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Las enfermedades cronico-degenerativas han incrementado sustancialmente en los
altimos afos, siendo de las primeras causas de muerte a nivel mundial. Dentro de
estas encontramos a la hipertension arterial, que segun la OMS afecta a millones
de personas en el mundo y en México, uno de cada cuatro adultos la padece. La
hipertension es un factor de riesgo para desencadenar otras enfermedades del tipo
cerebrovasculares, renales y cardiacas. Una condicionante para desarrollar este
padecimiento es el estilo de vida, ya que estan estrechamente relacionadas y
aunque existe una amplia gama de medicamentos para tratar este padecimiento,
estos presentan diversas reacciones adversas, asi como la existente polifarmacia
gue genera una baja adherencia por parte del paciente, que con el uso prolongado
de este cuadro terapéutico desarrollara una tolerancia. Para poder abordar de mejor
manera el tratamiento, se buscan nuevas alternativas terapéuticas a partir de
diversas estrategias, una de ellas es utilizar los conocimientos derivados de la
medicina tradicional. Se ha demostrado, de manera general, que los flavonoides
presentan diversos efectos farmacologicos, dentro de los cuales podemos encontrar
el efecto vasorrelajante del muasculo liso vascular. En el presente trabajo, se
determind el mecanismo de accion vasorrelajante del compuesto 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona en un modelo ex vivo de anillos de aorta aislada de rata con y sin
endotelio precontraidos con noradrenalina 0.1 pM. Dicho compuesto indujo un
efecto vasorrelajante parcialmente dependiente de la presencia de endotelio y
dependiente de la concentracion. Debido al potente efecto vasorrelajante reflejado,
se establecid el posible mecanismo de accién. La pre-incubacion con L-NAME 10
UM y ODQ 10 uM produjo una disminucién significativa de la muestra de prueba,
sugiriendo que la vasorrelajacion en presencia de endotelio, esta dada por la
produccion de NO desencadenando la activacion de Guanilato Ciclasa soluble
induciendo la produccion de GMPc. La pre-incubacién con indometacina no mostré
una diferencia significativa con respecto a la CCR control, lo que sugiere que no hay
relacion con la produccion de prostaciclina PGlz. Al pre-incubar la CEso del
compuesto con soluciones acumulativas de noradrenalina (NA), se observo una

oposicion a la contraccién significativa con respecto a la curva control sugiriendo un
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efecto antagbénico no competitivo a un sitio alostérico sobre receptores
adrenérgicos. La evaluacion con CaClz mostré una reduccion significativa en el
ingreso de Ca?* extracelular de manera funcional, lo que indica un bloqueo de
canales de Ca?'. Los estudios de docking molecularcorroboraron los efectos
mostrados de la muestra de prueba como un potencial bloqueador del canal de

calcio tipo L.
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1.- INTRODUCCION

En la actualidad, las enfermedades crénico-degenerativas constituyen mas de la
mitad de la carga mundial de morbilidad, teniendo un gran impacto en la esperanza
de vida ya que son la primera causa de muerte en la mayoria de los paises. La
hipertension arterial sistémica (HAS) es considerada dentro de este grupo de
enfermedades que representa un creciente factor de riesgo cardiovascular de
primer orden y grave problema de salud publica para el Sistema Nacional de Salud.
Se estima que la HAS, segun la OMS, afecta a mil millones de personas a nivel
mundial, en paises como México, 1 de cada 4 adultos sufre hipertension arterial,
esto representa el 25.5 % de la poblacion mexicana adulta, de los cuales el 40%
desconoce su padecimiento, siendo esta enfermedad un factor de riesgo para otras
condiciones como infarto al miocardio, insuficiencia cardiaca, eventos
cerebrovasculares y enfermedad renal. El estilo de vida esta estrechamente
relacionado dado a un crecimiento de la incidencia por malos hébitos alimenticios
relacionado con la alta ingesta calérica y la inactividad fisica que son factores muy
importantes para el desarrollo de este padecimiento (OMS, 2013; ENSANUT, 2016).

El tratamiento para la hipertension arterial esta constituido por eficientes
medicamentos como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
antagonistas de los receptores de angiotensina, beta-bloqueadores, bloqueadores
de los canales de calcio y diuréticos tiazidicos (Aristil, 2010). Sin embargo, estos
grupos de medicamentos presentan diferentes efectos adversos, ademas la falta de
adherencia al tratamiento por parte del paciente representa un problema
significativo en la recuperacion de la salud, debido a estas razones se busca recurrir
a diferentes alternativas, tal es el caso de la medicina tradicional a la que se le ha
acufiado potencial terapéutico para tratar la HAS, mediante ella se busca identificar
nuevas estructuras quimicas que presenten efectos y/o mecanismos

farmacolégicos novedosos.
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En este sentido, los flavonoides presentan diferentes efectos farmacologicos para
tratar enfermedades como infecciones de diferentes etiologias, enfermedades
cronico-degenerativas, enfermedades neuroldgicas, entre otras. Asi mismo, se ha
reportado el efecto contra enfermedades cardiovasculares y se ha comprobado su
efecto antihipertensivo y vasorrelajante (Hernandez-Abreu et al., 2009). Por tanto,
el presente trabajo pretende evaluar el potencial antihipertensivo a nivel preclinico

y el mecanismo de accién funcional del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona

(Flavona).
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2.- ANTECEDENTES
2.1 Sistema vascular y vasos sanguineos

El sistema vascular (Figura 1) es un sistema de transporte que consta de una
bomba muscular que conocemos como corazon, proporcionando la energia
necesaria para mover la sangre en un circuito cerrado de tubos elasticos llamados
vasos sanguineos. Los principales vasos sanguineos que componen el sistema
vascular son arterias, arteriolas, capilares, vénulas y venas. Las arterias tienen la
funcién de conducir la sangre que bombea el corazén hacia los 6rganos, las arterias
denominadas elésticas, abandonan las cavidades del corazén y se dividen en
arterias musculares de calibre medio que se distribuirdn en el organismo, estas a
su vez se dividen para formar arterias de menor calibre llamadas arteriolas que
actuan como valvulas controlando la cantidad de sangre que entra a los capilares,
cuando las arteriolas entran a un tejido se ramifican en diminutos vasos llamados
capilares. Las paredes de los capilares presentan una fina capa de células
endoteliales que estan rodeadas por una membrana basal en la que se llevara a
cabo un intercambio entre la sangre y los tejidos corporales, al conjunto de capilares
se le denomina vénulas, al converger en vasos mas grandes los llamamos venas,
estas estructuras cuentan con la capacidad de contraerse y relajarse, por tanto, se
encargaran de transportar la sangre para cerrar el circuito desde los tejidos al
corazén (Tortora et al., 2013). El lecho que comprende arteriolas, capilares y

vénulas se denomina microcirculacion (Duarte, 2004).

Dentro de las arterias encontramos 2 que son de suma importancia en el sistema
vascular que cumplen funciones vitales, estas son la aorta y el tronco pulmonar, la
aorta es una estructura de gran calibre que sale del ventriculo izquierdo en el
corazén, dando origen a diferentes arterias que van por lo general a miembros
superiores, a su vez, esta desciende por la columna vertebral, cavidad toracica y
abdomen hasta llegar a los miembros inferiores (Tortora et al., 2013).
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Capilares sistémicos de

Vénulag

los miembros inferiores

Figura 1. Redes circulatorias (Tortora et al,. 2013).

Las venas y arterias

capa mas interna es

endoteliales y esta en contacto directo con la sangre, la capa intermedia o tanica
media esta formada por células del muasculo liso vascular y contiene una capa de
tejido conectivo formando un sistema encargado de efectuar la contracciéon y

relajacion vascular, y

de manera externa, esta constituida de tejido conectivo, fibroblastos, mastocitos y
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terminaciones nerviosas variadas, debido a las funciones que presenta esta capa
nosotros podemos generar una medicion de la presion arterial, ya que las paredes
de los vasos sanguineos se expanden cuando se realiza el bombeo de la sangre.
(Tortora et al,. 2013). Una de las propiedades mas importantes que deben
presentar las arterias es la elasticidad aortica esta depende de las fibras elasticas
contenidas en la pared del vaso, esta elasticidad se pierde de manera progresiva
debido a la edad o bien, por procesos ateroscleroticos, como resultado hay cambios
importantes en la rigidez del vaso y en la composicién del colageno y la elastina de
su pared (Duarte, 2004).

CAPA INTERNA
Endotelio

Membrana basal

Lamina elastica interna

— -

CAPA MEDIA
Musculo liso

|l
Al

Luz
(b) Vena

Luz

Luz

Membrana

Endotelio basal

(c) Capilar

Figura 2. Estructura del vaso sanguineo (Tortora et al., 2013)
2.1.1 Mdasculo liso (ML)

El musculo liso (ML) es constituyente de las paredes de casi todos los 6rganos
huecos del cuerpo, como aquellos que conforman el tracto gastrointestinal (eséfago,

estdbmago e intestinos), tracto urinario (uréteres y vejiga) y vasos sanguineos
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exceptuando el corazén. Dependiendo del érgano y funcion en el cual se encuentre
el ML, sera el papel que este desemperie y el control de la contraccion varian (Raff
et al., 2011; Moore, 1999).

El ML esta clasificado en dos tipos: unitario y multiunitario (Figura 3). El unitario,
también conocido como musculo liso sincitial o visceral son fibras dispuestas en
laminas o fasciculos, y sus membranas celulares estan adheridas entre si en
multiples puntos, asi la fuerza que se genera en una fibra se transmite a la siguiente
y todas se contraen como una Unica unidad. Se encuentra en el tracto digestivo y
genitourinario, asi como en los vasos sanguineos que presenten pequefio calibre.
El multiunitario esta formado por fibras musculares lisas separadas y discretas que
actian independientemente de las demas y su inervacion estd dada por una Unica
terminacion nerviosa en donde la superficie externa esta cubierta por una capa que
consta de una mezcla de colageno y glucoproteinas. Al contrario del tejido unitario,
este se localiza dentro de la pared de algunos vasos sanguineos con mayor
diametro. (Guyton et al., 2011; Tortora et al., 2013).

U bR . 0

auténomas
Ndcleo

Fibras
musculares

(a) Tejido muscular liso visceral (b) Tejido muscular Ii§o
(de una sola unidad) de unidades multiples

Figura 3: Tipos de musculo liso (Guyton et al., 2011).
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Ambos son involuntarios e inervados por sistema nervioso autbnomo de modo que
desempeiian funciones dependientes del sistema simpatico y parasimpatico. En el
musculo liso vascular encontramos filamentos contractiles por la presencia de los
polimeros de actina globular y miosina, que confieren la propiedad de contraccion,
generando una fuerza en el ML para la regulacion del flujo sanguineo y la presion
(Raff et al., 2011).

2.1.2 Regulacion del ML

El ML se mantiene en un estado de semicontraccion, esto es lo que conocemos
como “tono vascular” que esta dado por un equilibrio relacionado entre los estimulos
relajantes y constrictores que actian en forma simultdnea, pero en proporciones
diferentes segun sea la situacién a la que se exponga, el principal mediador en esta
regulacion es el sistema simpatico (Duarte, 2004). Dentro de los mecanismos
podemos encontrar la activacion por estimulacién mecanica, aferencias nerviosas e

influencias hormonales (Raff et al., 2011; Moore, 1999).

