UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

-
\\/&-Ldzad

FACULTAD DE FARMACIA de Farmacia

“Determinacion del potencial antihipertensivo de 6-hidroxiflavonay su

mecanismo de accién funcional”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADO EN FARMACIA
PRESENTA
JANNETH ALEXIA CARRILLO RODRIGUEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. SAMUEL ENOCH ESTRADA SOTO
CO- TUTOR: M.F EMMANUEL GAONA TOVAR

CUERNAVACA, MORELOS. MEXICO



A mis padres, Yan y Fortino por su amor y apoyo incondicional, por
ensefiarme el valor del esfuerzo y la constancia. Me han dado todo lo

que son y mas... Los amo infinitamente.

A mis dos angeles, Alvarito y Hermi, todos los dias de mi vida me
esfuerzo para que se sientan orgullosos de mi desde el cielo, los amo

y extraio.



A mi maestro de vida, José Alonso Valderrama, por acompafiarme en el camino,
por confiar en mi, por darme la oportunidad de aprender de él, por respaldarme
ante cualquier cosa y rescatarme cuando me encuentro perdida. Nuestra filosofia
es posiblemente incomprensible porque cada uno de nosotros Ssomos
extraordinariamente Unicos, nuestro comun denominador es nuestra batalla del
bien, derrotando al mal. Mi agradecimiento y amor son infinitos.

A mi comparfiera de vida desde tiempos inmemorables y mi alma gemela, Jey...
Estamos unidas de una manera unica y magica y soy muy afortunada. Te amo,
gemela malvada.

A mis mejores amigos, Miguel. M, Iriana. A, Jeni. P, Fer. T, Consuelo. A, Ignacio.
S, Freddy. G, se que nuestro amor es latente pero inquebrantable.

A mi querido Ing. investigador Jorge Luis S, siempre tengo la certeza de que tu
opinidon muy valiosa para mi, estard acompafiada de prudencia, sensatez y carifio.
Gracias por leerme, por escucharme y apoyarme en este proyecto. Esto es un
logro de los dos.



AGRADECIMIENTOS

A mi casa de estudios Universidad Autonoma del Estado de Morelos y Facultad
de Farmacia.

Al proyecto de Conacyt Ciencia Basica A1-S- 13540.



En el modo de ser, la dicha depende de amar,
compartir y dar.

Ab imo pectore ...



CONTENIDO

ABREVIATURAS ..ttt iv
RESUMEN ...ttt et ettt et b e et nne e vii
l. INTRODUGCCION ....coviuiiiirrieeiseieessisssiesss sttt esseens 1
. ANTECEDENTES ... ..o 2
TLL Generalidades..........ccooiiiiiiiiieie e 2
11.2 Clasificacion de la hipertension arterial segun la organizacion mundial de la
SAIUA (OMS, 2019). ...eooveeveeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeeeeeeeeseee e es e e s s ee e 2
11.3 Regulacion de la presion arterial.............cccoceivieieeii i, 6
T14 TrAAMHENTO. ..ottt 9
TLS FIAVONOIES. ..o 14
11.6 EStUAIOS PIEVIOS. ....vivieiecie sttt ettt sbe e sbe e s esneenenns 17
1. JUSTIFICACION ...oooeieeceeeeeeeeeeeee et n st n s 19
IV, HIPOTESIS ...ttt 20
V. OBUJIETIVOS ...ttt ettt et sae e be et 21
V.1 ODJEtIVO gENEIAL. ..o 21
V.2 ODbjetivos PartiCUIAres. ..........cccvoviiiiiieie e 21
V1. METODOLOGIA. .....ooceieeeeeeeveeeee e es st 22
V1.1 Evaluaciones farmacolOgiCas. ........ccoouuirrirriieieie s 22
V1.2 ANALISIS BSTATISTICO .....coueiviiiiiee e 28

V1.3 Determinacion del efecto antihipertensivo del compuesto 6- hidroxiflavona en

ratas espontaneamente hipertensas (SHR)........ccccooeiiiciicvc e, 28

VII. RESULTADOS Y DISCUSION .....coooiiiioieieeeeeeeeeeeeeeeee et 30
VI1.1 Determinacién del efecto vasorrelajante del compuesto 6-hidroxiflavona en

anillos de aorta aislada de rata. .........c.ccooeeiiiieiieii e 30

VI1.2 Determinacion del mecanismo de accion funcional. ............ccccocvvviiviieiennnn, 31



V11.3 Determinacion del efecto antihipertensivo en un modelo in vivo de 6-

Hidroxiflavona en ratas SHR. ........cccocoiiiiiii e 43

VI CONCLUSIONES ... .ot 47

V. BIBLIOGRAFIA. ... oottt enes st 48
INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de la Hipertension arterial. Recuperado de (OMS,2019). ............. 2

Tabla 2. Clasificacion de la Hipertension arterial. Asociacion Norteamericana del Corazon:
JNC 8. Recuperado de (Velasquez et al., 2005) .........uuurrrummmmrmmmmmnnnrinnnnnninnnnnn. 3
Tabla 3. Clasificacion de la Hipertension arterial. Sociedad Europea de Hipertension y
Sociedad Europea de Cardiologia. Recuperado de (B. Williams et al., 2019). .. 3
Tabla 4. Medicamentos utilizados para el tratamiento de la hipertension arterial, por
mecanismo de accion y efecto FarmacoldgiCo. ..........ceevviiiiiiiiiiiiiieeeiiii 11

INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Anatomia de una arteria: imagen tomada y modificada de (Chen et al., 2019) . 5

Figura 2. Esquema de la relajacién del musculo liso por medio del 6xido nitrico, tomado

de (Katzung et al., 2012). ......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 9
Figura 3. Tratamiento no farmacolégico indicado en la hipertension arterial (figura propia).
........................................................................................................................ 10
Figura 4. Ruta metabdlica del metabolito flavona. (Esquema propia).........ccccceeeeeuveeee. 14
Figura 5. Estructura base de I0s flavonoides. ..........ccoooovviiiiiiiiiiieicee e, 15

Figura 6. Estructura del compuesto flavonoide 6-hidroxiflavona. Tomado y modificado de
(Torres Piedra et al., 2011). ....coovieiiiiiiie e e e 18
Figura 7. Esquema representativo de la evaluacion del efecto vasorrelajante en anillos de
aorta de rata contraidos con NA 0.1 M. .....ccovvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeea 24
Figura 8. Determinacion del mecanismo de accion del compuesto 6-hidroxiflavona
dependiente de endotelio con los inhibidores L-NAME y ODQ...........ccccvve..... 25
Figura 9. Participacion de los receptores a-adrenérgicos en anillos de aorta aislada de
rata Sin €NAOtElIO. ......cooeeeeeeeee e 26
Figura 10. Participacion de los receptores a-adrenérgicos en anillos de aorta aislada de
rata con eNAOLEliO.........coeeeeie e 27



Figura 11. Participacion de la apertura de canales de K+ en anillos de aorta aislada de

(=1 e B LI =1 016 [0 (] [0 J T 28

INDICE DE GRAFICAS

Grafica 1. Determinacion del efecto vasorrelajante dependiente de la concentracién del
compuesto 6-hidroxiflavona en presencia y ausencia de endotelio. ANOVA de
dos vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni **p<0.01 ***p<0.001. 6-
Hidroxiflavona e+ vs 6-Hidroxiflavone e-..........c.ccovvvviiiiiiiieee e 30
Gréfica 2. Determinacion del efecto vasorrelajante de 6- hidroxiflavona en presencia de
inhibidores L-NAME [2.66 uM] y ODQ [1uM]. ANOVA de dos vias seguida de
una prueba pos hoc Bonferroni. 6-OH Flavona Vs 6-OH Flavona + L-NAME
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 6-OH Flavona Vs 6-OH Flavona + ODQ
°P<0.05, °°°P<0.001. .. .uiiiieiieeeee e e e e e e e e e e 33
Gréfica 3. Determinacion del efecto vasorrelajante de 6- hidroxiflavona en presencia del
inhibidor ODQ [1pM] en anillos de aorta aislada sin endotelio. ANOVA de dos
vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni. ..........ccccoooiiiiiiiiiiinnnnnn. 34
Gréfica 4. Determinacion del efecto contractil de NA en anillos de aorta aislada sin
endotelio, en presencia y ausencia de la CE50 [198.47 uM] de 6-
hidroxiflavona. ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni
el o 0 1100 1 PR 36
Gréfica 5.Determinacion del efecto contractil de CaCl2 en anillos de aorta aislada sin
endotelio, en presencia y ausencia de la CE50 de 6- hidroxiflavona. ANOVA
de dos vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni ***p<0.001. .......... 39
Gréfica 6. Determinacion del efecto vasorrelajante de 6- hidroxiflavona en presencia del

inhibidor de canales de K+ tetraetilamonio (TEA). ANOVA de dos vias seguida

de una prueba pos hoc bonferroni **p<0.01 **p<0.001..........ccceveverereennnn. 42
Gréfica 1. Medicion de la presion sistélica en ratas SHR en un modelo in vivo. .......... 41
Gréfica 2. Medicion de la presion diastolica en ratas SHR en un modelo in vivo.......... 42

Gréfica 3. Medicion de la Frecuencia cardiaca en ratas SHR en un modelo in vivo......42



ABREVIATURAS

6-OHF
MM
AC

ACC
AHA

ARA I

BKCa

Caz*
Ca-CaM
CacCl2

CEso
CMLV
CO2
DAG

Emax

EDTA
eNOS

ENSANUT
FC

GC

6-hidroxiflavona
Micromolar

Adenilciclasa
American College of Cardiology
American Heart Association

Antagonistas de Receptores de

Angiotensina I
Canales de potasio de larga conductancia

lon Calcio
Complejo calcio/calmodulina

Cloruro de calcio
Concentracion Efectiva media
Célula Muscular Lisa Vascular
Dioxido de carbono
Diacilglicerol

