5,123 Outside no
100 | Q104252878 5,109 Outside no
101 | Q105102156 5,109 Outside no
102 | Q104952583 5,109 Outside no
103 | Q104952580 5,109 Outside no
104 | Q104952581 5,109 Outside no
105 | Q76756155 5,109 Outside no
106 | Q104396090 5,102 Outside no
107 | Q105375583 5,08 Outside no
108 | Q105375588 5,08 Outside no
109 | Q105345376 5,059 Outside no
110 | Q105217380 5,011 Outside Si
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111

Q105217379

5,011

Outside

Si
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