Dos de los principales mecanismos involucrados en esta regulacién se encuentran
el acoplamiento electromecanico (consecuencia de la despolarizacion de la
membrana) y el acoplamiento farmacomecanico (consecuencia de la interaccion de
agonistas con receptores especificos de la membrana celular). Estos mecanismos
no se llevan a cabo de manera independiente, ya que, por el contrario, muchas
veces ocurren de manera simultanea. El acoplamiento electromecanico se da
cuando el potencial de reposo (-50-60 mV) de la membrana celular sufre una
despolarizacién, es decir, estos valores se vuelven menos negativos ocasionando
la apertura de los canales de calcio Ca?* dependientes de voltaje lo que permite la
entrada de este ion al interior de la célula, por consiguiente, las concentraciones
intracelulares de Ca?* incrementan, generando asi, vasoconstriccion. El
acoplamiento farmacomecanico esta ampliamente relacionado con una serie de
mecanismos de sefalizacion celular que, al contrario del acoplamiento
electromecéanico, no modifican el potencial de membrana y el aumento del Ca?*

intracelular se debe principalmente a los iones provenientes del reticulo
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sarcoplasmico y en menor medida al Ca?* que ingresa a la célula por medio de los
canales de Ca?* dependientes de la activacion por receptor (ROC) (Gonzélez-
Rodriguez, 2004).

2.1.2.1 Canales de calcio (Ca?*)

Los canales de calcio son proteinas oligomeéricas que se caracterizan por tener una
subunidad principal (a1) que sirve como poro y sensor cuando hay un cambio de
potencial (Catterall, 1991), asi mismo, cuenta con diversas subunidades
reguladoras o auxiliares (B, az)y dependiendo del tejido, una quinta subunidad.
Existen seis tipos funcionales de canales de Ca?*, denominados T, L, N, P, Qy R.
Se clasifican dependiendo las caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas, pero
principalmente estan clasificadas por el rango de voltaje necesario para su
activacion, en donde encontramos dos categorias: los de bajo (Canales de Ca?* tipo
T) y de alto umbral (Canales de Ca?*tipoL, N, P, Qy R) (Zhang et al., 1993). Dentro
de las funciones fisioldgicas, podemos encontrar transmision de los impulsos
nerviosos, contraccion muscular y la activacion de genes. La activacién de los
mismos, ocurre cuando hay un cambio en el voltaje a través de la membrana de la
célula, esto provocara su apertura permitiendo asi que el calcio extracelular fluya

hacia el interior de la célula (Campbell, 2003).
2.1.2.2 Contraccién del musculo liso vascular (CMLV)

La contraccion y relajacion del muasculo liso en los vasos sanguineos regula el flujo
sanguineo y por consiguiente la presién arterial. El proceso de contraccion de las
células musculares lisas vasculares se debe principalmente a la activacién de las
proteinas contractiles actina y miosina por cambios en el potencial de la membrana
inducidos por procesos mecanicos, disparo de potenciales de accion o por
activacion de canales i6nicos dependientes de estiramiento en la membrana
plasmatica. Para dar inicio a la activacion de la miosina es necesario llevar a cabo

una fosforilacion de su cadena ligera de 20-kDa, esto dara paso a la interaccion
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entre la miosina y la actina formando puentes cruzados entre si, esto determinara
el proceso de CMVL, cuando este proceso se mantiene a niveles bajos se da lo que

conocemos como tono basal del ML (Guyton et al., 2011; Valle 2006).

El proceso de contraccion del musculo liso esta mediado por el incremento de Ca?*
intracelular y por el cambio en los filamentos gruesos. Existen 2 vias de sefializacion
en la célula, una de estas vias es la entrada de Ca?* a través de canales que estan
regulados por receptores en la membrana y de los canales dependientes de voltaje.
En la via de regulacién por receptores, los agonistas como la norepinefrina,
angiotensina Il o endotelina se unen a los receptores acoplados a proteina G,
estimulando la actividad de la fosfolipasa C que se encarga de catalizar
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, para dar paso a la formacion de dos potentes
segundos mensajeros: inositoltrifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), en donde la
union de IPs a los receptores en el reticulo sarcoplasmico provoca la liberacion de
Ca?* en el citosol. Los iones Ca?* se unen a la calmodulina (CaM) formando el
complejo Ca?*-CaM que se une a la miosina cinasa de cadena ligera y la activa, una
de las cadenas ligeras de cada una de las cabezas de miosina o cabeza reguladora
se fosforila, la cabeza tiene la capacidad de unirse repetidamente al filamento de
actina formando un proceso de tirones intermitentes produciendo la contraccion
muscular. En la segunda via dependiente de voltaje, los canales de Ca?
dependientes de voltaje tipo L se abren como respuesta a la despolarizacion de la
membrana provocada por estiramiento de la MLV (Raff, et al., 2011; Guyton et al.,
2011).

2.1.2.3 Relajacion del muasculo liso vascular (MLV)

La relajacion del musculo liso vascular se genera cuando hay eliminacion del
estimulo contractil o por interferir directamente en la accién de una sustancia que
estimula la inhibicion del mecanismo contractil. En el proceso de contraccion la
elevacion en la concentracion intracelular de Ca?* es transitoria y llegara un punto

donde la relajacién se hara presente debido a la disminuciéon del Ca?* a nivel
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intracelular, esto sera debido a la disociacion de los complejos formados entre la
calmodulina y la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK), asi mismo, la
defosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC) en la fosfatasa de la cadena
ligera de la miosina inactivandolo y provocando asi la vasodilatacion (Raff, et al.,
2011; Guyton et al., 2011).

Sarcolema
Cuerpo denso

Filamento
intermedio

Nucleo

Filamento grueso

Filamento fino

Relajado Contraido
Figura 4: Histologia de una fibra de musculo liso relajada y contraida (Guyton et al., 2011).

2.1.3 Presion arterial (PA)

La presion arterial (PA) es un pardmetro que puede brindarnos informacion del
funcionamiento del sistema vascular. La PA es la fuerza que la sangre ejerce contra
las paredes de las arterias, durante cada ciclo cardiaco la presion arterial varia entre
un valor maximo y se expresa a través de diferentes técnicas de medicion, en donde
la tension sistélica (TS) es la fuerza de expulsion de la sangre del corazén y la
rigidez de las grandes arterias (nUmero superior) y la tensién diastélica (TD) es la
presion que ejerce la sangre cuando el corazon se relaja (nimero inferior). La
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presion en el interior del arbol arterial es representada por un promedio entre dichos

valores, conocidos como presion arterial media (PAM) y su valor puede calcularse

por la siguiente formula: PAM= PAD + PAS — PAD/3

Cuando esta presion es excesiva, aparece la hipertension arterial (De la Serna et
al., 2015; Aristil, 2010).

La presion arterial sistolica (PAS) es dependiente en su mayoria de la medida del
volumen sistélico (VS) y de la elasticidad de la aorta, asi mismo, aunque no se ve
influido de forma directa, se ha observado que hay una participacion de la
resistencia periférica (RP). Por lo que se refiere a la presion arterial diastélica (PAD)
puede ser medida antes del VS, depende de la RP y de la distensibilidad del sistema

arterial (Goodman et al., 2003).

A partir de las mediciones de PAS y PAD podemos determinar una diferencia
numeérica entre ellas a lo que llamamos presion diferencial. Una presion diferencial
baja (menos de 40) puede ser indicativo de un mal funcionamiento del corazén. Una
presion diferencial alta (mas de 60) puede ser indicativo de fugas en las valvulas del
corazon, es decir, insuficiencia valvular, que a menudo es consecuencia de la
pérdida de la elasticidad adrtica en donde el endurecimiento puede deberse a
depdsitos de grasa que dafian las paredes de las arterias y las hacen menos
elasticas (ateroesclerosis). Otras afecciones que pueden causar una presion
diferencial alta son la deficiencia de hierro (anemia) e hipertiroidismo. Cuanto mas
alta sea la presion diferencial, se considera que los vasos estan mas endurecidos y
dafados (Franklin, 2007).

2.1.3.1 Pulso arterial

Conocemos como pulso arterial a la expresion palpatoria de volumen sistolico, es
dependiente de la velocidad de expulsion del latido y de la distensibilidad del
sistema arterial. Se caracteriza por tres factores: La frecuencia, la regularidad y la
igualdad. Frecuencia, es la cantidad de ondas que se perciben en un minuto, en un

adulto en estado de reposo puede presentar valores aproximados entre 60 y 100
I —
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pulsaciones sobre minuto, mientras que en niflos esta presenta valores
aproximados de entre 80 y 120 pulsaciones por minuto. Factores externos que
alteren este estado de reposo, tal es el caso del ejercicio, emociones o estados de
hiperactividad simpética pueden causar un incremento de la frecuencia, conocida
como taquisfigmia o taquicardia, por el contrario, un estado de reposo, suefio,
actividad vagal aumentada causa una disminucion en la frecuencia lo que
conocemos como bradicardia o bradisfigmia. Regularidad, es la similitud de los
intervalos de tiempo, en este caso diastélicos, entre las ondas pulsatiles, mientras
que la igualdad hace referencia a la similitud existente de las ondas pulsatiles
(Gonzélez et al., 2012).

2.1.3.2 Determinacién de la presién arterial no invasiva

El método para determinar la presion arterial de manera no invasiva, es el
auscultatorio y se realiza mediante un esfigmomandmetro. Este consta de un
manguito de presion que se coloca alrededor del brazo y se insufla hasta que supera
el valor de la presion sistélica, esto impide el paso del flujo en la arteria humeral.
Cuando este se comienza a desinflar habra paso del flujo sanguineo, una vez que
la presion del manguito caiga por debajo de la presion sistélica, el diametro del vaso
se vera disminuido y el flujo circulante se volvera turbulento lo que provocara que
este sea audible con el estetoscopio, entonces el latido cardiaco es audible hasta
que la presion del manguito descienda tanto como para dejar liberado por completo
el vaso arterial, entonces habra silencio auscultatorio debido a que el flujo se vuelve
laminar. Como resultado, el primer ruido escuchado hace referencia al valor de la
presién PAS y el ultimo audible al de la PAD (Goodman et al., 2003).

2.1.3.3 Mecanismos de regulacion de la presién arterial.

Como todo sistema hidraulico, la presion dentro del sistema cardiovascular depende
basicamente de la volemia, las caracteristicas elasticas de los vasos, volumen
sistélico y la resistencia al flujo, ya que el flujo para cada tejido es regulado en su

mayoria por factores locales dependientes de las necesidades metabdlicas
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(Goodman et al., 2003). Una de las funciones mas importantes para el sistema
nervioso es regular la presion arterial. En esta regulacion intervienen las funciones
vasoconstrictoras (constriccion parcial de los vasos sanguineos, regulacion del
centro vasomotor, activacion de la médula suprarrenal, etc.) y cardioaceleradoras
(activacion cardiaca, centro vagal cardioinhibidor, situaciones de alerta, etc.)
pertenecientes al sistema nervioso simpatico, estas son estimuladas, para inhibir
las sefiales vagales parasimpaticas, cuando estos dos efectos se unen producen
aumento de la presion arterial. Para la regulacion de la presion arterial, se ven
implicados diferentes mecanismos como reflejo barorreceptor, quimiorreceptores, el
sistema vasoconstrictor renina-angiotensina y la respuesta renal a la presion arterial
(Bedillo et al., 2003).