Efecto maximo

Acido EtilenDiamonio TetraAcético
Sintasa de Oxido Nitrico endotelial

Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

Frecuencia cardiaca

Guanilato ciclasa



GMPc
GTP
HTA

IECA

IP3

JNC
K+
Kap

Katp

KCa

KCI
KH2PO4
Kv
L-NAME1
MgSOa

MLC
MLCK

MLCP

mM
mm

mmHg
NA

NaCl
NaHCOa3

Guanosin monofosfato ciclico
Guanosin trifosfato
Hipertension Arterial

Inhibidores de la Enzima Convertidora de

Angiotensina
Inositol trifosfato

Joint National Committee

lon Potasio

Canales de potasio de dominio de 2 poros
en tandem

Canales de potasio dependientes de ATP
Canales de potasio activados por Ca?*
Cloruro de potasio

Fosfato monobasico de potasio

Canales de potasio activados por voltaje
L-Nitro Arginina Metil Ester

Sulfato de magnesio
Cadena Ligera de Miosina
Kinasa de la Cadena Ligera de Miosina

Fosfatasa de la Cadena Ligera de
miosina

Milimolar

Milimetros

Milimetros de mercurio
Noradrenalina

Cloruro de sodio
Bicarbonato de sodio



NO Oxido Nitrico

NOS Sintasa de la 6xido Nitrico

O2 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
OoDQ ona

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PA Presion Arterial

PAD Presion Arterial Diastélica

PAS Presion Arterial Sistélica

PKC Proteina cinasa C

PKG Proteina cinasa dependiente de GMPc
PNA Péptido natriurético auricular

RS Reticulo Sarcoplasmico

SHR Ratas espontaneamente hipertensas
TEA Tetraetilamonio

Vi



RESUMEN

La hipertension arterial es una enfermedad cronico-degenerativa producida por
distintos factores, dentro de los que destacan los genéticos, ingesta excesiva de
sodio, edad avanzada, tabaquismo, entre otros factores. La hipertension
representa un problema grave ya que es una de las principales enfermedades que
agueja a la poblacion mexicana, ademas de tener altos indices de mortalidad
(ENSANUT 2016). Por otro lado, en México existe una amplia diversidad en
plantas las cuales representan una opcion potencial en cuestion de alternativas
para el desarrollo de nuevos farmacos que nos ayuden a tratar no solo HAS, sino
también diversas enfermedades. Los flavonoides tienen una amplia actividad
farmacoldgica en las que se encuentra su accidén antioxidante, antiinflamatoria,
protectora de la pared vascular y capilar, entre otras. Estos compuestos se
encuentran ampliamente distribuidos en las plantas superiores encontrdndose en
vegetales, semillas frutas y en bebidas como la cerveza y el vino (Kuklinski, 2000).
Con base en lo anterior, el presente trabajo se enfocd en determinar el efecto
vasorrelajante y mecanismo de accién funcional del compuesto 6- hidroxiflavona
en anillos de aorta aislada de rata, asi como también evaluar el efecto
antihipertensivo en un modelo in vivo en ratas SHR, teniendo como resultado un
efecto relajante de la 6-hidroxilavona parcialmente dependiente de la presencia
de endotelio (Emax 90.42 * 4.49%, CEso 66.76x 11.06 pM) que en ausencia de
endotelio (Emax 68.43 = 6.01%, CEso 198.47+ 6.61 pM). Basados en estos
resultados se determind el mecanismo de accién funcional en el que se demostré
gue el proceso de relajacion de la 6-hidroxiflavona es parcialmente dependiente
de endotelio, actuando a través de la activacion de la via de NO, un afecto
antagonista no competitivo o competitivo irreversible sobre los receptores
adrenérgicos y un bloqueo de los canales de calcio en anillos de aorta aislada de
rata en ausencia de endotelio. En cuanto al ensayo in vivo, se pudo apreciar una
falta del efecto antihipertensivo de 6- OHF asociado a la baja solubilidad que

presenta este compuesto.
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l.  INTRODUCCION
Durante miles de afios, la humanidad ha utilizado la biodiversidad que existe en

plantas medicinales para tratar distintos padecimientos, y segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente el 80% de los paises en
desarrollo utilizan plantas medicinales para complementar las necesidades
médicas (OMS, 2013). En México, existen aproximadamente cuatro mil especies
registradas con propiedades curativas, sin embargo, el presupuesto que se
invierte en realizar investigaciones cientificas que aprovechen el potencial de las
plantas medicinales y los metabolitos que derivan de ellas, es insuficiente (OMS,
2013). La hipertension arterial representa un problema grave ya que es una de las
principales enfermedades que afectan a la poblacién mexicana, con altos indices
de mortalidad, esto debido a que la enfermedad puede presentarse de manera
silenciosa y, por tanto, ocasionar una deteccion tardia, por lo que los pacientes
presentan complicaciones, tales como cardiopatias isquémicas, accidentes
cerebrovasculares, infarto al miocardio, ictus isquémico y hemorragico, etc. (NICE,
2011). Los flavonoides son compuestos fendlicos que se encuentran en todas las
plantas superiores (Kuklinski, 2000), pueden distribuirse en los vegetales,
semillas, frutas, y en bebidas como vino y cerveza (Martinez, 2002). Estos han
sido estudiados por su variedad de actividades farmacologicas y se ha
demostrado que son sustancias con efecto positivo para la salud por su accion
antioxidante, antiinflamatoria, protectora de la pared vascular y capilar, entre otras
funciones (Kuklinski, 2000). En la actualidad, en el area farmacéutica se realizan
diversos estudios en plantas, con la finalidad de encontrar compuestos bioactivos
con potencial farmacolégico que puedan actuar como tratamiento alternativo o que
sustituyan los politratamientos (Ramos, 2015).

Por esta razdn, el presente trabajo tiene la finalidad de explorar el mecanismo de
accion funcional de la 6-hidroxiflavona sobre anillos de aorta aislada de rata en un
modelo ex vivo e in vivo en ratas espontaneamente hipertensas (SHR por sus
siglas en inglés) como potencial farmaco para el tratamiento de la hipertensiéon

arterial.

1|Pagina



. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades.
La presion arterial se define como la fuerza que ejerce la sangre sobre la pared

de un vaso, en forma perpendicular y que determina una distension de la pared
del vaso o tension (Best & Taylor, 2003). Una persona sana debe tener valores de
presion arterial inferiores a 120/80 mmHg (OMS, 2013).

La hipertension, es un trastorno en el que los vasos sanguineos tienen una tension
persistentemente alta, lo que puede dafiarlos. Cada vez que el corazon late,
bombea sangre a los vasos, que llevan la sangre a todas las partes del cuerpo.
Cuanta mas alta es la tensidn, mas esfuerzo tiene que realizar el corazon para
bombear (OMS, 2013).

II.2 Clasificacion de la hipertensién arterial segun la organizacién
mundial de la salud (OMS, 2019).
La OMS clasifica la hipertension como se muestra en la Tabla 1, ésta es utilizada

en México para el diagndstico de esta enfermedad.

Tabla 1. Clasificaciéon de la Hipertension arterial. Recuperado de (OMS,2019).

Categoria PAS (mmHQ) PAD (mmHg)
Optima <120 <80

Elevada 120-129 80-84
Normal-Alta 130-139 85-89

HTA Grado 1 140-159 90-99

HTA Grado 2 160-179 100-109

HTA Grado 3 =180 2110

HTA sistélica =140 290

aislada

Existen otras clasificaciones internacionales que separan la hipertension arterial,

como son: Clasificacion de hipertension arterial segun la Asociacion
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Norteamericana del Corazon (JNC8) como lo muestra la Tabla 2, y Clasificacion
de la hipertension arterial segun la Sociedad Europea de Hipertension y Sociedad

Europea de Cardiologia como lo muestra la Tabla 3.

Tabla 2. Clasificacion de la Hipertension arterial. Asociacion Norteamericana del
Corazon: JNC 8. Recuperado de (Velasquez et al., 2005)

Nivel de Presion Arterial (mmHQ)

Categoria Sistélica Diastolica
Normal <120 y <80
Prehipertension 120-139 0 80-89

Hipertension Arterial
Hipertension Estadio 1 140-159 0 90-99
Hipertension Estadio 2 160 0 100

Tabla 3. Clasificacion de la Hipertensién arterial. Sociedad Europea de
Hipertension y Sociedad Europea de Cardiologia. Recuperado de (B. Williams et
al., 2019).

Nivel de Presiéon Arterial (mmHQ)

Categoria Sistolica Diastdlica
Optima <120 y <80
Normal 120-129 ylo 80-84
Normal Alta 130-139 ylo 85-89
Hipertension Arterial
Hipertension Grado 1 140-159 vylo 90-99
Hipertension Grado 2 160-179 ylo 100-109
Hipertension Grado 3 2180 y/o 2110
Hipertension sistoélica =140 y <90

aislada
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Epidemiologia.

Entre los factores que contribuyen a la aparicion de la hipertension arterial se
encuentran aquellos asociados con el estilo de vida, una elevada ingesta de sodio,
dietas elevadas en grasas saturadas y tabaquismo, que son algunos detonantes
del padecimiento que afecta a 31.5% de la poblacion mexicana (Ensanut, 2016).
En el afio 2015 se estimé que 1,130 millones de personas padecian esta
enfermedad, con una prevalencia >150 millones en Europa central y oriental.
Segun datos de la revista espafiola cardioldgica en el 2018, el 60% de la poblacion
gue padece hipertension arterial son adultos de mas de 60 afios (Williams et al.,
2019). De acuerdo con datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(Ensanut, 2016), se estim6 que en México poco mas del 60% de los pacientes
desconocen que son hipertensos, ya que generalmente es una enfermedad que
no muestra sintomas o estos son inespecificos (Federacion Mexicana de
Diabetes, A.C). Datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018-19
demostraron un aumento porcentual en la prevalencia de la enfermedad en
poblacion mayor a los 20 afios, estos valores fueron de 20.9% en mujeres y 15.3%
en hombres, comparado con datos del afio 2012 en donde hubo una prevalencia
del 18.8% en mujeres y 12.7% en hombres, respectivamente (ENSANUT, 2020).