Los barorreceptores (BRs) son terminaciones nerviosas que funcionan como
receptores de presion debido a que son sensibles a la distension y detectan los
cambios bruscos de la presion arterial. Al haber un aumento en la presion arterial,
los barorreceptores se estimularan inhibiendo el centro vasomotor bulbar y se excita
el vago. Por el contrario, al haber una disminucion de la presion arterial también

disminuye la actividad de los barorreceptores (Aristil, 2010).

Los quimiorreceptores se encuentran en los cuerpos adrticos y carotideos que al
estar en contacto directo con la sangre detecta la concentracion de oxigeno, diéxido
de carbono e hidrogeno. Los quimiorreceptores transmiten sefiales estimulantes
para el centro vasomotor aumentando la actividad simpética que a su vez aumenta
el gasto cardiaco, la resistencia vascular periférica y por consecuencia la presion
arterial. Los receptores de estiramiento también llamados receptores de baja
presién, se localizan en auriculas y arterias pulmonares, estos receptores, tienen
como funcién detectar cambios de presién debido al aumento del volumen en zonas
gue presenten baja presion y tiene como finalidad desencadenar reflejos paralelos
a los barorreceptores. Cuando hay aumento de volumen en las auriculas, habra
dilatacion consecuente de las arteriolas aferentes presentes en rifiones y algunas

arteriolas periféricas provocando un aumento en la intensidad del filtrado
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glomerular, desencadenando declive del volumen sanguineo, gasto cardiaco y por
consecuencia de la presion arterial. Cuando hay aumento del volumen de las
auriculas se transmiten sefiales al hipotalamo, disminuyendo asi la vasopresina y la

resorcion de agua (Guyton et al., 2011; Wagner, 2010).

El sistema vasoconstrictor renina-angiotensina se encarga de la regulacion
hemodindmica, asi como del equilibrio de agua y electrdlitos, la disminucién del
volumen sanguineo, la perfusién renal y la concentracion de sodio en plasma son

factores desencadenantes para que se active este sistema (Aristil, 2010).

El mecanismo renal de los liquidos corporales es considerado el sistema
fundamental para el control de la presion arterial a largo plazo. Este mecanismo se
centra en la diuresis por presion. Al haber un incremento en la presion arterial se
desencadena un proceso que llevara a la pérdida del volumen de liquido extracelular
causado por el aumento en la eliminaciéon de agua y sales, provocando disminucién
del volumen sanguineo, el retorno venoso y el gasto cardiaco, a su vez, habra
declive en la presion arterial. Por el contrario, una disminucion en la presion arterial
se vera reflejada en las arteriolas renales y de la actividad neural simpdtica,
provocando la produccion de renina que, a su vez, aumenta la produccion de
angiotensina Il, aumentando asi la retencién de agua y electrdlitos y finalmente se

estimula la sintesis y secrecion de aldosterona (Lahera et al.,2010).
2.2 Endotelio vascular (EV)

Las células endoteliales (CE) presentan diferentes funciones, intervienen en la
regulacion, mantenimiento y control de las funciones cardiocirculatorias mediante la
produccion vy liberacion de mudltiples sustancias encargadas de llevar a cabo el
proceso de vasodilatacion, mantenimiento del tono vasomotor basal, coagulacion, y
fibrindlisis (Figura 5). A nivel histoldgico, el endotelio se encuentra recubriendo la
luz vascular. Es una capa simple de 10-50 um de espesor, donde las células que lo

conforman presentan formas poligonales con heterogeneidad estructural y

DHAMAR DOLORES DUARTE CERVANTES \ 19
@l D

" F



“ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION FUNCIONAL DEL FLAVONOIDE 2-FENIL-1-
BENZOPIRAN-4-ONA Y SU EFECTO ANTIHIPERTENSIVO”

orientadas siguiendo la direccion del flujo, este alineamiento representa un
remodelamiento estructural endotelial vinculado a la tension de roce (shear stress)
(De la Serna, 2010).

Endotelio funciones:

Barrera con permeabilidad selectiva
Regula el tono vascular
Antitrombdtica-antiagregante

Evita la adhesién de células
Controla el crecimiento del MLV

Interviene en el desarrollo y remodelado

Participa en la conversion de Al en All

Figura 5: Funciones de las células endoteliales (Goodman et al., 2003)

La membrana celular de las CE esta formada por una capa doble de fosfolipidos,
atravesada por proteinas transportadoras que establecen conexién entre el exterior
y el interior celular. En el citoplasma se encuentran las proteinas contractiles actina
y miosina, responsables de la actividad motora, por otro lado también se observan
invaginaciones denominadas caveolas que son necesarias para el proceso de
endocitosis ya que en las CE y en las células musculares lisas vasculares (CMLV)
estas invaginaciones son sitios de preferencia para la entrada de Ca?*ya que en él
se encuentran vias de transduccion vinculadas a los GPCR (G Protein Coupled
Receptors) y enzimas concentradas como la adenilciclasa, la prostaciclina sintasa
(PGI2) y la 6xido nitrico sintasa (NOs) (De la Serna, 2010; Fernandez et al., 2010).

Las células endoteliales producen de manera enddgena sustancias de gran
importancia, ya que gracias a ellas se llevaran a cabo diferentes procesos
fisiologicos, estas se encuentran relacionadas con la vasoconstriccion y la

vasorrelajacion del musculo liso vascular (Figura 6).
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Simpaético
; adrenalina
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Figura 6: Sustancias liberadas por el endotelio (De la Serna, 2010; Goodman et al., 2003).

2.2.1 Disfuncion endotelial

El endotelio con funciones normales se caracteriza por tener efecto inhibitorio de la
contraccion vascular, trombosis, adhesién de leucocitos y del crecimiento de las
células del MLV. Cuando existe la disfuncion endotelial se vera reflejado en estas
actividades, ya que se veran afectadas y la pérdida de homedstasis de estos
sistemas es un determinante en practicamente todas las enfermedades
cardiovasculares. La disfuncién endotelial consta practicamente en la pérdida de la
integridad  funcional del endotelio, estara presente en pacientes
hipercolesterolémicos, diabéticos, fumadores y principalmente hipertensos. Los
principales mecanismos involucrados en la disfuncion endotelial son el aumento del

tono vascular, hipercoagulabilidad, interaccion endotelio-células y proliferacion del
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MLV. Cuando hay disfuncién endotelial, la disminucion de la vasodilatacion en
respuesta a la acetilcolina (ACh) podria ser la evidencia mas temprana de este
dafio, también se encuentran otras sustancias caracteristicas como marcadores de

lesion endotelial, tales como las que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Marcadores de lesién endotelial (Goodman et al., 2003).

Marcadores de lesion endotelial

Microalbuminuria

Endotelina 1

PAI-1

VWf

Trombomodulina sérica soluble
Moléculas de adhesion

2.2.2 Oxido nitrico (NO)

El factor de relajacion derivado del endotelio (EDRF) que actualmente se conoce
como NO, es uno de los principales mediadores enddgenos que desempefia
numerosas funciones como: vasodilatador, inhibidor de la mitogénesis,
antiagregante, inhibidor de adhesion plaquetaria, afector inmune, mediador de la
hipotensidn en la sepsis y neurotransmisor que interviene, incluso en la memoria
(Lermoli, 2003). Se ha demostrado que la estimulacién mecanica como la presion
pulsatil, estiramiento, estrés de la pared y la hipoxia, asi como los estimulos
metabolicos o aquellos mediados por receptores, tal es el caso de los muscarinicos
de las CE provocan su liberacion (Goodman et al., 2003). La sintesis del NO se
lleva a cabo en el ndcleo de las células endoteliales por medio de la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS) partiendo de la L-arginina y llevado a cabo el proceso por
diversos estimulos quimicos y fisicos. Existen tres isoformas de la NOS, dos
constitutivas y una inducible donde la NOS neuronal (nNOS) se expresara en
diferentes tipos de neuronas presentes en el sistema nervioso central y periférico.
La NOS inducible (iNOS) es elaborada por macréfagos y CMLV a partir de estimulos
ocasionados por endotoxinas o citosinas y por ultimo la NOS endotelial (eNOS)

presente en la membrana celular de las células endoteliales en donde se expresara
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cuando sea necesario para la produccién de NO (De la Serna, 2010; Lorenzo et
al., 2008; Murray et al., 1996).

Histamina Bradicinina
Acetilcolina ATP

e B O
s N _V__

—

Célula
endotelial

3 Guanilato ciclasa
Célula del

musculo liso
vascular

fQMPc

Relajacion

Figura 7: Factores que estimulan la sintesis de NO y su mecanismo de accién (Goodman et
al., 2003).

El NO es liberado de las células endoteliales de forma continua como respuesta a
fuerzas fisicas como la presion y humorales como catecolaminas A-ll, ET-1,
vasopresina, trombinay ATP (Figura 7). EI NO es responsable de mantener el tono
vascular y al ser difundo en la MLV, actla a través de la guanilatociclasa soluble
(GCs) transformando el GTP para aumentar el GMPc. La guanilatociclasa produce
una desfosforilacion de la cadena ligera de miosina, por otro lado, el GMPc activa a

la proteincinasa G, estimulando la receptacién de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico
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(RS) lo que conlleva a una disminucién del Ca?* lo que provoca relajacién del ML
(Figura 8) (Guyton et al., 2011; Lorenzo et al., 2008; Leiva et al., 2000).

Ca*

R

i, S—=Y
: |
Endotelio Car
Ca—=—+(no)
MLV

Figura 8: Cascada de sefalizacién del NO/GMPc.

2.3 Hipertension arterial sistémica

La hipertension es una enfermedad crénica degenerativa, que segun la American
Heart Association y el American College of Cardiology esta definida como la tensién
sistélica igual o superior a 120mmHg y la tensién diastdlica igual o superior a
80mmHg, por tanto, los valores presentes por encima de estas cifras son un
probable diagnostico de hipertension arterial ya que esto se confirma cuando se

encuentra esta cifra en dos o mas ocasiones distintas. La hipertension arterial es un
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factor de riesgo que contribuye al desarrollo de enfermedades cardiovasculares
como accidente cerebro vascular, infarto al miocardio, insuficiencia cardiaca o renal
entre otras enfermedades (Aristil, 2010; Hunt S.A, 2005).

2.3.1 Clasificacion de la hipertension arterial

Actualmente la HAS se clasifica en 2 tipos: La primaria o esencial (afecta al 90% de
los casos) en la cual no se conoce su etiologia debido a la intervencion de varios
sistemas como son adrenérgicos, centrales o periféricos, renales, hormonales y
vasculares. La secundaria (10% de los casos reportados) se desarrolla debido a
una causa conocida y esta relacionada principalmente con factores endocrinos,
renales, cardiovasculares, farmacos, ambientales y gestacionales. Existen varios
factores que aumentan el riesgo de padecer hipertension arterial como el excesivo
consumo de sal, mala alimentacion, llevar una vida sedentaria, mal control del estrés

y el consumo de alcohol (Aristil, 2010).

Tabla 2: Clasificacion de la Hipertension arterial sistémica publicada por la Asociacién

Americana del Corazén y el Colegio Americano de Cardiologia 2017.

Categoria PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Normal <120 <80
Elevado 120-129 80
Grado 1 130-139 80-89
Grado 2 140 90

Crisis hipertensiva 180 120

2.3.2 Epidemiologia

A nivel mundial se estima que hay 17 millones de muertes causadas por
enfermedades cardiovasculares, entre ellas, 9.4 millones de muertes son debido a
la hipertension arterial sistémica. En 2008, el diagnéstico de hipertension en adultos
mayores de 25 afios fue del 40%, hasta el 2008 se reportaron 1000 millones de

casos, en donde la maxima prevalencia de hipertension se registra en la Region de
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Africa, mientras que la mas baja es registrada en la Region de las Américas. De
manera general, se ha observado que la prevalencia de la hipertension es menor
en los paises de ingresos elevados en comparacion con los paises de otros grupos
de ingresos. Existen diferentes factores que contribuyen a que la prevalencia de
esta enfermedad sea mayor, una de ellas es debido a que en paises bajos el nUmero
de habitantes es mayor que el de los paises de ingresos elevados, también se debe
al deterioro que presentan los sistemas de salud, al nUmero de pacientes sin

diagnéstico, tratamiento o control de la enfermedad (OMS, 2013).

En México se tiene reportado hasta el 2016 que la prevalencia de hipertension
arterial es de 25.5% de la poblacion adulta, de los cuales, el 40.0% desconocia que
padecia esta enfermedad. La proporcién de adultos con diagnostico previo y cifras
de tension arterial controlada es de 58.7% y el 79.3% reportd tratamiento
farmacoldgico. En los hombres la prevalencia de hipertension arterial presente es
menor que el reportado en las mujeres, ya que en hombres representa un 24.9%
mientras que en las mujeres es del 26.1% (ENSANUT, 2013).

2.3.3 Terapéutica de la hipertension arterial

El tratamiento al que se puede recurrir puede ser de caracter farmacologico o no
farmacoldgico. El tratamiento no farmacoldgico se dara a pacientes a quienes no se
puede dar un tratamiento definitivo, que se encuentran en la clasificacién en estadio
grado | y que no muestran ninguna de las manifestaciones de la enfermedad en el
organo blanco, en este tratamiento se tomaran medidas especificas en donde las
medidas dietarias establecen que debe disminuir la ingesta de sodio, alcohol,
suspender el tabaquismo asi como una dieta que contribuya a la disminucion del
peso corporal con ayuda de actividad fisica (30 min diarios) e incluso tener un buen
manejo del estrés en acompafnamiento de un monitoreo constante de las cifras de

presion arterial (Aristil, 2010).
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El tratamiento farmacoldgico (Tabla 3) tiene como principal objetivo alcanzar la
maxima reduccion del riesgo de morbilidad y mortalidad cardiovascular, mediante la
normalizacion sostenible de las cifras de presion arterial, este tipo de tratamiento
esta indicado a pacientes que se encuentran en estadio del grupo 1 que no
responden al tratamiento no farmacolégico durante un periodo de 2 a 3 meses, y
también a todos los que se encuentran en estadio del grupo 2. Dentro de los grupos
de farmacos indicados se encuentran los diuréticos (tiazidicos, de asa y
Ahorradores de K*), antagonistas adrenérgicos selectivos a y B, adrenérgicos de
accion central, bloqueadores neuronales adrenérgicos, vasodilatadores directos,
bloqueadores de canales de Ca?*, inhibidores de la enzima convertidora de la

angiotensina y antagonistas del receptor de la angiotensina Il (Aristil, 2010).

Tabla 3: Clasificacion del tratamiento farmacolégico empleado en la HAS de acuerdo a su
mecanismo de accién (Goodman et al., 2003; Katzung et al., 2012,).

Grupo Mecanismo de Farmacos Farmaco representativo Efectos adversos
farmacolégico accion
« Hiponatremia
« Hidroclorotiazida 0\\.:, \\ / + Hipocalemia
Tiazidicos: « Clorotiazida s « Hipomagnesemia
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2.4 Flavonoides

Los flavonoides pertenecen a una amplia familia de metabolitos secundarios
polifendlicos (Limon, et al., 2010), son generalmente pigmentos presentes en los
vegetales, es decir son responsables de la coloracion de las flores frutos y a veces
de las hojas. El color dependeréa del tipo de flavonoide, las chalconas, las auronas
y los flavonoles presentan coloracion amarilla, los antocianésidos, roja, azul o
violeta. En el caso de que estas no sean directamente visibles cumplirdn un papel
como copigmentos, tal es el caso de la flavona y flavonoles. Otra funcién que se ha
descrito de los flavonoides, es que, debido a su presencia en la cuticula foliar y en
las células epidérmicas de las hojas, proveen proteccion a la planta contra los

efectos causados por las radiaciones ultravioletas (Martinez-Flérez et al., 2002).

De manera general podemos obtener estos metabdlicos como productos
procedentes de las rutas del &cido shikimico y de los policétidos (Lapidot, et al.,
2002; Limén, et al., 2010).

2.4.1 Localizacion y distribucién

Los heterdsidos de flavonoides hidrosolubles se acumulan en las vacuolas o
dependiendo la especie podran encontrarse en la epidermis de las hojas o se
reparten en el mesofilo. La distribucion de las flavonas y flavonoles asi como de sus
heterésidos es universal, no obstante algunas se encuentran de manera particular
en ciertas familias. Asi los flavonoides 6-O-sustituidos se encuentran
frecuentemente en Lamiaceae, Rutaceae, y Asteraceae, las 5-desoxiflavonas en
Fabaceae y en Myrtales mientras que los flavonoles 2’-O-sustituidos en Lamiaceae

y Solanaceae (Bruneton, 2001).
2.4.2 Sintesis y estructura de los flavonoides

Los flavonoides presentan una estructura base del tipo Cs-C3-Cs y dos anillos
aromaticos unidos entre si por una cadena de 3 carbonos ciclada a través de un

oxigeno (Figura 9).
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Figura 9: Estructura base de los flavonoides.

Todos los flavonoides poseen un carbonilo en la posicién 4 y las variaciones entre
cada uno se veran presentes en las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad Csy el anillo B.
De los tres anillos que componen los flavonoides, el A es sintetizado a través de la
ruta de los policétidos, mientras que el anillo B y la unidad Cs proceden de la ruta
del &cido shikimico (Kuklinski, 2003).

La biosintesis de los flavonoides se da a partir de una molécula de fenilalanina y
tres de malonil-CoA. La reaccion comienza con un tricétido que se cicliza y se
condensa con una molécula de acido p-cumarico, posteriormente ocurre una
reaccion con malonato para formar una cadena poliacetidica que la enzima

chalcona sintetasa transformara en la chalcona correspondiente (Figura 10)
o

OH

NH,
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Figura 10: Ruta del acido shikimico: desaminacién de fenilalaninay formacién de acidos

cindmico y cumarico, precursores de los flavonoides.

Estas chalconas catalizadas por la enzima chalcona isomerasa reaccionan
mediante la adicion de Michael para generar asi las flavanonas que por medio de
reacciones de oxidacion o deshidrogenacién dardn lugar a los diferentes
flavonoides. Asi mismo, el fenilpropano sintetizado del &cido shikimico inicia la
sintesis de policétidos que al agregar tres residuos de acetato haran posible cerrar
el anillo y con una subsecuente hidroxilacion y reduccién forman diferentes

flavonoides y taninos (Figura 11) (Limén, et al., 2010; Raso, et al., 2001).

| Sicetato | Ciclacion
- ———————————+  Chalcona —— | Flavanona
Acido p-Cumérico
Oxidacidn
Oxidacion
Flavino «———— | Flavanolol Elavona
Reduccidn l i Reduccién
Reduccion
| Catequina Leucoantocianidina ‘
J

IR

Taninos condensados
(Prontocianidinas)

Figura 11: Biosintesis de los diferentes flavonoides y taninos.

2.4.3 Clasificacion

De manera general los flavonoides los podemos clasificar de acuerdo a las
variaciones estructurales presentes. En la tabla 4 se muestra dicha clasificacion,
mientras que en la tabla 5 para ilustrar mejor, se muestran las estructuras base de

los flavonoides:
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Tabla 4: Clasificacion general de los flavonoides (Kuklinski, 2003).

Flavonas: Con H en la posicion 3
Doble enlace entre las posiciones 2y 3 Flavonoles: Con un OH en la posicion 3
Sin doble enlace entre las posiciones 2y 3 Flavononas: Con H en la posicion 3
Flavonololes: Con OH en la posicion 3
Chalconas Con el anillo C abierto

Isoflavonoides Con el anillo B en la posicion 3

Tabla 5: Estructuras de los flavonoides

W,
O

2.4.4 Antecedentes farmacolégicos de flavonoides

La principal actividad atribuida a los flavonoides es ser “venoactivos”, es decir,
tienen la capacidad de disminuir la permeabilidad de los capilares sanguineos y por
consecuencia aumentar su resistencia, asi mismo un pequefio numero de
flavonoides han demostrado ser anticancerigenos e inhibidores del crecimiento de

células tumorales in vitro: interaccionan con las enzimas del metabolismo
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xenobidtico, poseen efectos anti-iniciadores y/o antipromotores e incluso ser
citostaticos, sin embargo debidos a las variaciones que presentan en la relacion

estructura-actividad, no es posible generalizarlos.

Los flavonoides poseen una gran capacidad antioxidante, esta actividad esta
estrechamente relacionada con su estructura quimica, ya que contienen un namero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y presenta excelentes propiedades de
quelaciéon de iones metdlicos como Fe®* Cu?*, Zn?*, catalizar el transporte de
electrones y depurar los radicales libres, es por ello que desempefian un papel
esencial en la proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo, y tienen efectos
terapéuticos en un elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia
isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Martinez, et al., 2002; Gordo, et al., 2018).
Simultdneamente por el mecanismo de accion de estos fitoquimicos se han podido
usar para tratar otras patolégicas tales como la diabetes mellitus, céancer,
cardiopatias, infecciones virales, Ulceras, igualmente como antialérgicos,
antitrombéticos e incluso como antiinflamatorios. Adicionalmente se ha reportado el
efecto protector de los flavonoides contra las enfermedades cardiovasculares y asi
mismo se ha comprobado su efecto antihipertensivo y vasorrelajante (Hernandez-
Abreu et al., 2009)

El efecto vasorrelajante que poseen los flavonoides es dependiente del endotelio
vascular, sin embargo, hasta este momento el mecanismo de accién no es claro, y
se sabe que dependera del tipo de estructura quimica que posea el flavonoide, sin
embargo, de manera general se asocia con la sintesis del 6xido nitrico (NO) y a la
presencia de un grupo carbonilo en la posicion 4 y su doble enlace C2-Cs que fungen

acciones indispensables para el efecto vasodilatador (Limén, et al., 2010).
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2.45 2-Fenil-1-benzopiran-4-ona

O
Figura 12: Estructura quimica de la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona

En los ultimos afios se han desarrollado trabajos de investigacién en torno a la
actividad biolégica presente en los flavonoides, la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona
(Flavona) (Figura 12), tiene actividad farmacolégica diversa, en 2007 se determind
su efecto antiinflamatorio, ya que presento inhibicion dosis dependiente sobre COX-
2 (Alberto et al., 2007). Asi mismo, en el 2014 se determind su potencial efecto
antimicobacteriano, inmunoestimulante y toxicolégico. Se demostré que esta
presenta actividad antimicobacteriana in vitro (eficacia contra Mycobacterium
tuberculosis) mientras que en los ensayos in vivo no se observaron signos de
toxicidad ni cambios en los parametros bioquimicos, hematolégicos, genotéxicos y
mutagénicos. El andlisis macroscépico de 6érganos como rifiones, higado y

pulmones no mostro diferencias significativas entre los grupos (Souza, 2014).