Sistema vascular.

Una de las principales funciones del sistema vascular es transportar y distribuir
las sustancias necesarias a todos los tejidos del cuerpo y eliminar los productos
de desecho del organismo. También permite mantener la homeostasis de todos
los tejidos del cuerpo, asegurar un funcionamiento Optimo y la supervivencia de

todas las células (Avila, 2017).
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Anatomia de las arterias.
Las paredes de las arterias se encuentran conformadas por tres capas llamadas
tunicas:

e La capa interna recubre la parte interior del vaso, consta de un epitelio
pavimentoso simple, el endotelio, que se encuentra sobre una membrana
basal y una capa suelta de tejido conjuntivo laxo. El endotelio secreta
sustancias quimicas que estimulan la dilatacion y constriccion del vaso,
entre otras actividades.

e La capa media o central, suele ser la mas gruesa y esta conformada por
musculo liso, colageno y, en algunos casos, tejido elastico. Su funcién es
fortalecer los vasos y evitar que la presion de la sangre los rompa,
vasomotilidad y cambios en el didmetro del vaso sanguineo.

e La capa externa consta de tejido conjuntivo laxo. Esta ancla el vaso y cede
el paso a pequefios nervios, vasos linfaticos y vasos sanguineos mas

pequefios (Kenneth, 2013).

Capa interna:
endotelio que
reviste el lumen
de los vasos
sanguineos

' B — Capa
Capa media: b externa:
células de byt fibras de
musculo liso 7 colageno

y fibras elasticas

Figura 1 Anatomia de una arteria: imagen tomada y modificada de (Chen et al.,
2019)
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Fisiologia de la presion arterial

La presion sanguinea es el producto del gasto cardiaco y la resistencia vascular
periférica que ejerce la sangre sobre las paredes de los vasos sanguineos cuando
es impulsada por el corazon (Lima, 2016). El mantenimiento de la presion arterial
normal se debe a un sistema de control complejo y multifactorial, que involucra al
sistema nervioso central, periférico autonomo, al corazon, rifion, glandula
suprarrenal y vasos sanguineos, en consecuencia, al haber una alteracion
funcional de estas multiples vias ocurre una anormalidad en la presion arterial
(Ronddn S et al., 2002).

[1.3 Regulacién de la presion arterial.
Fisiolégicamente el organismo dispone de tres mecanismos principales de

regulacion de la presion arterial, con el fin de generar un equilibrio en el flujo
sanguineo (Best &Taylor, 2003).

o Disminucion de la secrecion de hormona antidiurética (HAD).

o Reduccién de la descarga simpatica renal y de la liberacién de renina.

o Liberacion del péptido natriurético auricular (PNA) (Best &Taylor, 2003).

Contraccién de la musculatura lisa vascular.

Los vasos sanguineos estan recubiertos en mayor parte por musculo liso vascular
unitario, lo que significa que todas las fibras musculares se contraen al mismo
tiempo, éstas a su vez estan unidas por uniones GAP que conectan con los
citoplasmas de las células. El proceso de contraccion de las células del musculo
liso vascular es iniciado por calcio; la concentracion del calcio intracelular aumenta
en respuesta a estimulos especificos, éste es unido con la proteina acida
calmodulina, formando un complejo Ca?*/Calmodulina que activara a la cinasa de
la cadena ligera de miosina (MLCK) para fosforilar la cadena ligera de miosina. El
incremento del Ca?* en el medio intracelular se generara por la liberacion de este
ion desde el reticulo sarcoplasmico y por la entrada desde el medio extracelular a
través de los canales de calcio tipo L dependientes del voltaje, abriéndose en

respuesta a la despolarizacion provocada por el estiramiento de las células lisas
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vasculares. Algunos agonistas como norepinefrina, angiotensina Il o endotelina se
unen a su receptor acoplado a la proteina G heterotrimérica, especificamente en
su cadena alfa, con la finalidad de activar la funcion de la fosfolipasa C. Esta
enzima es encargada de catalizar, a partir de un fosfolipido de membrana
(Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), formando dos segundos mensajeros: el
diacilglicerol (DG) y el trifosfato inositol (IP3). IP3 por su parte se unira a
receptores SERCA en el reticulo sarcoplasmico para provocar la liberacion de
calcio. DG, se unira al Ca?* para activar a la proteina de Kinsasa C (PKC), para
fosforilar a las cadenas ligeras de las proteinas de miosina, y en conjunto con
actina forman el puente cruzado e inician el acortamiento de las células

musculares lisas vasculares (CMLV) (Renna et al., 2013).

Resistencia periférica.

La resistencia periférica es definida como la oposicion al flujo que la sangre
encuentra en los vasos alejados del corazén (Kenneth, 2013). La pared de los
vasos sanguineos esta conformada por una gran capa de musculo liso, este tiene
la capacidad de regular la actividad contractil reaccionando ante estimulos
simpaticos y otros mecanismos locales, hormonales y humorales. Todo este
sistema de contractilidad de los vasos esta regulado por sustancias vasoactivas
de accién paracrina, como Oxido nitrico, H+, &cido lactico, dioxido de carbono,
adenosina, prostaglandinas e histaminas, que se liberan a través del endotelio
vascular y tejidos vecinos (Best &Taylor, 2003).

Gasto cardiaco

El gasto cardiaco es la cantidad de sangre que expulsa el corazén en un minuto,
este valor se expresa de la siguiente manera:

GC: volumen sistolico (VS) x frecuencia cardiaca (FC)

El gasto cardiaco es el principal determinante del transporte de oxigeno al
organismo y se adapta en cada momento a las necesidades del organismo (Garcia
et al., 2011).
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Conductancia del Ca?".

Las catecolaminas como la adrenalina, la noradrenalina y los farmacos
simpaticomiméticos, aumentan el Ca?* mediante la activaciéon de los receptores
betaadrenérgicos que estan acoplados a la adenilciclasa (AC) y a la sintesis del
AMPc (este actua en forma directa y a través de la fosforilacion), con la finalidad
de llevar a cabo la contractilidad y la frecuencia cardiaca (Best &Taylor, 2003).
Funcion del 6xido nitrico en el proceso de relajacion del musculo liso
vascular.

El 6xido nitrico (NO) tiene un efecto significativo sobre el tono del musculo liso
vascular y la presion arterial. Vasodilatadores como acetilcolina y bradicinina,
incrementan la concentracion intracelular de calcio en las células endoteliales,
provocando la sintesis de NO, éste se difunde al musculo liso vascular generando
la vasorrelajacion (Jaffrey et al., 2003). El éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
puede ser activada de forma dependiente o independiente de calcio. Los
agonistas acetilcolina y bradicinina se unen a receptores especificos o canales
ionicos abiertos de las membranas celulares del endotelio para aumentar la
entrada del calcio. Los iones de calcio se unen a la calmodulina formando e
complejo calcio/calmodulina (Ca-CaM), el complejo activa a eNOS para producir
NO a través de L-Arginina (Vanhoutte et al., 2016). El NO pasa a través de las
células del musculo liso y activa la guanililciclasa soluble y la sintesis de
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) a partir de trifosfato de guanosina
(GTP). cGMP se une a la proteina Cinasa G (PKG) y la activa. A partir de esto
ocurre una disminucion de la entrada de calcio e inhibicion de la contraccion
muscular dependiente de éste, como se muestra en la figura 2 (Jaffrey et al.,
2003).
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Figura 2. Esquema de la relajacion del masculo liso por medio del 6xido nitrico,
tomado de (Katzung et al., 2012).

1.4 Tratamiento.
En la actualidad existen diversos tratamientos farmacolégicos y no farmacoldgicos

para el control de la presion arterial (GPC, 2010). El tratamiento no farmacoldgico
retrasa la evolucion de la etapa de prehipertension a la hipertension e incluyen
modificaciones del estilo de vida como la dieta, ejercicio, evitar el estrés y reducir
el consumo de alcohol y tabaco. Hay ciertas pautas dietéticas que promueven el
consumo de frutas, verduras, granos, productos lacteos y alimentos ricos en K*,
Mg?*, Ca?*y P, como la dieta mediterranea. Evitar el sodio en la alimentacién
tiene como proposito la reduccion de la presién arterial, asi como el estilo de vida

estresante (Mahmood et al., 2018).
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Figura 3. Tratamiento no farmacoldgico indicado en la hipertension arterial
(Imagen propia).

En el tratamiento farmacoldgico existen distintos farmacos que actiuan a
diferentes niveles fisioldégicos, con distintos mecanismos de accion con la finalidad
de complementar un poli-tratamiento y controlar de manera mas eficaz esta
enfermedad. Pero es justo por esta razdn que los pacientes con poli-tratamientos
no se apegan a ellos, ya que resulta ser desagradable tomar dos o mas

medicamentos.

Varios estudios han demostrado el beneficio del tratamiento farmacol6gico de la
hipertension arterial en pacientes, utilizando diuréticos o beta bloqueadores como
tratamiento de primera linea (GPC, 2010).

Clasificacion de los medicamentos antihipertensivos.

Existen diferentes tipos de medicamentos indicados para el tratamiento de la
presion arterial, cada uno de estos tienen distintas aplicaciones clinicas (Benowitz
et al.,, 2013) tal y como se muestran en la Tabla 4 y algunos de estos
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medicamentos estan organizados por subclase, su mecanismo de accion y su

efecto farmacoldgico.

Tabla 4. Medicamentos utilizados para el tratamiento de la hipertension arterial, por

mecanismo de accion y efecto Farmacologico.

Tomado y modificado de (Benowitz et al.,2013).