Con respecto al sistema cardiovascular, se ha demostrado que la 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona presenta un potencial efecto vasorrelajante sobre la contraccion
inducida por noradrenalina, este efecto es dependiente de la concentracion y
parcialmente dependiente de la presencia de endotelio vascular (Torres-Piedra et
al.,2011).
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cronico-degenerativas representan un problema en el sector
salud debido a su alta prevalencia, por lo que es de suma importancia la busqueda
de nuevas estrategias de tratamiento, alternativas estructurales y moléculas
bioactivas con mecanismos de accion novedosos, con mayor eficiencia,

especificidad y seguridad.

Los problemas mas importantes que enfrenta el tratamiento farmacolégico de la
hipertension arterial es el alto nimero de reacciones adversas debido a la
polifarmacia, la baja adherencia al tratamiento por parte del paciente y la tolerancia
que se desarrolla después de un tiempo prolongado con el uso de un mismo
medicamento, es por ello que como parte de estas nuevas alternativas recurrimos
a la medicina tradicional para la busqueda de compuestos bioactivos con potencial
efecto antihipertensivo. Se ha demostrado, de manera general, que los flavonoides
presentan diversos efectos farmacolégicos, tales como antioxidantes siendo este el
mas popular, independientemente de estos efectos, estudios anteriormente
desarrollados han demostrado que los flavonoides presentan efecto vasorrelajante,
la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona actta sobre la contraccion inducida por noradrenalina,
este efecto es dependiente de la concentracién y parcialmente dependiente de la

presencia de endotelio vascular (Torres-Piedra et al., 2011).

En este sentido, el presente proyecto pretende abundar en el conocimiento del
potencial terapéutico del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona para ser utilizada
como prototipo en la obtencion de nuevos farmacos para el tratamiento de la

hipertension arterial.
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4. HIPOTESIS

El flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona mostrara efecto vasorrelajante vy
antihipertensivo relacionado con la via NO/GMPc asi como un posible bloqueo de
canales de Ca?*.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos vasorrelajante y antihipertensivo del flavonoide 2-fenil-1-

benzopiran-4-ona.
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en un
modelo ex vivo de anillos de aorta aislada de rata en presencia y ausencia de
endotelio vascular.

2. Caracterizar el mecanismo de accion funcional del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona en el modelo ex vivo de anillos de aorta aislada de rata.
Determinar su potencial efecto antihipertensivo agudo en ratas de la cepa SHR

4. Realizar estudios de acoplamiento molecular del flavonoide 2-fenil-1-

benzopiran-4-ona con sus dianas moleculares.
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6. METODOLOGIA.
6.1 Evaluaciones farmacolégicas

6.1.1 Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 300 g,
alimentadas con Rodent Labs Chow ®y libres de acceso a agua en condiciones de
bioterio. El estudio se llevé a cabo bajo la NOM-062- ZO0-1999, especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

6.1.2 Reactivos

Para la realizacion de este proyecto se emplearon los siguientes reactivos: 2-fenil-
1-benzopiran-4-ona, 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), indometacina, nifedipina y amlodipina todos ellos adquiridos en Sigma-
Aldrich® Co. (St. Louis, MO, USA).

6.1.3 Obtencién de la aorta de rata

Para obtener los segmentos de aorta, los animales fueron colocados en una camara
de éter etilico para ser eutanizados, posteriormente, se realiz6 una diseccién
abdominal para extraer la aorta toracica, esta se limpié de manera cuidadosa para
eliminar el tejido conectivo, y evitar dafio al tejido muscular y endotelial. Una vez
limpia la aorta, fue cortada en segmentos de 3-5 mm de longitud. Por otro lado, para
los segmentos empleados de aorta libre de endotelio, este fue retirado de manera

mecanica.
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EXTRACCION DE
LA AORTA

9 % 0

Ratas Wistar Camara con Diseccién  Aottasin Segmentos
macho de éter etilico abdominal tejido de aorta de 3-
250-300 gr conectivo | 5mm

Figura 13: Obtencion de la aorta de rata

6.1.4 Sistema de determinacion del efecto vasorrelajante, registro de datos.

Para la determinacién del efecto vasorrelajante, los anillos previamente cortados y
limpios se colocaron en 10 mL de solucién de Ringer-Krebs [ (mM) NaCl (118),
glucosa 11.4, NaHCOs (25), KCI (4.7), MgSO4 (1.2) ,KH2POa4 (1.2) , EDTA (0.026),
CaClz (2.5)], a pH 7.4 y con un burbujeo constante de una mezcla gaseosa 02/COz2
(95:5%), la solucion se mantuvo a 37°C, con un bafio recirculador. De manera
individual los anillos se colocaron en la camara de incubacién, donde por un lado se
encontraba unido con un gancho al extremo de la cdmara vy, por otro lado, a un
transductor de fuerza Grass modelo FT 03 el cual emite los registros, y
posteriormente, las envia a un poligrafo BIOPAC systems UIM 100C (Figuras 14y
15).
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Figura 14: Sistema de determinacion del efecto vasorrelajante
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Figura 15: Sistema de deteccién BIOPAC (Vergara-Galicia, 2007)

95%

6.1.5 Evaluacion del efecto vasorrelajante.

Los anillos fueron sometidos a una tensién basal de 3 g. de fuerza y durante un
periodo de 30 minutos el tejido se dejo estabilizar. Posteriormente, durante 15
minutos el tejido se sensibiliz6 con noradrenalina (NA) 0.1 uM a intervalos de 30
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minutos (por triplicado). Después de cada una de las exposiciones del tejido a
estimulacién con NA este fue lavado con solucion de Krebs y recuperar asi el estado
basal de tension. Para identificar la presencia y ausencia de endotelio en los tejidos,

se adiciono carbacol 1 yM, esto antes del ultimo lavado en la tercera contraccion.

El tejido previamente sensibilizado con y sin endotelio dependiendo el ensayo
realizado, fue puesto en contacto con las diferentes concentraciones del flavonoide
2-fenil-1-benzopiran-4-ona de forma acumulativa [3 a 1000 pg/mL] en %2 de
logaritmo (Figura 16). Posteriormente, se construyeron curvas concentracion-

respuesta, utilizando el programa AcgKnowledge (BIOPAC, INC., USA).

Para el control positivo en presencia de endotelio, se usé carbacol, es un agonista
muscarinico encargado de la activacion del receptor de acetilcolina presente en el
sistema nervioso parasimpatico, por el contrario, en el ensayo con ausencia de
endotelio se empleara nifedipina (bloqueador de canales de Ca?*). Se utilizd
dimetilsulféxido (DMSO) como vehiculo para las muestras de prueba.

Carbacol

Lavado Lavado 1uM

100 ul Muestras de
[ prueba

¥ ¥ ¥ Lavado v 44 4l

—\
/ Cada 3 min

Q

/

¥ MNa
0.1uM

-+ L |
15 min 15 min ] Is m?:l
I i }_ 30 min 30 min i 15 min I i
L | —
Estabilizacion sensibilizacion Evaluacion
30 min +135 min +45 min

Figura 16: Evaluacién del efecto vasorrelajante en anillos de aorta de rata contraidos con NA
0.1 pM.

6.1.5.1 Determinacion del mecanismo de accién del compuesto flavona

dependiente de endotelio

La determinacion del mecanismo de accion se realizé con el flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona, siguiendo la metodologia anteriormente descrita. Se realizaron 5

experimentos usando anillos de aorta con endotelio que fueron puestos en contacto
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durante 15 minutos con diferentes inhibidores, L-NAME (10 uM ); inhibidor de la
oxido nitrico sintasa, indometacina (10 uM); inhibidor de la ciclooxigenasa (COX) y
ODQ (10 pM ); inhibidor de la guanilato ciclasa soluble. Posteriormente, el tejido se
contrajo con NA (0.1 yM) y se agregaron las concentraciones del flavonoide de

manera acumulativa (Figura 17).

Carbacol

| Muestras de
M 100 1

prueba

|

|

|
1‘«-""\_ 44 ul

Cada 3 min

4 / / Lavado
/ A

0.1uM

4 + -
15 min 15 min _ 15 min
I 11 30 min 30 min _1ismin
| | Ll Preincuba LR |
1ncu r £
T L Evaluacién
Estabilizacion sensibilizacidn +  LNAME . .
30 min £135 min i 45 min
" U])Q

. INDOMETACINA

Figura 17: Determinacién del mecanismo de accién del compuesto flavona dependiente de

endotelio con los inhibidores L-NAME, ODQ e Indometacina

6.1.5.2 Determinacion del mecanismo de accién vasorrelajante independiente
de la presencia de endotelio.

Para la determinacion del mecanismo de accién vasorrelajante independiente de la
presencia de endotelio se realizaron 3 experimentos por separado usando NA, KCI
80 mM y CaCl-.

6.1.5.2.1 Influencia de la actividad vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona sobre el efecto contractil de NA en anillos de aorta de rata
sin endotelio.

La determinacion del efecto contractil de NA se realizo siguiendo la metodologia
descrita en el punto 6.1.5 hasta la fase de sensibilizacion, se agregd NA de forma
acumulativa (0.1uM) con la finalidad de construir una curva control concentracion-
respuesta, posteriormente se incub6é durante 15 min el flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona y se agregd NA para comparar el efecto contractil con respecto a

la curva control (Figura 18).
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Lavado Krebs
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Figura 18: Influencia de la actividad vasorrelajante de las muestras de prueba sobre el efecto
contractil de NA.

6.1.5.2.2 Efecto del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona sobre la contraccién
inducida con KCI 80 mM

La determinacion del mecanismo de contraccién por calcio extracelular se realizé
con el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona, siguiendo la metodologia
anteriormente descrita en el punto 6.1.5. Se realizaron 5 experimentos usando
anillos de aorta sin endotelio en donde la cuarta contraccion se realiz6 adicionando
una solucion Krebs con KCI 80 mM. Posteriormente, se agregaron las
concentraciones de manera acumulativa del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona
(Figura 19).

Lavado Krebs Lavado Krebs Carbacol Lavado Krebs Diluciones del

nurmal normal 1pMm. \ normal flavonoide
NAO.1 uM NA 0.1 pM NAO.1puM KCl 80 pM
15 min. \ 15 min. \ 15 min. \
B
EStab'I'zauon Sensibilizacion - seza | Contraccién inducida con KCI 80 uM |
| 20-30 II 80 minutos I Evaluacién I
min. 40 minutos

Figura 19: Determinacién del mecanismo de accién del compuesto flavona independiente de

la presencia de endotelio. Contraccion inducida por calcio extracelular

6.1.5.2.3 Contracciones acumulativas con CacClz

La determinacion del mecanismo de accién independiente de endotelio se realiz
con el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona, siguiendo la metodologia
anteriormente descrita en el punto 6.1.5 hasta la tercera contraccion en donde se

realiza el lavado con Krebs sin Ca?*. Posteriormente, se realizé un lavado con Krebs
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sin Ca?* y se espero a la estabilizacion del tejido. Subsiguientemente, se agregé
CaClz (80 uM a 27 mM) de forma acumulativa a la cdmara de incubacion, con el
objetivo de construir una curva control. El tejido se lavo y se alcanzo el estado basal,
a continuacion, se pre-incub6 a la CEso del ED durante 15 minutos v,
posteriormente, se agregé CaClz (80 yM a 27 mM) de forma acumulativa, para
finalmente comparar el efecto contractil del CaCl. en ausencia y presencia del

compuesto (Figura 20)

Lavado Krebs 80 mM

Lavado Krebs sin CaCl,

Lavado Krebs Lavado Krebs Carbacol normal Curva control

J normal narmali 1uMm \i Diluci l Diluciones

de CaCl, de CaCl,
NA0.1puM NA 0.1 uM
\ 15 min. \
1L

NA 0.1 uM

)
Estabilizacién Sensibilizacié | Preincubar flavonoide CE 5,30 min. |
1 aensipilizacion | |

2030 1 80 minutos Evaluacién
min.