Diuréticos

e Tiazidas:
Hidroclotiazida
Clortalidona

e Diuréticos de asa:
Furosemida

e Espironolactona:

Epleronona
Simpaticoliticos de accién

central:

e Clonidina

e Metildopa

Antagonistas de
terminaciones nerviosas

simpaticas:

e Reserpina

e Guanetidina

Antagonistas a:

e Prazosina

e Terazosina

Antagonizan al transportador de
Na/Cl en el tibulo contorneado distal

renal.

Antagonizan al transportador de

Na/K/2Cl renal en el asa de Henle

Antagonizan al receptor de

aldosterona en el tdbulo colector
renal.

Activan a receptores adrenérgicos a2

Antagoniza al transportador de

aminas  vesicular en  nervios
noradrenérgicos y refleja la reserva
de transmisor. Interfiere con la
emision de aminas y sustituye a la

noradrenalina en las vesiculas.

Antagonizan selectivamente a los

receptores adrenérgicos a.

Disminuyen el nivel
sanguineo y tienen efectos

vasculares imprecisos.

Las tiazidas tienen mayor

eficacia.

Aumentan la excrecion de Na

y disminuyen la de K.

Disminuyen el  estimulo

aferente simpético central.

Reducen la secreciéon de
noradrenalina de las
terminaciones nerviosas

noradrenérgicas

Disminuye todos los efectos
simpdéticos, en especial los
cardiovasculares, y aminora

la presion sanguinea.

Impiden la vasoconstriccion
simpdtica. Disminuye el tono

del musculo liso prostatico.
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Doxazozina

Antagonistas :

Metoprolol
Carvediol

Nebivolol

Vasodilatadores:

Farmacos parenterales

Inhibidores de

Verapamilo

Diltiazem

Nifedipino,
amlodipino

Hidralazina

Minoxidilo

Nitroprusiato
Fenoldopam
Diaz6xido

Labatalol

convertidora

angiotensina (IECASs)

Captopril

la enzima

de

Antagonizan a receptores

Carvediol también

B, el

bloquea a

receptores a, el nebivolol también

libera 6xido nitrico.

Blogueo no selectivo de conductos de

calcio del tipo L.

Bloqueo de conductos de

calcio vasculares> conductos

de calcio cardiacos.

Causa emision del 6xido
nitrico.

Metabolito que abre conductos

del K en el musculo liso
vascular.

Libera 6xido nitrico.
receptores Da.

del K. Antagonista a y (.

Activa

Abre conductos

Inhiben la enzima convertidora de

angiotensina

Impiden la  estimulacion

cardiaca simpatica,
disminuyen la secrecion de

renina.

Aminoran la frecuencia y el
gasto cardiaco, reducen la

resistencia vascular.

Disminuyen la resistencia
vascular.
Provocan vasodilatacion,

disminuyen la resistencia

vascular.

Provocan una vasodilatacion

potente.

Reduce la concentracién de
angiotensina 1l, reduce la
vasoconstriccidn y secrecion
de aldosterona y aumenta la

bradicina.
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Antagonistas del receptor de Antagoniza los receptores AT: para Igual que los receptores de

angiotensina (ARA):

e Losartan, entre otros.

Inhibidor de Renina:

Aliskireno

angiotensina los IECA, pero sin aumento

de la bradicina.

Inhibe la actividad enzimatica de la = Disminuye las angiotensinas |

renina y Il'y la aldosterona.
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1.5 Flavonoides.

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales
superiores, predominando en partes aéreas como: hojas, flores, frutos, y algunos
flavonoides son responsables del color amarillo de algunas flores. Los flavonoides
estan contenidos principalmente en Rutdceas, Poligonaceas y Umbeliferas
(Kuklinski, 2000).

Ruta metabdlica de la flavona.

Los flavonoides son metabolitos secundarios de la ruta del &cido shikimico y de la

ruta de los policétidos, como se muestra en el Figura 4 (Evans, 1991).

3 acetato sz SN
+ Chalcona _ Flavanona

Acido p- cumarico

O . .
Oxidacion

X
OH

HO

Flavanolol Flavona

H
O 10 o O
OH )

Figura 4. Ruta metabdlica del metabolito flavona. (Esquema propio).
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Descripcion de la estructura base del flavonoide.

Los flavonoides son estructuras del tipo difenil pirano (Ce- C3- Cs), con dos anillos
aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una cadena de tres carbonos ciclada
a través de un oxigeno (Martinez et al., 2002). Estas estructuras poseen un
carbonilo en la posicién 4 y las variaciones se producen en las posiciones 1,2y 3
de la unidad Csy en el anillo B. Son estructuras hidroxiladas en el anillo aromatico
(polifendlicas). Se encuentran como aglicones libres o en forma de O- heterdsidos
o C- heterdsidos, unidos frecuentemente a glucosa. El anillo A es biosintetizado
por la ruta de los policétidos y el anillo B y la unidad Cs, que forma el anillo C,

proceden de la ruta del acido shikimico (Kuklinski, 2000).

5 -+

Figura 5. Estructura base de los flavonoides.
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Clasificacion de los flavonoides.

Estos pueden clasificarse con base a sus variaciones estructurales:

Nombre Descripcion Ejemplo Estructura
Antocianidinas Tiene un grupo —OH unido Antocianidina 0
en posicién 3, pero ademds 40 .
poseen un doble enlace entre
los carbonos 3 y 4 del anillo C
Flavanos Con un grupo -OH Catequina
en posicién 3 del anillo C
Flavonas Poseen un grupo carbonilo Diosmetina » 1)
en posicion 4 del anillo C J v
y carecen del grupo hidro-
xilo en posicion C3 0
Flavonoles Grupo carbonilo en posicién J l oH
4 y un grupo -OH en posicién Quercetina

3 del anillo C

Figura 6. Clasificacion de los flavonoides. Tomado de (Jiménez et al., 2009).

Actividad terapéutica.

Se conoce que

farmacoldgicas, como:

e Accion vitamina P (Factor antiescorbutico).

e Antihemorragicos.

e Antiarritmicos.

e Protectores de la pared vascular o capilar.

e Antiinflamatorios.

e Antirradicales libres.

e Anti hepatotoxicos.

e Antibacterianos, antiviricos y antifungicos.

e Diuréticos y antiurémicos.

e Antiespasmodicos.

las especies de flavonoides poseen diversas acciones
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Farmacos flavonoides en el mercado.

Actualmente, existen en el mercado pocos farmacos derivados de flavonoides. A

continuacion, se enlistan algunos de ellos.

Fabroven: este medicamento es una combinacion del extracto seco de
heterdsidos esterdlicos, hesperidina metil chalcona y acido ascorbico
(vitamina C). Fabroven es un agente protector vascular, aumenta la
tonicidad venosa y la resistencia capilar, y disminuye la permeabilidad
vascular. Este esta indicado en el alivio del edema y sintomas relacionados
con la insuficiencia venosa cronica (Pierre Fabre Ibérica, S.A., 2017).
Daflon: Es una combinacion de diosmina + hesperidina. Este medicamento
es un agente venotonico Yy vasoprotector que provocan una
vasoconstriccion, aumento de la resistencia de los vasos y disminucion de
su permeabilidad, indicado en el tratamiento de edema y sintomas
relacionados con insuficiencia venosa cronica (Vademécum, 2016).
Flebikern: Es una fraccion flavonoica purificada y micronizada, utilizado
para aumentar el tono de las venas y la resistencia de los capilares. Este
es utilizado en el tratamiento de edema y sintomas relacionados con la

insuficiencia venosa crénica en adultos (Kern Pharma, S.L, 2013).

1.6 Estudios previos.

En el 2011, Torres- Piedra y Cols. de la Facultad de Farmacia de la Universidad

Auténoma del Estado de Morelos realiz6 estudios del efecto vasorrelajante ex vivo

e in vitro de una serie de flavonoides estructuralmente relacionados, utilizando

anillos de aorta de ratas en un modelo pre-contraido. Uno de los flavonoides

analizados fue la 6-hidroxiflavona, que resulté ser uno de los mas activos, ademas

de tener un efecto parcialmente dependiente de endotelio. Por otro lado, en la

tesis doctoral de Flores- Flores, (2018) se determind el mecanismo de accion ex
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vivo de 6-hidroxiflavona (figura 6) en anillos de trAdquea aislada de rata en una
modelo ex vivo, para demostrar un efecto relajante que puede ser mediado por un
posible bloqueo de canales de calcio operado por receptores y bloqueo de canales
de calcio dependientes de voltaje, ademas de una produccion de segundos
mensajeros relajantes como el NO y cGMP. Asi mismo, para describir el efecto
antiasmatico se evaluo a 6- hidroxiflavona sobre un modelo de cobayos con asma
alérgica inducida con ovoalbumina. Con estos resultados se concluyd que 6-
hidroxiflavona ademéas de demostrar su efecto traqueorelajante a nivel ex vivo se
comprobd que ejerce un efecto a nivel in vivo disminuyendo el efecto de
broncoconstriccién y disminuyendo la liberacion de algunos mediadores de la

inflamacién como la de troboxanos.

HO
O

Figura 6. Estructura del compuesto flavonoide 6-hidroxiflavona. Tomado y modificado de
(Torres Piedra et al., 2011).
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ll. JUSTIFICACION

La hipertension arterial es una enfermedad crénica degenerativa considerada un
problema grave de salud publica. A nivel mundial se estima que 1/6 parte de la
poblacion sufre esta enfermedad y en algunas poblaciones susceptibles, 1 de 4
adultos mayores de 18 afos son hipertensos (Campos et al.,, 2018). En la
actualidad existen distintos medicamentos para tratar la hipertension arterial, la
mayoria de los tratamientos que se prescriben son combinaciones de dos o0 mas
de estos, lo que conduce a los pacientes al desapego del tratamiento (Herrera,
2012).