Figura 20: Determinacién del mecanismo de accién del compuesto flavona independiente de

la presencia de endotelio. Contracciones acumulativas con CacCl..

6.2 Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos del efecto vasorrelajante y del mecanismo de accién son
expresados como la media de 5 animales + el error estandar de la media. Las curvas
concentracion-respuesta (CCR) se realizaron con el programa Origin 8.0. El andlisis
estadistico para cada curva se realizé en el programa de GraphPad Prism 8,
estableciendo una diferencia significativa de p<0.05 mediante un andlisis de dos

vias (ANOVA) seguida de una prueba comparativa de Bonferroni.

6.3 Determinacion del efecto antihipertensivo del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).

6.3.1 Animales

En este estudio se utilizaron ratas macho adultas de 6 meses de edad (250-300 g)
de una cepa de ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y de la cepa Wistar
Kyoto (WKY) alimentadas ad libitum con dieta comercial. El estudio se llevo a cabo
bajo la NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio.
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6.3.2 Evaluacion del efecto antihipertensivo del flavonoide 2-fenil-1-

benzopiran-4-ona en un modelo agudo no invasivo

Para la determinacion del efecto antihipertensivo del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona se formaron tres grupos de 8 animales de la cepa SHR: a un
grupo (G1), donde se les administro, por via intragastrica, el vehiculo (agua/etanol
1%), al grupo de prueba (G2), que se le administré via intragastrica el flavonoide 2-
fenil-1-benzopiran-4-ona a una dosis de 50 mg/kg, y al tercer grupo se le administro
el farmaco de referencia (amlodipino 5 mg/kg) y un cuarto grupo de ratas WKY
usadas como control normotenso a las cuales se les administr6, por via
intragastrica, 1 mL de agua. Se midi6 PAS, PAD y frecuencia cardiaca (FC), esto
con ayuda de un Pletistometro LE5001, HARVARD APPARATUS previsto del
programa Chart V 4.2 de Powerlab ADinstruments. Se realizaron al menos 8
lecturas por animal, al tiempo 0, 1, 3, 5y 7 horas posteriores a la administracién
(Figura 21)

Grupo vehiculo

' Agua/etanol 1%
o ‘9., lq Tiempo (h)

i 3 . b . A . .Jk. B N ) 01113;517

' Grupo normotenso | A = N, S
b 1ml agua ! ‘

Grupo farmaco de
SHR | referencia

Figura 21: Evaluacion del efecto antihipertensivo de la 2 fenil-1-benzo-piran-4-ona en un

modelo agudo no invasivo
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6.4 Evaluacioén in silico

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos ex vivo se realiz6 el acoplamiento
molecular del compuesto 2-fenil-1-benzopiran-4-ona sobre los sitios activos de la
enzima eNOs (6xido nitrico sintasa endotelial humano) y canal de calcio humano
(Lipkind y Fozzard 2003).

6.4.1 Acoplamiento molecular del compuesto 2-fenil-1-benzopiran-4-ona
sobre eNOS y canal de calcio.

En primer lugar, se realizé el acoplamiento molecular sobre la enzima eNOS. Para
ello se buscé modelo de la estructura tridimensional de esta enzima en la base de
datos: Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Se escogié la
estructura del 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) con sustrato de arginina (PDB
ID 3NOS).

Inicialmente se removieron todas las moléculas de agua y también el ligando
cristalografico. Los experimentos de acoplamiento molecular fueron dirigidos al sitio
de union conocido de cada objetivo, el centro de la rejilla para el sitio uno se ubico
en las coordenadas (24.81, 17.64, 22.29) y para el sitio dos en (19.44, 13.30, 35.28)
con un tamafio de malla de 25x30x25 A.

En el caso del canal de calcio humano tipo L, se emple6 el modelo de Lipkind y
Fozzard, el centro se ubico en (0.04, -0.11, -.012) con un tamafio de 60x60x40 A.
Los sistemas fueron preparados en Chimeray el estudio de acoplamiento molecular
se realizé utilizando el programa Autodock Vina 1.13.1 para cada ligando. Se
realizaron 100 ejecuciones de acoplamiento independientes, en donde todas las
torsiones del ligando fueron consideradas para moverse durante el acoplamiento,
se calculé la desviacién cuadratica (RMSD), y se construyeron diagramas de

interaccién proteina ligando con ayuda del software Maestro Schrodinger.

6.4.1.1 Validacion del acoplamiento molecular
La validacion se efectud a través del programa Autodock Vina 1.13.1 utilizando el

codigo PDB (3NOS) de la proteina, siendo una enzima del organismo Homo

DHAMAR DOLORES DUARTE CERVANTES \ 51
@l D

" F



“ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION FUNCIONAL DEL FLAVONOIDE 2-FENIL-1-
BENZOPIRAN-4-ONA Y SU EFECTO ANTIHIPERTENSIVO”

Sapiens cristalizada mediante rayos X y con una resolucion de 2.40 A. La estructura
cristalografica de rayos X fue construida, minimizada energéticamente y acoplada
con la region de los sitios activos 1 y 2 constituida por los residuos de los
aminoécidos principales. Para determinar la eficacia de la validacion, se consideran
las interacciones importantes entre el ligando unido y los aminoacidos involucrados
en el sitio activo, indicando que los parametros de simulacién de acoplamiento son
buenos y por tanto se reproducen dichas interacciones entre la estructura de rayos
X de dicha enzima y ligando. Para que la validacién se considere como tal, el valor
de RMSD debe ser <2 A (Hevener et al., 2009).
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7.1 Determinacién del efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-

benzopiran-4-ona

Este experimento se realizé para corroborar los resultados reportados en la
literatura sobre el efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona. El
efecto vasorrelajante fue determinado en un modelo ex vivo en anillos de aorta
aislada de rata. En la gréfica 1 se observa que la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en
presencia de endotelio posee un Emax= 100 £ 1.73 % y una CEso de 27.94 + 4.08
MMy sin endotelio present6 un Emax= 100 £ 3.5 % y una CEso de 97.56 + 5.87 ug/mL.
El efecto observado tanto con endotelio como sin endotelio es menos eficaz y
potente comparado con el control positivo utilizado, el carbacol en presencia de
endotelio posee un Emax = 74.06 + 5.70% y una CEsp de 0.08 + 0.11 yg/mL, mientras
gue nifedipina, en ausencia de endotelio posee un Emax= 97 + 2.48 % y CEso= 0.01
+0.012 pg/mL.
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Grafica 1: Efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en anillos de aorta

aislada de rata precontraidos con NA en presenciay ausencia de endotelio.
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Como se observa en la gréfica 1, las curvas concentracidén-respuesta (CCR)
muestran que el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona posee un efecto
vasorrelajante significativo siendo este dependiente de la concentracion y
parcialmente dependiente de la presencia de endotelio ya que al comparar los
parametros farmacoldgicos como el efecto maximo (Emax) y la concentracion
efectiva 50 (CEso) observamos que la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en presencia de
endotelio es mas potente que en ausencia de endotelio, esto sugiere que el
mecanismo de accidn vasorrelajante por el cual actia puede estar dado por un
conjunto de mecanismos relacionados con la activacion de diferentes agentes
vasorrelajantes derivados del endotelio tales como el 6xido nitrico (NO), las
prostaciclinas y el factor hiperpolarizante derivante del endotelio (EDHF) (De la
Serna, 2010).

Debido a los resultados que mostré el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en
presencia y ausencia de endotelio, se decidié establecer el mecanismo de accién
de manera mas especifica a través del uso de diferentes agentes inhibidores,

bloqueadores y antagonistas.

7.2 Determinacién del mecanismo de accién funcional del compuesto flavona
dependiente de endotelio.

Como se ha mencionado, el NO es un mediador end6geno que actia como segundo
mensajero, se encarga de realizar funciones variadas y dentro de las mas
importantes encontramos su funcion como vasodilatador regulando asi el tono
vascular, es sintetizado a partir de la enzima NOS procedente de la L-arginina
(Francis et al., 2010). EI NO mantiene el tono vascular al unirse con su receptor, la
proteina guanilatociclasa soluble (GCs) provocando la conversion del GTP a GMPc.
A su vez el GMPc actia como segundo mensajero de sefializacion que activa a su
vez a la enzima proteina quinasa G (PKG) que es la encargada de fosforilar la
proteina blanco para desencadenar la respuesta celular, que en este caso es

vasorrelajacion (Tsai et al., 2009).
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Para la determinacién del mecanismo de accion del compuesto flavona, se usaron
anillos de aorta de rata con endotelio, con el fin de corroborar si el efecto ejercido
es dependiente de la produccién de segundos mensajeros como el NO, GMPc, entre
otros.

Los anillos de aorta de rata fueron probados en presencia del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona con endotelio contraidos con NA y pre incubados con diferentes
inhibidores, L-NAME (inhibidor del éxido nitrico sintasa), ODQ (inhibidor de la
guanilato ciclasa soluble) e indometacina (inhibidor de la COX-1) (Zhao, et al.,
2000; Ferrer, et al., 1998).
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Grafica 2: Efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en anillos de aorta
aislada de rata precontraidos con NA en presencia de endotelio y preincubado con los
inhibidores L-NAME y ODQ. Anova 2 vias, comparativa Bonferroni p<0.05 flavona + L-NAME,
ODQ vs Flavona E+.

Como se observa en la gréafica 2, la CCR del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona
en presencia de L-NAME presento un Emax= 97.8 £ 0.94 % y una CEso de 128.61 +
8.13 ug/mL. La CCR muestra un desplazamiento a la derecha, en donde el efecto y

la potencia disminuyeron de manera significativa con respecto a la curva control
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(Flavona E+), este comportamiento sugiere que el proceso de vasorrelajacion esta
relacionado con la produccion del NO, ya que la inhibicién de la NOS en presencia
de L-NAME provoca la disminucién de la produccién de NO, y como consecuencia
la disminucion en la vasorrelajacion (Sanchez, 2003). En el caso de la CCR de
flavona en presencia de ODQ, se ve desplazada a la derecha con una disminucién
del efecto y la potencia con la misma intensidad que la mostrada en el experimento
anterior, presentd un Emax= 98.69 + 0.84 % y una CEso= 136.78 £ 6.28 ug/mL. Este
resultado se debe al bloqueo que ejerce el ODQ sobre la guanilato ciclasa soluble
evitando asi la formacion de GMPc a partir de GTP, que este a su vez impide la
reduccion del Ca?* intracelular promoviendo asla relajacion del musculo liso vascular
(Zhao, et al.,2000; Orallo, 2010).
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Figura 22: Biosintesis de la prostaciclina (PGL2) (Araya, 2006)

Por otro lado, los eicosanoides son productos de oxigenacion de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, uno de los mas abundantes que podemos
encontrar es el acido araquidonico (AA), este es precursor de varias moléculas
lipidicas a través de diferentes rutas. La prostaciclina (PGlz2) es un derivado del
acido araquidonico a través de la ruta de la ciclooxigenasas (Figura 22), es un
potente agente vasodilatador, antiproliferativo, anti-trombotico y antiplaquetario, sus

efectos estan relacionados con el agonismo de un receptor acoplado a proteina G
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(Araya, 2006). Se sabe que la unién de PGIl2 (u otro de dichos agonistas) a su
receptor conduce al acoplamiento con las proteinas G y aumenta los niveles
intracelulares de AMPc (Figura 23) (Moncada et al., 1979).