Bajo este contexto, la investigacion en plantas medicinales representa una amplia
area para el descubrimiento de moléculas bioactivas con potencial efecto
farmacoldgico que permitan brindar una alternativa para el tratamiento de la
hipertension arterial. Durante mucho tiempo los flavonoides han sido estudiados
por su diversidad en actividades farmacoldgicas, entre ellos efectos
vasorrelajantes. Por otra parte, se sabe que han sido utilizados en el tratamiento
de distintas enfermedades. Sin embargo, en muchas de las variaciones
estructurales de los flavonoides no se conoce el mecanismo de accion. En este
sentido, en este trabajo se determind el mecanismo de accién de la molécula 6-
hidroxiflavona en un modelo in vivo y ex vivo en anillos de aorta aislada de rata y,
por previas investigaciones se sabe que podria tener un mecanismo de accién
dual. Al mismo tiempo se pretende dejar un antecedente para que en el futuro esta
molécula pueda convertirse en un medicamento dual indicado para el tratamiento

de la hipertension arterial.

19|Pagina



IV. HIPOTESIS

El compuesto 6- hidroxiflavona tendra un efecto vasorrelajante y antihipertensivo
en modelos in vivo y ex vivo, con un posible mecanismo de accion funcional
parcialmente dependiente de la presencia de endotelio y un posible bloqueo de

canales de calcio.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general.

Determinar el mecanismo de accién funcional de 6- hidroxiflavona en anillos de
aorta aislada de rata y evaluar el efecto antihipertensivo en un modelo in vivo en

ratas espontdneamente hipertensas (SHR).
V.2 Objetivos particulares.

e Determinar el efecto vasorrelajante de la 6- hidroxiflavona en anillos de
aorta en presencia o ausencia de endotelio.

e Determinar el mecanismo de accién funcional de la 6- hidroxiflavona en
presencia de inhibidores, agonistas y antagonistas, segun sea el caso.

e Evaluar el efecto antihipertensivo agudo en ratas SHR.
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V. METODOLOGIA

VI.1 Evaluaciones farmacoldgicas.

Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 300 gr de
peso, estas fueron alimentadas con Rodent Labs Chow ® y libres de acceso a
agua en condiciones de bioterio. El estudio se llevo a cabo bajo la NOM-062- ZOO-
1999 en el cual se describen las especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio, emitida por la Secretaria de

Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacion.

Reactivos.

Para llevar a cabo el proyecto se utilizaron los siguientes reactivos: Compuesto
de tipo flavonoide (6-hidroxiflavona), cloruro de carbacol, bitartrato de
noradrenalina (NA), Nitro-arginina-metil-éster (L-NAME),1-H- [1,2,4]-oxadiazolo-
[4, 3a]-quinoxalin-1-ona (ODQ), nifedipina, adquiridos en Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO, USA), Tetraetilamonio (TEA), CaClz y solucién de Ringer-Krebs.

Obtencion de anillos de aorta de rata.

Para este procedimiento, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
éter etilico. Consecutivamente, se hizo la diseccion abdominal para extraer la
aorta toracica, ésta se limpi6 de manera cuidadosa para eliminar el tejido
conectivo y adyacente. Una vez limpia la aorta, se corté en segmentos de 3-5 mm
de longitud. Los segmentos de aorta libres de endotelio se obtuvieron retirando

dicha capa de manera mecanica.

Sistema de registro.

Para la determinacién del efecto vasorrelajante de la muestra y controles se utilizé
un sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado. En este se sujetaron
los anillos previamente cortados y limpios en una camara de incubacion conectado
a un transductor de fuerza isométrico modelo Grass FT03®, unido a un sistema

BIOPAC®. Para proporcionar las condiciones fisiolégicas al tejido, se agregaron
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10 mL de solucion de Ringer-Krebs [ (mM) NaCl (118), glucosa 11.4, NaHCOs
(25), KCI (4.7), MgSOa4 (1.2), KH2PO4 (1.2), EDTA (0.026), CaClz (2.5)], apH 7.4,
con un burbujeo constante de una mezcla gaseosa O2/CO2 (95:5%), dicha

solucion se mantuvo a 37°C, con un bafo recirculador.

Determinacion del efecto vasorrelajante.

Para la evaluacion del efecto vasorrelajante, el tejido fue sometido a una tensién
basal de 3 gramos de fuerza y un periodo de estabilizacion de 30 min.
Posteriormente, durante 15 minutos los anillos se sensibilizaron con NA [0.1uM],
cada proceso de estimulacién se realizé por triplicado. Posteriormente el tejido fue
lavado con solucion de Ringer-Krebs con la finalidad de recuperar el nivel basal
de la tensién. Para confirmar la presencia y ausencia de endotelio en los tejidos,
se agreg0 carbacol [1uM] en la tercera estimulacidon, seguidamente se hizo un
lavado del tejido para regresar al nivel basal de contraccion del tejido. Los anillos
de aorta que contrajeron al momento de agregar el carbacol fueron considerados
con endotelio intacto.

Al tejido previamente sensibilizado se le agregaron las diferentes concentraciones
del compuesto 6-hidroxiflavona, como se muestra en la Figura 7. Posteriormente
se realizaron curvas concentracion-respuesta utilizando el programa
AcgKnowledge (BIOPAC, INC.USA).

Para el control positivo en presencia de endotelio, se usd Carbacol. Por otro lado,
para el ensayo gque se realiz6 en ausencia de endotelio se empleé como control
positivo el medicamento nifedipina, un bloqueador de los canales de calcio y como
vehiculo DMSO.
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Lavado Krebs Lavado Krebs Carbacol 1uM compuesto

normal normal
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| Estabilizacion | Sensibilizacion

| | Evaluacion |
[ 2030min. || 50-60 minutos || 40-50 min, |

Figura 7. Esquema representativo de la evaluacion del efecto vasorrelajante en
anillos de aorta de rata contraidos con NA 0.1 uM.

Determinacion del mecanismo de accion funcional del compuesto 6-

hidroxiflavona en anillos de aorta aislado de rata.

La determinacion del mecanismo de acciéon se efectu6 con el compuesto 6-
hidroxiflavona tomando en consideracién la CEso de dicho compuesto, este dato
fue obtenido de la determinacién del efecto vasorrelajante.

Siguiendo la metodologia anteriormente descrita, se realizaron 5 experimentos
usando anillos de aorta en ausencia y presencia de endotelio segun fue el caso,
poniéndolos en contacto con diferentes inhibidores (L-NAME como inhibidor del
oxido nitrico sintasa y ODQ como inhibidor del guanilato ciclasa soluble),
agonistas (NA), Bloqueadores de canales (TEA) y CaClz. Posteriormente, se
realizaron los experimentos, como se describen a continuacion en cada uno de

los apartados.

Predominio de factores derivados del endotelio tales como: produccion de
oxido nitrico/GMPc.

Con la finalidad de determinar si el compuesto 6-hidroxiflavona ejerce un efecto
farmacoldgico a través de la produccién de oxido nitrico y/o activacion de la

Guanilato ciclasa, se siguio la siguiente metodologia: se estabilizo y sensibilizo el
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tejido con endotelio intacto, los anillos de arteria aorta fueron incubados con un
inhibidor de la eNOS L-NAME [2.66uM] y un inhibidor de la enzima guanilato
ciclasa soluble, ODQ [1 pM] durante 15 minutos. Seguidamente se indujo la
contraccion con NA [0.1 uM]. Una vez estable el tejido, se agregaron las diferentes
concentraciones del compuesto de forma acumulativa para obtener las curvas de
concentracion-respuesta (Figura 8). Este procedimiento se compar6 en presencia

y ausencia de los inhibidores.

Diluciones del
extracto o compuesto

NA 0.1 pM

Preixcubar

_I |‘ L-NAME Evaluacion
|# obQ

Figura 8. Determinacion del mecanismo de accién del compuesto 6-
hidroxiflavona dependiente de endotelio con los inhibidores L-NAME y ODQ.

Participacion de los receptores a-adrenérgicos.

El objetivo de esta evaluacién fue conocer si el mecanismo funcional del
compuesto actla por un antagonismo sobre los receptores a-adrenérgicos. Para
conocer el mecanismo se realizo la siguiente metodologia: posterior al periodo de
estabilizacion y sensibilizacion, se realizo una curva control agregando diluciones
acumulativas de NA [0.005-10 uM] a la camara de incubacion, después se lavo el
tejido con solucion de Ringer-Krebs y ya que lleg6 a su estado basal se incubé la
CEso del compuesto durante 15 minutos. Terminado el tiempo establecido, se
agregaron las diluciones de NA [0.005-10 pM] de forma acumulativa, tal como se

muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Participacion de los receptores a-adrenérgicos en anillos de aorta
aislada de rata sin endotelio.

Determinacion de la participaciéon de canales de calcio en contracciones
inducidas por CaCl2

Para poder determinar si el efecto relajante del compuesto esta involucrado por
un posible bloqueo de canales de calcio de la membrana de la célula, se
realizaron curvas de concentracion-respuesta en solucién Krebs 80 mM sin calcio,
la contraccion del tejido fue hecha con diluciones de CaCl2 [0.0081- 27.03 mM]
con la finalidad de hacer una curva control, posteriormente se lavo el tejido y una
vez estable se preincubd la CEso de 6-hidroxiflavona. Transcurridos 15 minutos,
se agregaron las diluciones de CaCl2[0.0081- 27.03 mM] de forma acumulativa,
tal como se muestra en la Figura 10. Finalmente, Se graficaron y compararon

ambas curvas.
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Figura 10. Participacion de los canales de calcio en contracciones inducidas por
CaClz en anillos de aorta aislada de rata con endotelio.

Determinacion de la participacion de la apertura de canales de K*.

Para establecer si el efecto relajante esta mediado por la apertura de canales de
K* presentes en la musculatura lisa vascular, se realizO una curva control
agregando de manera acumulativa al anillo de aorta aislada sin endotelio las
diluciones del compuesto 6- hidroxiflavona. Para la determinacién del mecanismo
en estudio, se realizaron curvas concentracion- respuesta. Para ello, se incubo
previamente el compuesto TEA [632 pM] y posteriormente se indujo una
contraccion con NA. Ya estable el tejido, se agregaron de forma acumulativa las
diluciones del compuesto 6-hidroxiflavona, tal como se muestra en la figura 11.