Agonistas

Célula
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PGI2 NO -
o EDHF K
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Figura 23: Via de sefializacion de PGIl2/AMPc
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Gréfica 3: Efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en anillos de aorta
aislada de rata precontraidos con NA en presencia de endotelio y preincubado con el
inhibidor indometacina. Anova 2 vias, comparativa Bonferroni p<0.05 flavona +

Indometacina vs Flavona E+.

Este experimento fue realizado para descartar o asumir que el efecto vasorrelajante
atribuido al flavonoide 2-fenil-1-benzopiran4-ona esta relacionado con la via de las
prostaciclinas PGl2. Como se observa en la grafica 3, la CCR del flavonoide 2-fenil-
1-benzopiran4-ona en presencia de indometacina mostré un Emax= 97.8 £+ 1.81 %y
una CEso de 48.8 £ 11.53 yg/mL. La CCR del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran4-ona
+ indometacina no muestra una diferencia significativa con respecto a la CCR
control, dicho comportamiento sugiere que el proceso de vasorrelajacion no esta
relacionado con la produccion de prostaciclina PGIlz, la indometacina provoca
inhibicion la enzima ciclooxigenasa (COX) aunque su efecto es mas intenso sobre
la COX-1 que sobre la COX-2, es responsable de la sintesis de prostaglandinas

impidiendo asi la sintesis de prostaciclina PGl (Pérez, 2008).

7.2.1 Determinacion del mecanismo de accién vasorrelajante independiente

de la presencia de endotelio.
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7.2.1.1 Influencia de la actividad vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona sobre el efecto contractil de NA en anillos de aorta de rata
sin endotelio.

La noradrenalina es un neurotransmisor perteneciente al grupo de las
catecolaminas, estas se encargan de llevar a cabo mdultiples funciones de
regulacion, dentro de las cuales encontramos vasodilatacion o vasoconstriccion. Su
liberacion esta mediada por hormonas tales como la histamina, angiotensina Il y
bradicinina, ejerce su efecto mediante la union a los receptores adrenérgicos o
adrenorreceptores  (Alcantara-Hernandez et al.,, 2018). Cuando los
adrenorreceptores se encuentran localizados en la membrana plasmatica de las
células y son activados, se generan respuestas celulares especificas mediante
varias vias de sefalizacion en las que participan elementos como las proteinas G,
enzimas membranales como la fosfolipasa C y adenilciclasa (AC) que producen
moléculas conocidas como “segundos mensajeros” tales como el DAG o IP3 que al
difundirse por la célula activan el reticulo sarcoplasmico por unién a sus receptores
que a su vez provocan la liberaciéon de Ca?* generando contraccion (Reyes-Juarez
et al., 2006).

El propdsito de este experimento es evaluar si el efecto ejercido por el flavonoide 2-
fenil-1-benzopiran-4-ona actia sobre sistemas de contraccion regulados por

receptores adrenérgicos.

DHAMAR DOLORES DUARTE CERVANTES \ 60
@l D



“ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION FUNCIONAL DEL FLAVONOIDE 2-FENIL-1-
BENZOPIRAN-4-ONA Y SU EFECTO ANTIHIPERTENSIVO”

100d —=— Noradrenalina (Control)

—e— Noradrenalina + CEgg Flavona

% de contraccién

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1
[uM]

Gréfica 4: Efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4- sobre el efecto

contractil de NA en anillos de aorta de rata sin endotelio. Anova 2 vias, comparativa
Bonferroni *p<0.05 control NA vs NA + CEsg flavona.

En la grafica 4 se puede observar que al preincubar la CEso del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona (97.56 + 5.87 uM) se opuso a la contraccién inducida por la NA
(0.1 uM) con respecto a la curva control, sugiriendo un antagonismo no competitivo
a un sitio alostérico sobre los receptores adrenérgicos implicados en la contracciéon
del musculo liso de la aorta de rata, sin embargo, este no es el inico mecanismo
implicado en la vasorrelajacion, ya que pueden estar implicados otros mecanismos
tales como el bloqueo de canales de calcio, despolarizacion de la membrana o la
participacion de segundos mensajeros, como ya se ha corroborado anteriormente,

la participacion de la via NO/GMPc.

7.2.1.2 Efecto del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona sobre la contraccién
inducida con KCI| 80
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El estado contractil del MLV depende en primera instancia de la concentracion
citosélica de Ca?*. Para mantener este nivel intracelular de Ca?* es necesario que
este sea liberado desde los depdsitos intracelulares, ejemplo de ello es el reticulo
sarcoplasmico y la mitocondria. Otra forma de obtener Ca?* es la entrada de este
ion de manera extracelular a través de los canales de Ca?* voltaje-dependientes,
estos canales se abren ante la despolarizacion del potencial de membrana
provocando consecuentemente contraccion muscular, por el contrario, una

hiperpolarizacion los cierra generando relajacion (Baylie et al., 2011).

% de relajacion
@ ()]
o o
1 1 1 !

1004 —m— Nifedipina E- m W
/ —m—Flavona E-

120 LI R | T T T 1 rrrrj T T T T T rrrq T T 1

[UM]

Grafica 5: Efecto del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona, contraccion a KCl 80 mM.

Cuando se adiciona una solucién despolarizante, en este caso una solucion de KCI
80 mM, la polaridad del medio externo es modificada debido al aumento de la
concentracion de los iones, es asi como el potencial de membrana cambia,
induciendo una respuesta contractil mediada por el movimiento del Ca?* a través de

los canales de Ca?*, en cambio cuando la membrana se hiperpolariza, estos canales
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se cierran disminuyendo asi la concentracion del Ca?* intracelular, induciendo a la

relajacion de la célula.

De acuerdo a los datos mostrados en la gréfica 5, el efecto del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona sobre la contraccion inducida por KCl 80 Mm es dependiente de
la concentracion al inhibir la contraccion inducida por el mismo, mostrando un Emax=
97.52 + 1.44 ug/mL, sin embargo, el efecto presentado es menos potente
comparado con el control nifedipina con un Emax= 99.20 + 0.92 pyg/mL, estos datos
sugieren que uno de los mecanismo por el cual actia el flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona esta relacionado con el bloqueo de la liberaciébn de Ca?*, y
preliminarmente podria ver su interaccion con el bloqueo de canales de Ca?*,
impidiendo el aumento del mismo y a su vez la contraccién del ML. Sin embargo, es

importante realizar otros experimentos para corroborar dicho efecto farmacologico.

7.2.1.3 Efecto del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona sobre las

contracciones acumulativas con CacCl:2

Existe un niumero importante de canales de calcio en el sistema nervioso, estas se
clasifican de acuerdo a sus propiedades farmacoldgicas y electrofisiolégicas, siendo
de este ultimo el voltaje la caracteristica particular para activarlos. Encontraremos 3
categorias para estos, desde alto voltaje hasta bajo voltaje, siendo los canales de
calcio tipo L los mas usados y hasta ahora descritos en la literatura. Se ha
comprobado que las células musculares lisas de los vasos contienen este tipo de
canales de calcio voltaje dependiente. La regulacion del flujo de calcio a través de
estos canales es un medio importante para controlar el estado contractil de la
musculatura lisa. Los canales tipo L son regulados por diversos segundos

mensajeros pertenecientes a mecanismos sefaladores (Moreno et al., 2005).
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Gréfica 6: Efecto vasorrelajante del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona las contracciones
acumulativas con CacCly.

Como se menciond con anterioridad, se observd de manera preliminar la
participacion de los canales de calcio, debido a esto, mediante este experimento se
comprobod si dicha aseveracion era certera. Como se observa en la gréfica 6, la
preincubaciéon del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona generd un Emax= 48.38 +
2.57 % reduciendo de manera significativa el Emax= 100 % inducido por CaClzen las
curvas control, que fue adicionado de manera acumulativa generando un cambio
dependiente de la concentracion. Con los resultados obtenidos se comprueba que
la aseveracion era certera ya que el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona actiua
sobre el bloqueo directo de los canales de Ca?* generando un decremento en el

ingreso de Ca?* extracelular hacia el interior de las CML.

7.3 Determinacion del efecto antihipertensivo del flavonoide 2-fenil-1-

benzopiran-4-ona en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).
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El pletistometro LE 5001, es un aparato especialmente disefiado para la toma de
medidas de presion arterial en animales usados en experimentacion tales como
ratones, ratas o0 perros. Su funcionamiento se basa en la técnica
esfigmomandmetrica usada para tomar medidas de presidbn en humanos. Este
aparato consta de una membrana de presion, cuya funcién es ocluir el paso de
sangre seguido de un transductor que captura los pulsos de presion arterial y ambos

se colocan en la cola del animal para operar en la arteria caudal.

LE 5001 PRESSURE METER

Figura 24: LE 5001 medidor de presién arterial incruenta.

El LE 5001 (Figura 24) toma diversas medidas tales como presion sistdlica o
también conocida como presion maxima (SP), presion diastolica o presion minima
(DP), la presién media en donde esta es calculada a partir de la Férmula: MP=

DP+0.33*(SP+DP) y por ultimo la frecuencia cardiaca (HR).
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Figura 25: Proceso de las ondas durante latoma de una medida.

El proceso de las ondas durante la toma de una medida (Figura 25) comienza
cuando se enciende la bomba y la presion aumenta, haciendo que, a partir de cierta
presion alcanzada, la amplitud de los pulsos empieza a caer llegando hasta cero
(punto 1). Es ahi cuando la bomba paray la presiébn comienza a descender haciendo
gue la membrana comience a deshincharse. El punto uno seria la presion sistolica
detectada en modo UP. Cuando reaparecen los pulsos (punto 2) representan la
presion sistdlica detectada en modo Down. Seguido de esto, la presion continta
descendiendo hasta que se llega a la deteccién de la presion diastélica, es cuando
los pulsos han recuperado la amplitud original (punto 3) es asi cuando se libera el
aire de la bomba a través de una electro-valvula hasta que llega a cero y el equipo

esta preparado para tomar una nueva medicion (punto 4).

Una vez determinado el efecto vasorrelajante y el mecanismo de accion funcional
del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona, se evalu6 el efecto antihipertensivo por
medio de un método no invasivo con el fin de correlacionar los efectos obtenidos de

manera ex vivo con el comportamiento in vivo.

DHAMAR DOLORES DUARTE CERVANTES \ 66
@l D



“ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION FUNCIONAL DEL FLAVONOIDE 2-FENIL-1-
BENZOPIRAN-4-ONA Y SU EFECTO ANTIHIPERTENSIVO”

Frecuencia Cardiaca %

Control
Flavona 50 mg/kg
Amlodipino 5 mg/Kg

WKY

Pt t

Frecuencia Cardiaca

40— T

L) L) L) L] ] 1

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (Horas)

Gréfica 7: Determinacion del efecto ejercido por el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona ona
a unadosis de 50 mg/Kg sobre la frecuencia cardiaca en un modelo in vivo. Los resultados
son expresados como el promedio + el error estandar de la media de 8 experimentos. Anova

de 2 vias comparativa Bonferroni *p<0.05 control vs flavona.

Una premisa basica y muy importante que debemos tomar en cuenta es que la
presién sanguinea de animales es una variable fisiolégica que puede cambiar
rapidamente produciendo resultados dispares generalmente asociado a estimulos
externos y al estado mental del animal. Por tanto, si los animales no estan en
condiciones normales y estos se encuentran en estado de estrés, las medidas
tomadas no seran las correctas, ya que no estaremos tomando medidas basales

sino los indicadores de estrés.

Como se observa en la grafica 7, el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona no
modificé la frecuencia cardiaca de manera significativa, sin embargo, se observa
una disminucion de los valores a la hora 5 en el grupo tratado con el compuesto,
mencionado lo anterior, podemos atribuirlo a un estado de estrés en los animales,
gue pudo ser causado por el tiempo de exposicién al experimento o por un mal
manejo de ellos, causando asi, estos resultados dispares, sin embargo no existe

una diferencia significativa dicho efecto.
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Gréfica 8: Determinacion del efecto ejercido por el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona a
una dosis de 50 mg/Kg sobre la presion sistélica en un modelo in vivo. Los resultados son
expresados como el promedio + el error estandar de la media de 8 experimentos. Anovade
2 vias comparativa Bonferroni *p<0.05 control vs flavona.

La gréfica 8 muestra la actividad del flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona sobre la
presion sistolica, en donde observamos modificacion significativa de los valores, ya
gue en la primera hora posterior a la administracion hubo una disminucion de los
valores con respecto al control, sin embargo, este efecto no se mantuvo durante
todo el experimento y conforme trascurrié el tiempo, los valores de la presién
sistélica regresaron a su estado basal siendo estos similares a los presentados por

el control.
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Grafica 9: Determinacion del efecto ejercido por el flavonoide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona a
una dosis de 50 mg/Kg sobre la presion diastélica en un modelo in vivo. Los resultados son
expresados como el promedio * el error estandar de la media de 8 experimentos. Anova de

2 vias comparativa Bonferroni *p<0.05 control vs flavona.

La grafica 9 muestra el efecto antihipertensivo agudo del flavonoide 2-fenil-1-
benzopiran-4-ona sobre la presion diastdlica, mostrando una disminucién
significativa de los valores desde la primera hora, observando en la hora tres, el
mayor efecto, sin embargo, este efecto no se mantuvo sostenido durante todo el
experimento y en la hora 7 podemos visualizar el retroceso del mismo a valores
basales. Este efecto puede estar relacionado con los mecanismos de accion
relacionados a la activacion de la via del NO/GMPc, y la activacion de canales de
Ca?*, disminuyendo de manera importante la resistencia de los vasos sanguineos y

por lo tanto una disminucion de la presién arterial.

7.4 Acoplamiento molecular del compuesto 2-fenil-1-benzopiran-4-ona sobre
eNOS y canal de calcio.

Como se observé en los ensayos ex vivo, el compuesto 2-fenil-1-benzopiran-4-ona
presenta efecto vasorrelajante relacionado con su participacion en la cascada de

sefalizacion del NO/GMP asi como el bloqueo de canales de calcio. Debido a estos
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resultados se decidi6 realizar el acoplamiento molecular de este compuesto sobre
2 de los sitios activos de la enzima eNOS y sobre canales de calcio con la finalidad
de conocer la interaccion de dicho compuesto como regulador en el proceso de

vasoconstriccion y efecto sobre el MLV (Torres-Piedra et al., 2011).
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Figura 26: Mapa de interaccion 2-D de la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en el sitio 1 (proteina-

ligando) contra 3NOS (imégenes creadas con el software maestro Schrédinger 2018)
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Figura 27: Mapa de interaccion 2-D de la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en el sitio 2 (proteina-

ligando) contra 3NOS (iméagenes creadas con el software maestro Schrédinger 2018).
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En el caso de 3NOS, el compuesto 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en el sitio 1 present6
al reagrupar las soluciones del acoplamiento molecular un RMSD= 0.61 A y una
energia de afinidad de union de -7.9 + 0.01 kcal/mol. En la figura 26 se aprecian 2
tipos de interacciones entre el grupo Hem-510 y el anillo A de la flavona, en color
verde las interacciones de tipo 1-1T, siendo esta una de las interacciones mas
fuertes entre anillos aromaticos, y en color rojo podemos apreciar las interacciones
TT-cation siendo este un tipo de enlace no covalente (Rossell6 et al., 2006). En el
caso de del acoplamiento en el sitio 2 se presenté un RMSD= 0.08 A y una energia
de afinidad de unién de -9.6 + 1.6-1* kcal/mol, en la figura 27 podemos observar las

interacciones tipo -1 entre la Trp-447 y el anillo A de la flavona, en color verde.

~
336 <o 331  TRP
330
335 ( PRO

334
o Charged (negative) Polar Distance * Pi-cation
o Charged (positive) « Unspecified residue * H-bond - Sak bridge
Glycine Water ~ Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site Metal coordination
o Metal X Hydration site (displaced) *-+ Pi-Pi stacking

Figura 28: Mapa de interaccion 2-D del L-NAME en el sitio 1 (proteina-ligando) contra 3NOS

(imagenes creadas con el software maestro Schréodinger 2018).
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Figura 29: Mapa de interaccion 2-D del L-NAME en el sitio 2 (proteina-ligando) contra 3NOS

(imagenes creadas con el software maestro Schrodinger 2018).

En el caso del acoplamiento de 3NOS con el compuesto L-NAME en el sitio 1
presentd un RMSD= 1.34 A y una energia de afinidad de unién de -7.2 + 0.02
kcal/mol. En la figura 28 podemos ver varias interacciones del tipo puente de
hidrogeno (flechas moradas) entre el éster y la Gly-355 (naranja), la amina primaria
cerca del éster y el Glu-361 (verde) y la otra con el Hem-510 (verde fuerte), la amina
secundaria y el Asn-366 (azul), la amina terciaria y el GIn-247(amarillo), en el grupo
nitro, podemos ver varias interacciones como el oxigeno con doble enlace y el Arg-
250 (rosa), el oxigeno negativo, el Asn-366 (azul) y la Tyr-357 (café), este tipo de
enlace da gran estabilidad a la union entre la molécula y los aminoacidos, pero es
mas débil que el enlace covalente o el enlace i6nico (Avila et al., 2005). Asi mismo,
se encuentran interacciones del tipo puente salino (ion-ion) entre el oxigeno con
carga negativa del grupo nitro y los amino4cidos Arg-372 y 250 (morado) siendo
estas frecuentes entre una enzima y su sustrato. Mientras que en el caso del

acoplamiento en el sitio 2 se presenté un RMSD= 3.84 A y una energia de afinidad
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de unién de -7.3 £ 0.16 kcal/mol, en la figura 29 podemos observar las interacciones
con los aminoacidos de la cadena A de tipo puentes de hidrégeno (flechas moradas)
entre el éster y el Asn-466, la amina primaria pegada al éster con Asp-444 y el Gly-
101 asi como el oxigeno con carga negativa del grupo nitro y la Ser-102. Las

interacciones con la cadena B son 2 una amina primaria 'y la Gly-101 y el grupo nitro
con la Trp-445.
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Figura 30: Mapa de interaccién 2-D del L-arginina en el sitio 1 (proteina-ligando) contra 3NOS

(imégenes creadas con el software maestro Schréodinger 2018).
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Figura 31: Mapa de interaccion 2-D de la L-arginina en el sitio 2 (proteina-ligando) contra

3NOS (imagenes creadas con el software maestro Schrodinger 2018).

En el ultimo acoplamiento de 3NOS con el compuesto L-Arginina en el sitio 1

presentd un RMSD= 1.09 A y una energia de afinidad de unién de -6.1 + 0.05

kcal/mol. En la figura 30 podemos ver 2 interacciones del tipo puente salino (flechas

bicolores) entre el amoniaco y el Glu-361 y la Hem-510 asi como una unién 1r-cation.

El acoplamiento realizado en el sitio 2 presenté un RMSD= 2.6 A y una energia de

afinidad de union de -6 + 0 kcal/mol, en la figura 31 podemos observar las

interacciones con los aminoacidos de la cadena A de tipo puentes de hidrégeno

(flechas moradas) entre un alcohol y la Ser102, la amina primaria y la Gly-101 asi

como un puente salino entre esta amina y el Asp-444, Las interacciones con la

cadena B son 2, una entre el otro alcohol y el Trp-445 y un puente salino entre el

amoniaco Yy el Asp-444.
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Figura 31: Mapa de interaccion 2-D de la nifedipina en canales de calcio tipo L humano

(imagenes creadas con el software maestro Schréodinger 2018).
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Figura 32: Mapa de interaccion 2-D de la 2-fenil-1-benzopiran-4-ona en canales de calcio tipo

L humano (imagenes creadas con el software maestro Schrédinger 2018).

En lafigura 31 podemos apreciar el acoplamiento del canal de calcio tipo L humano
con el compuesto nifedipina, este presenté un RMSD= 1.5 A y una energia de
afinidad de unién de -6.7 + 0.1 kcal/mol. Se pueden apreciar interacciones del tipo
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-1 (verde) entre la dihidropiridina y el Phe-15 asi como un puente de hidrégeno
(flecha morada) con el Glu-16 y otro entre la parte del nitrofenil y el GIn-19. El
acoplamiento realizado con el compuesto 2-fenil-1-benzopiran-4-ona presenté un
RMSD= 0.01 A y una energia de afinidad de unién de -8.1 + 1.4 kcal/mol, en la
figura 32 podemos observar que la molécula se encuentra en contacto con el
solvente (sombreado gris), es decir, esta cerca de la entrada del canal de calcio, sin
embargo hay la ausencia de enlaces, esto se puede deber a que la pose que se
analizd no presentd enlaces tipo -1 0 puentes de hidrégeno, esto debido a que la
molécula de la flavona al ser plana, no alcanza a estar en contacto con el canal, ya
gue al ser completamente conjugada no puede adoptar conférmeros que le permitan
alcanzar los aminoacidos de la proteina, sin embargo también podemos pensar que
las interacciones presentes son del tipo fuerzas de Van der Waals, son fuerzas
relativamente débiles en comparacion con los enlaces covalentes y suelen ser
dipolos no permanentes, es decir, son transitorios.

Con la informacion obtenida mediante los calculos de acoplamiento molecular se
puede correlacionar el resultado ex vivo sobre la inhibicién de la 3NOS, ya que
flavona conservaria multiples interacciones con residuos de aminoacidos

involucrados, asi como un blogueador parcial de canales de calcio.
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8. CONCLUSIONES

El compuesto 2-fenil-1-benzopiran-4-ona genera un efecto antihipertensivo al
modificar de manera significativa la presion arterial sistolica y diastdlica, el efecto
observado podria estar relacionado con la participacion de la via NO/GMPc y un
bloqueo de los canales de Ca?* como parte de la cascada de sefalizaciéon de la

relajacion del musculo liso vascular.

Los resultados obtenidos demuestran que el efecto vasorrelajante de la flavona en
estudio tiene un mecanismo de accion relacionado con la via NO/GMPc y un
antagonismo funcional sobre receptores adrenérgicos y, ademas, actla como

bloqueador de canales de calcio.
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e Realizar el estudio toxicolégico agudo y subagudo del compuesto 2-fenil-
benzo-piran-4-ona en modelos murinos

e Buscar la DE50 del compuesto 2-fenil-benzo-piran-4-ona
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