Terminado el experimento se graficé y se compararon ambas curvas.

27|Pagina



Diluciones del compuesto

NA 0.1 uM NA 0.1 pM
'

Incubacion de TEA

‘| Evaluacion |

Figura 11. Participacion de la apertura de canales de K* en anillos de aorta
aislada de rata sin endotelio.

VI.2 Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos del efecto vasorrelajante y del mecanismo de accion
fueron expresados como la media de 6 animales * el error estandar de la media.
Las curvas concentracion-respuesta se realizaron en el programa Origin 8.0. El
analisis estadistico para cada curva se llevo a cabo en el programa de GraphPad
Prism 5, estableciendo una diferencia significativa de las medias de p<0.05
mediante un andlisis de dos vias (ANOVA) seguida de una prueba comparativa

pos hoc de Bonferroni.

VI.3 Determinacion del efecto antihipertensivo del compuesto 6-

hidroxiflavona en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).

Animales.
En este estudio se utilizaron ratas macho adultas (entre 250-300 gr de peso) de
una cepa de ratas espontdneamente hipertensas (SHR) alimentadas ad libitum

con dieta comercial. El estudio se llevd a cabo bajo la Norma de especificaciones

28|Pagina



NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso

de los animales de laboratorio.
Evaluacion del efecto antihipertensivo en un modelo agudo no invasivo.

Para la determinacion del efecto antihipertensivo del compuesto 6- hidroxiflavona,
se formaron tres grupos de 8 animales: a un grupo (G1), se le administro por via
oral el vehiculo (Tween 80 3%/DMSO 2%), al grupo de prueba (G2) se le
administré por esta misma via el compuesto 6-hidroxiflavona en una dosis de 50
mg/kg y al tercero el medicamento bloqueador de canales de calcio Amlodipina
(G3, control positivo) a una dosis de 5 mg/kg. Posteriormente se midieron los
siguientes parametros: PAS, PAD y frecuencia cardiaca (FC), esto con ayuda de
un Pletistdmetro LE5007, HARVARD APPARATUS previsto del programa Chart V
4.2 de Powerlab ADinstruments. Se realizaron al menos 6 lecturas por animal, al

tiempo 0, 1, 3, 5y 7 horas posteriores a la administracion.

Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos del efecto antihipertensivo fueron expresados como la
media de 8 animales * el error estandar de la media, estableciendo una diferencia
significativa de p<0.05. Se hizo un analisis de varianza de dos vias (ANOVA),

seguida de una prueba comparativa pos hoc de Bonferroni.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Determinacion del efecto vasorrelajante del compuesto 6-

hidroxiflavona en anillos de aorta aislada de rata.

Tal como se muestra en la Gréfica 1, la 6-hidroxiflavona present6 una eficacia en
anillos con endotelio (Emax) de 90.42+ 4.49 % y una concentracion efectiva media
(CEs0) de 66.76+ 11.06 pM. El efecto observado en tejido ausente de endotelio
presentd una Emax de 68.43+ 6.01% y una CEso de 198.47+6.61uM.
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Grafica 4. Determinacion del efecto vasorrelajante dependiente de la
concentracion del compuesto 6-OHF en presencia y ausencia de endotelio.
ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni **p<0.01

***n<0.001. 6-OHF e+ vs 6-OHF e-.
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Compuesto CEso [uM]

6-hidroxiflavona (E+) 66.76+/- 11.06 [uM]

6-hidroxiflavona (E-) 198.47+/- 6.61 [uM]

Estos datos muestran que el efecto relajante del compuesto 6-hidroxiflavona es
parcialmente dependiente de endotelio y este podria estar mediado por algunos
factores endoteliales encargados del proceso de contraccion y relajacion del
musculo liso, tales como produccion de NO en el endotelio y activacion de
Guanilato Ciclasa Soluble debido al incremento del NO. Ademas, al observarse
un efecto relajante en ausencia de endotelio podrian verse involucradas otras
vias, tales como antagonismo sobre receptores adrenérgicos, inhibicién de
enzimas fosfodiesterasas, bloqueo de canales de calcio o activacién de canales

de potasio, entre otros (Nufiez et al., 2019).

VII.2 Determinaciéon del mecanismo de accidn funcional.

Factores derivados de endotelio.
El endotelio vascular es una monocapa de células que recubre la pared luminal

de los vasos sanguineos y linfaticos (Caja, 2018). Este tejido esta encargado de
regular el tono vascular mediante la liberacibn de vasoconstrictores como la
endotelina-1 (factor derivado de endotelio hiperpolarizante EDHF),
vasodilatadores como el 6xido nitrico (factor relajante derivado de endotelio
EDRF), y prostaciclinas y péptidos natriuréticos. Estos factores vasodilatadores
poseen, ademas, actividades antiagregantes y suprimen la formacion de trombos
e impiden la estenosis vascular (Daiber et al., 2017). Como se ha descrito en los
antecedentes, el NO es un factor determinante derivado del endotelio involucrado

en la regulacion del tono vascular que es sintetizado a partir de L- argininay Oz y
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por reduccidon de Nitrato inorganico, NO al combinarse con el grupo hemo de la
enzima guanilato ciclasa provoca la activacion de esta y en consecuencia
transforma GMPc a partir de la conversion de GTP. Conociendo este mecanismo
de relajacion que ocurre a nivel fisiologico en la célula, se llevdé a cabo la
metodologia descrita como “Predominio de factores derivados del endotelio:
produccion de oOxido nitrico/GMPc” en donde se colocaron los siguientes
inhibidores enziméticos: N-omega-nitro-L-arginina metil éster clorhidrato (L-
NAME) el cual es inhibidor de la enzima de éxido nitrico sintasa (NOS), un analogo
de la L-arginina que inhibe la produccién de NO y la relajacion inducida por la
acetilcolina e induce a un incremento en la presion arterial. Este compuesto ha
sido ampliamente utilizado en estudios de relajacion dependientes de endotelio
(Sigma Aldrich, s.f de L-NAME). Y El 1H-[1,2,4] oxadiazol [4,3-a] quioxalin-1- uno
(ODQ), un inhibidor enziméatico especifico de la guanilato ciclasa soluble (GCs)
utilizado ampliamente en estudios farmacolégicos de la via del NO/cGMP. ODQ
reacciona con el grupo hemo ferroso de la region N- terminal de la subunidad a1
de GCs creando una reaccion oxidante y convirtiendo al grupo hemo ferroso en
férrico (Zhao et al., 2000). Dado que la activacion de GCs esta mediada por la
unién de NO a la fraccibn hemo, ODQ provoca una reaccion inhibitoria del tipo
reversible. Con base en lo antes descrito, se decidi6é continuar con el ensayo para
determinar los factores que se encuentran involucrados en el endotelio, los

resultados obtenidos se plasmaron en la Gréafica 2.

32|Pagina



40 1

60 -

% Relajacion

80

* *%k *kk*k

“H%___iﬂ 000 H&_;i * K%k

000
T ~ 0 :\ *k %k
000
m\% e *k ¥k
\ olo
Jokk
000

— m— 6-OHF

—®—  §.OHF +L- NAME 000
—m—  6-OHF + ODQ “;”

100

10 100
uM

Grafica 5. Determinacion del efecto vasorrelajante de 6- OHF en presencia de
inhibidores L-NAME [2.66 uM] y ODQ [1uM]. ANOVA de dos vias seguida de
una prueba pos hoc Bonferroni. 6-OHF Vs 6-OHF + L-NAME *p<0.05 **p<0.01

*+n<0.001. 6-OHF Vs 6-OHF + ODQ °p<0.05, °°°p<0.001.

Como se observa en la grafica 2, al poner en contacto el tejido con los inhibidores

de las enzimas eNOs (L-NAME) y guanilato ciclasa (ODQ) se observo en ambas

curvas, un

desplazamiento hacia la derecha comparado con el grupo control, lo

gue nos indica que el proceso de vasorrelajacion esta disminuido, sin embargo no

en su totalidad. Este comportamiento demuestra que el efecto esta dado por la

produccion de NO y en consecuencia la activacion de la guanilato ciclasa soluble

gue produce GMPc a partir de GTP y activacién de la proteina PKG, esta ultima

provocando la relajacion de la musculatura lisa vascular (Vanhoutte et al., 2016).
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Como se describe en la literatura, el GMPc es un componente clave en la
regulacion de la vasodilatacion y es producido por 2 tipos de enzimas: la guanilato
ciclasa particulada ligada a la membrana que es activada por peptidos
nautriuréticos y la guanilato ciclasa soluble que se enuentra en el citoplasmay es
activada por el NO. Ambas se encuentran en la musculatura lisa y catalizan la
misma reaccion de conversion (Bobin et al., 2016). Al mismo tiempo, como se
logra apreciar la relajacion del tejido aun cuando se colocan estos inhibidores y
con el proposito de demostrar si el compuesto 6-hidroxiflavona activa
directamente la guanilato ciclasa soluble, se decidié hacer ensayos sobre anillos
de aorta en ausencia de endotelio, preincubando ODQ previo a una contraccion

inducida por NA 0.1 pM, los resultados se muestra en la gréafica 3.
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Grafica 6. Determinacion del efecto vasorrelajante de 6- OHF en presencia del
inhibidor ODQ [1uM] en anillos de aorta aislada sin endotelio. ANOVA de dos
vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni.
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La grafica 3, no muestra una diferencia relevante entre la curva de 6-
hidroxiflavona en la que se preincub6 ODQ en ausencia de endotelio y la curva
control, lo que indica que el efecto relajante del compuesto no se encuentra
mediado por la activacion de la guanilato ciclasa soluble de forma directa. Esta
grafica, comprueba que el efecto observado estd mediado por la producciéon de
NO que es liberado del endotelio (Vanhoutte et al.,, 2016), resultado de la
estimulaciéon por parte de 6-hidroxiflavona.

Factores involucrados en la musculatura lisa.

Receptores adrenérgicos.

Fisiolégicamente, la NA es una sustancia segregada por las terminaciones
nerviosas simpaticas vasoconstrictoras, esta catecolamina se encuentra
almacenada en forma inactiva dentro de las vesiculas sinapticas y es liberada
cuando el potencial de accién despolariza las fibras adrenérgicas, este proceso
provoca un aumento en la permeabilidad del Ca?* en la membrana de dicha fibra,
permitiendo la difusibn de estos iones hacia las vesiculas y generando un
vertimiento del neurotransmisor hacia el exterior ( Cortijo, 1992). La NA actla
directamente en los receptores a- adrenérgicos acoplados a proteinas G del
musculo liso vascular, generando segundos mensajeros como inositol 1, 4, 5
trifosfato (IPs) y diacilglicerol. IPs promueve la liberacion de calcio a través de la
unién de sus receptores IP3 localizados en el reticulo sarcoplasmico hacia el
citosol en donde, posteriormente se desencadena el proceso de contraccion de
las células del musculo liso vascular (Guyton., et al, 2011; Avila, 2017). Tomando
en cuenta lo descrito anteriormente, se realizé una curva control concentracion-
respuesta contraida con NA[0.005 a 10 uM] y otra a la que se agrego previamente
la CEso [198.47 uM] de 6-Hidroxiflavona, los resultados del ensayo se muestran a

continuacion en la gréfica 4.
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Gréfica 7. Determinacion del efecto contractil de NA en anillos de aorta aislada
sin endotelio, en presencia y ausencia de la CEso [198.47 uM] de 6- OHF.
ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni ***p<0.001.

La grafica 4, muestra una oposicion total a la contraccion inducida por NA en la
que se preincubd la CEso de 6-Hidroxiflavona con respecto a la curva control,
sugiriéndonos que el compuesto esta teniendo comportamiento como antagonista
alfa adrenérgico del tipo no competitivo 0 competitivo irreversible, los cuales se
fundamentan a continuacion: Primeramente, comenzaremos definiendo un
antagonista, que es aquella molécula que impide la accion de un agonista al
ocupar su sitio de accién o un sitio alostérico (Brenner et al., 2019). Dicho esto,
segun Flower et al, 2018 describe que el antagonismo competitivo irreversible se
produce cuando el antagonista se une al mismo sitio del receptor que el agonista,

pero se disocia de los receptores muy lentamente, o no lo hace en absoluto, con
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el resultado de que la ocupacion por el antagonista no varia al afiadir el agonista,
es decir, ocurre una depresion del efecto maximo que no es vencible mediante el
incremento de la concentracion del agonista. Este efecto genera una curva dosis-
respuesta similar a las de los antagonistas no competitivos, los cuales se
comportan con afinidad al receptor, pero no al sitio de reconocimiento del
agonista. En este caso, la accién del agonista queda anulada, sin que el
incremento de su concentracidn permita alcanzar una ocupacion maxima de
receptores (Pazos, 2003), del mismo modo que ocurre en la gréfica antes
mencionada.

Dentro del proceso de regulacién del efecto vasorrelajante, se encuentran
implicados otros mecanismos, tales como la activacion de canales de K*y el
blogueo de los canales de Ca?* y con el propdsito de conocer de manera mas
profunda el mecanismo de accion funcional de 6- hidroxiflavona, se decidieron
estudiar de manera experimental estas vias, las cuales se describen

ulteriormente.

Participacion de los canales de calcio.

Desde los experimentos en 1883 de corazon aislado, se reporto la importancia del
calcio en el mantenimiento de la actividad celular y Stiles extendi6 la investigacion
en la contraccion de la musculatura lisa en 1901. Fue 60 afios mas tarde con la
observacion de Ringer, que los investigadores Kamada en Japon y Heilbrunn en
los Estados Unidos, descubrieran el rol del calcio intracelular en la contraccion de
la musculatura. Este descubrimiento impulsé la busqueda de agentes que
bloquearan la accién del calcio, conocidos como bloqueadores de la funcion del
calcio (Godfrain, 2017), lo que derivo en el hallazgo de bloqueadores de canales
de calcio. A nivel fisioldgico, el Ca?* juega un papel fundamental en las células
vasculares, ya que, ademas de cumplir la funcién de segundo mensajero, es
esencial en el acoplamiento entre la excitacion y la contraccion (Mufioz, 2012),
por lo que la entrada de este ion a través de los canales de calcio al medio
intracelular sera determinante en dichos procesos. Los canales de calcio son

proteinas integrales de membrana, ubicuas, que forman poros a través de los
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cuales se produce el flujo selectivo de calcio a favor electroquimico; estos se
clasifican en funciébn de su localizacion subcelular y en su mecanismo de
activacion, siendo uno de estos los canales de Ca?* operados por voltaje, los
cuales se describen a continuacion:

Los canales de Ca?* dependientes de voltaje son abiertos slbitamente en
respuesta a una despolarizaciéon de la membrana plasmatica, permitiendo la
entrada de Ca?* desde el espacio extracelular al citosol, la repolarizaciéon de la
membrana produce el cierre de estos canales, cabe destacar que este tipo de
canales tiene la caracteristica de ser dependientes del tiempo, provocando una
inactivacion y todos los tipos de canales dependientes de voltaje son muy
selectivos para el Ca?* respecto al Na* o al K*. A su vez, este tipo de canales se
subdividen en seis: tipo T, L, N, P, Qy R, y en las células del musculo liso vascular
predominan los tipos T y L (Zamponi et al., 2015). La regulacién de los canales
puede darse por la accion de hormonas y neurotransmisores que modifican su
conductancia y fendmeno de activacion y/o inactivacion. El comportamiento puede
llevarse a cabo directamente sobre el canal o a través de moduladores. A menudo
la regulacién se lleva a cabo por la fosforilacion de proteinas kinasas activadas
por segundos mensajero (Valle, 2006). Los canales tipo L, se activan por
despolarizaciones mas intensas de la membrana plasmatica y tienen una
constante de tiempo de un segundo, estos se encuentran altamente expresados
en células del musculo liso vascular diferenciadas contractiles (Sunagawa, 2010).
En particular, los canales de calcio tipo L constituyen la principal via de entrada
de Ca?* a las células de la musculatura lisa vascular, su inactivacion depende de
la concentracion de calcio que haya dentro de la célula y del potencial de
membrana (Izaguirre et al., 1998). Segun se ha citado, los canales de calcio son
un mecanismo de accidon muy importante en la contraccion del muasculo liso
vascular y su bloqueo representa al mismo tiempo un proceso de relajacion, es
por esta razon que se investigo si el compuesto 6-OHF actua sobre esta via, los

resultados se expresan en la grafica siguiente.
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Grafica 8.Determinacién del efecto contractil de CaClz en anillos de aorta aislada
sin endotelio, en presencia y ausencia de la CEso de 6- hidroxiflavona. ANOVA
de dos vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni ***p<0.001.

Tal como se observa en la gréfica 5, la curva a la cual fue preincubada la CEso del
compuesto 6-OHF muestra una inhibicibn contractii a pesar de inducir la
constraccion con CaCl: de manera acumulativa, comparada con la curva control
a la cual, unicamente se agregaron las concentraciones de CaCl: donde
evidentemente genera un proceso de contraccion en los anillos de aorta aislada
de rata. Este resultado sugiere que, a nivel fisiolégico 6- HOF tiene un
comportamiento como bloqueador de los canales de calcio. A continuacion se
sugiere el posible mecanismo de accion del compuesto basado en evidencia ya

descrita por otros autores. De manera estructural, los canales de calcio son

proteinas oligoméricas, constituidos por cuatro subunidades al, B, a2-6, y).
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La subunidad principal es a1, una glicoproteina formadora del poro del canal

para el paso de los iones de Ca?*y el segmento S4 que actla como un sensor
de voltaje para responder a un estimulo despolarizante (Moreno et al., 2005), y
segun Lozano et al., 2020 los farmacos bloqueadores de canales de calcio se

unen directamente a determinados segmentos de transmembrana de la subunidad

a 1 del canal, estos bloqueadores tienen la capacidad de unirse rapidamente a

las células que presentan potenciales de membrana méas despolarizados, lo que
explica su mayor afinidad por las células musculares vasculares, generando de
esta manera una disminucién en la contractilidad. Con el objetivo de concluir este
ensayo ex vivo, se decidid, ademas, indagar en la participacion de 6-
hidroxiflavona sobre la apertura de los canales de K*, cuyos resultados se

muestran en seguida.

Participacion de la apertura de los canales de K*.

En una célula tipica en reposo, la membrana es permeable selectivamente al K*
y el potencial de membrana es ligeramente positivo respecto al potencial de
equilibrio de K*. Esta permeabilidad en reposo ocurre gracias a que hay canales
de potasio abiertos, al abrirse més de estos canales la membrana se hiperpolariza
y la célula se inhibe (Garcia, 2017), al mismo tiempo los canales de K* tienen la
capacidad de regular la duracion del potencial de accion. En el muasculo liso
vascular, su apertura estad producida por los factores relajantes derivados de
endotelio tales como endotelina y calcitonina (Nelson & Quayle, 1995), y la
apertura de estos provoca la hiperpolarizacion de las células, cerrando los canales
de calcio voltaje dependientes, inhibiendo la entrada de los iones de Ca?*y su
salida del RS. Esta accién provoca una disminucion en la concentracion de calcio
y por consiguiente vasodilatacion (Marrugat et al., 2008).

Existen distintos tipos de canales de K+ con diferentes bases moleculares que
contribuyen a la regulacion de la conductancia basal del K+ en las células de la
musculatura lisa: canales de potasio activados por voltaje (Kv), canales de potasio

activados por Ca2+ (KCa), canales de potasio de larga conductancia (BKca)
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canales de potasio rectificadores internos (Kir), canales de potasio de dominio de
2 poros en tandem (Kzp) y canales de potasio dependientes de ATP (KATP)
(Teramoto, 2006). Ademas, se ha descrito que los canales KV y los BKca, se
encargan en gran medida del control del tono vascular (Fernandez et al., 2004).
Los BKca estan muy involucrados en la patologia en estudio y su incremento en la
actividad de estos canales en las células del MLV puede ser un mecanismo
compensador frente al incremento del tono vascular en la hipertension (Garcia,
2017). Conociendo estos antecedentes se decidié explorar la participacion de la
apertura de canales de potasio en el proceso de relajacién ocasionado por la 6-
Hidroxiflavona en anillos de aorta aislada de rata sin endotelio. Para ello, se utilizd
Tetraetilamonio (TEA), un inhibidor inespecifico de este tipo de canales, el cual ha
sido utilizado en la investigacion por diversos autores para establecer mecanismos
qgue involucran el flujo de iones, en los que se encuentra el involucrado el K* (Choi,
1991, Heginbotham & MacKinnon, 1992, Harder & Sperelakis 1979). Los

resultados se expresan a continuacion en la grafica 6.
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Grafica 9. Determinacion del efecto vasorrelajante de 6- hidroxiflavona en
presencia del inhibidor de canales de K+ tetraetilamonio (TEA). ANOVA de dos
vias seguida de una prueba pos hoc bonferroni **p<0.01 ***p<0.001.

Al analizar la grafica 6, se observa que la curva morada a la cual se agrego el
compuesto 6-hidroxiflavona mas TEA, persiste en un efecto vasorrelajante y, al
compararlo con la curva color verde a la que Unicamente se le agregaron las
diluciones del compuesto de manera acumulativa, no presenta una diferencia
significa. Este resultado, nos lleva a la conclusion de que el efecto vasorrelajante
observado por 6-hidroxiflavona no esta mediado por la activacion de los canales

de potasio.
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VII.3 Determinacion del efecto antihipertensivo en un modelo in vivo de 6-
Hidroxiflavona en ratas SHR.

Las ratas SHR, constituyen un modelo de animales adecuado de hipertension
genética para estudiar la Hipertension esencial en humanos, ya que reproducen
muchas caracteristicas de esta condicion (Caniffi et al., 2015). El origen de la rata
espontaneamente hipertensa deriva en 1963 por Okamoto y Aoki de un
cruzamiento selectivo entre un macho Wistar espontaneamente hipertenso y una
hembra con la presion arterial ligeramente por encima de la media (Okamoto et
al., 1963). Se ha demostrado que las ratas SHR presentan resistencia a la insulina,
determinados grados de dislipidemia, disfuncién endotelial, aumento del estrés
oxidativo, factores vasoconstrictores y disminucion de la biodisponibilidad del NO
(Mendizabal, 2013), de modo que, al realizar modelos in vivo nos proporcione
datos méas acercados a la patologia en estudios. Por otro lado, los flavonoides son
compuestos que no son lipofilicos, asi que la presencia de grupos fendlicos tanto
los conjugados sulfatados como los glicosilados, facilitan su eliminacion. Para que
un flavonoide pueda absorberse debe dividirse en una aglicona y un glicésido,
este Ultimo tiene mayor solubilidad en agua, por tanto se absorbera mas rapido.
Sin embargo, la aglicona puede tardar hasta tres horas en ser absorbida. Por lo
que, en promedio las concentraciones pico de los flavonoides se dan a las 1.75
horas (Jiménez et al., 2009). La transformacion de estos compuestos se localiza
en primer lugar en el higado, por medio de reacciones de fase | en la que se
introducen o exponen grupos polares; en segundo lugar en el colon mediante
reacciones de biotransformacion de fase Il, en las que los microorganismos
degradan los flavonoides no absorbidos (Martinez et al., 2002). En este punto se
engloba el proceso de Farmacocinética, en donde el primer paso de absorcion
describe desde que se administra el compuesto y llega al compartimiento, para lo
cual, es necesario que se disuelva y pueda alcanzar la circulacién y tener acceso
al sitio de accion y el farmaco que entra a la circulacion es conocido como fraccion
disponible. Después de llegar a la circulacion, el compuesto es distribuido hacia
los dérganos y tejidos por medio de los liquidos intersticial e intracelular. La

distribucion depende principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas como la
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liposolubilidad, caracter acido o basico, capacidad para atravesar membranas
biolégicas y uniébn a proteinas plasmaticas. Posteriormente, el compuesto
experimenta el proceso de metabolismo en el cual la funcién principal es finalizar
la actividad biolégica de la molécula y producir metabolitos que faciliten la Gltima
etapa que es la eliminacion del organismo (Rang et al., 2007).

Con base en lo anterior, se decidié proceder con la metodologia para este ensayo,
con la finalidad de conocer el efecto antihipertensivo de 6-hidroxiflavona en un
modelo in vivo en ratas espontdnemente hipertensas. A continuacion se muestran
lo resultados obtenidos.

Presion Arterial Sistolica
20- —e— Control
—&— 6-Hidroxiflavona (50 mg/kg)

g —8- Amlodipino (5 mg/Kg)
c 0
O
)
8
<
> 204

'40 1 1 1

O N 9% %2 X 9 o A B
Tiempo (h)

Grafica 10. Medicion de la presion sistdlica en ratas SHR en un modelo in vivo.
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Presién Arterial Diastélica

20+ —e— Control
—&— 6-Hidroxiflavona (50 mg/kg)

S -@- Amlodipino (5 mg/Kg)
c 0
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S
g
@
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'40 1 1 | | 1 1
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Gréfica 11. Medicidn de la presion diastdlica en ratas SHR en un modelo in vivo.
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Grafica 12. Medicion de la Frecuencia cardiaca en ratas SHR en un modelo in
Vivo.
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Las graficas obtenidas de la evaluacion del efecto antihipertensivo en ratas SHR,
mostraron que no existe una disminucion relevante en la presion arterial sistolica,
diastélica y tampoco una disminucién de la frecuencia cardiaca de 6-hidroxiflavona
a la dosis evaluada de 50 mg/kg, comparado con el grupo control, al cual se
administré unicamente Tween 80 al 3% y DMSO al 2%, esto con la finalidad de
corroborar que el vehiculo no influyera sobre la presion arterial.

El hecho de que no se observe un efecto en la disminucion de la presion arterial,
puede asociarse a distintas causas tales como via de administracion,
farmacocinética, caracteristicas fisicoquimicas del compuesto y su
biodisponibilidad. La via de administracion oral es una de las vias enterales méas
comunes ya que representa una manera coémoda al momento de aplicar un
farmaco, pero al mismo tiempo experimenta algunas desventajas como la
destruccion del compuesto por actividad enzimatica, absorcion irregular o
metabolismo de primer paso en el higado (Flores, 2014), dichas caracteristicas
estaran directamente relacionadas con la farmacocinética del compuesto, en las
cuales se comprenden los procesos de ADME. De igual manera, la
biodisponibilidad es un factor determinante en el efecto farmacolégico y su valor
puede estar afectado también por las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto
y por la solubilidad de éste (Martinez et al., 2002). Tal es el caso de esta molécula
gue, al presentar pocos grupos funcionales OH y al ser un cristal, lo convierte en
un compuesto poco polar lo que dificulta la capacidad de disolverse en un
vehiculo. Sin embargo, cabe destacar que, al momento de preparar las muestras
gue se les administraron a los animales, el compuesto quedd sedimentado en el
vehiculo, dicha caracteristica evidencia problemas con la solubilidad.

La solubilidad es otro factor muy importante en la determinacion de la velocidad y
el grado de absorcibn de farmacos a nivel gastrointestinal después de su
administracion (Thomas et al., 2006). Para poder mejorar la solubilidad de un
farmaco existen algunas estrategias que consisten en el uso de surfactantes,
cosolventes, ligeras variaciones de pH, disminucion del tamafio de particula o

sintesis de la sal del compuesto (Castillo et al., 2018; Labastidas et al., 2006) v,
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con base en los resultados que se obtuvieron, se sugiere indagar mas en las
opciones que existen para la mejora de la solubilidad de los compuestos

organicos.

VIIl. CONCLUSIONES

El compuesto 6- Hidroxiflavona presentd un efecto vasorrelajante parcialmente
dependiente de endotelio, actuando a través de diversos mecanismos de accion
en los que se incluyen la produccién de Oxido Nitrico, antagonismo alfa
adrenérgico del tipo no competitivo o competitivo irreversible en receptores
adrenérgicos y un bloqueo de los canales de calcio tipo L.

El ensayo in vivo realizado en ratas SHR con 6- hidroxiflavona, no demostré un
efecto antihipertensivo, este resultado esta asociado a la baja solubilidad que

presenta el compuesto.
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Sello electrénico

REYNA AMERICA SERRANO LOPEZ | Fecha:2021-05-13 20:44:26 | Firmante

MjuxLfVyFERNfmIK{8 WhEg+rgjXqwdbM86osu6lg4Jvjl6ROvgejyGOpa1mDLjAgvc34KXKg/0WaKY9AIWUFTvTEWuUIHB3xVRKDWiwoOVtuGAEh2U4XBgfotJUOAPKRXHH93GTp
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ucNjR7

-
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Sello electrénico

ANGELICA FLORES FLORES | Fecha:2021-05-14 22:16:31 | Firmante
HOAVfyCKGMOuirtBJosbtLs7Nks/s0QG/8P5pg+KluHboSkYGacKYt2ngyk80jZqN9lb7qIMd1zcdKoBh6N7vLVX1q2DfwPXJHJI1bAnZydg8gF/JK/7hkQ2JINBf3uh77xqCrbZZnEqM
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RAFAEL VILLALOBOS MOLINA | Fecha:2021-05-15 07:19:21 | Firmante
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BSzRhW
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