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INTRODUCCION

Las flavonas son compuestos polifendlicos, presentes en plantas de
diversos géneros (Nijveldt ef al., 2001). Este fipo de compuestos son
importantes por su variada actividad farmacoldgica (Raj et al., 2001), entre
las que destacan la inhibicién de enzimas fosfodiesterasas y del flujo de
calcio extracelular, dichos mecanismos provocan la relajacion del muisculo
liso fraqueal y vascular (Herrera et al., 1996; Ko et al., 2004). Estos
mecanismos farmacoldgicos convierten a las flavonas en sustancias con un
alto potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades que
involucren la contfraccion del muUsculo liso de vias aéreas (MLA) como son
el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asi como
también en la hipertension relacionada con la contraccidon del musculo liso
vascular (MLV) (Garcia et al., 2005; Lin et al., 2007).

Existen dos flavonas la apigenina y la crisina que tienen actividad
relajante sobre el musculo liso (Sutthanut et al., 2007; Ko et al., 2003). Sin
embargo, los rendimientos de dichas sustancias a partir de sus fuentes
naturales son muy limitados.

Es por ello que se planteo el diseno y la optimizacion de una ruta de
sintesis para la obtencién de flavonas andlogas a la apigenina y la crising,
con buenos rendimientos y poder realizar su evaluacion farmacoldgica en
el modelo de tradquea aislada de cobayo y aorta de rata con el fin de
obtener compuestos sintéticos andlogos a un producto natural con una
actividad relajante  mayor, con potencial para ser utilizados en el
tratamiento de enfermedades respiratorias obstructivas y en la
hipertension.
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1. MARCO TEORICO
1.1 MUSCULO LISO

El mUsculo liso estd constituido por células que tienen forma de huso,
estd contenido en las paredes de varios érganos y conductos del cuerpo,
entre los que se encuentfran: vasos sanguineos, estomago, intestinos,
vesicula, vias aéreas, Utero, entre ofros. En adicion a esto su estado
contractil es controlado por hormonas y otros mensajeros quimicos, asi
como el potencial de accidén que es originado en muchos casos en los
canales de calcio tipo L, siendo esta una de las vias mds importantes para
la entrada del calcio extracelular (Webb, 2003).

1.2 DIFERENCIAS ENTRE MUSCULO LISO VASCULAR Y AEREO

Las principales diferencias entre el mUsculo liso de vias aéreas (MLA)
y el musculo liso vascular (MLV) son entre oftras, su elasticidad, ya que el
MLV tiene mayor elasticidad que el MLA, su ubicacion es diferente, el MLV
estd distribuido por todo el cuerpo, y el MLA sdlo se encuentra en el sistema
respiratorio. Los moduladores enddgenos y los receptores que modulan el
funcionamiento del MLA y MLV también son diferentes; por ejemplo, las
prostaglandinas, péptidos, receptores de endotelina, tipos de
fosfodiesterasas en especial la fipo IV que es especifica para el MLA. El
sistema adrenérgico colinérgico es también diferente en ambos tejidos
(Sanders, 2001; Barnes et al., 1998; Thirstrup, 2000).

1.3 CONTRACCION-RELAJACION EN MUSCULO LISO VASCULAR

El mUsculo liso vascular es un tejido eldstico en donde intervienen
varios factores que llevan a la contraccion y relajaciéon del muUsculo. Estos
fendmenos ocurren cuando se elevan o se disminuyen los niveles de calcio
en donde intervienen varios componentes enddégenos (Weblb, 2003).

1.3.1 ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LA CONTRACCION DEL MLV

Las enfermedades que se relacionan con la confraccion del MLV son
la hipertension arterial, insuficiencia cardiaca, shock cardiégeno,
vasculopatia periférica y enfermedad de Raynaud (Mancia et al., 2007;
Rang et al., 2004).
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1.3.2 MECANISMO GENERAL DE RELAJACION

En este proceso intervienen en el musculo liso vascular, hormonas,
canales idnicos, péptidos y neurotransmisores, los cuales actian
incrementando la concentracion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc),
guanosin monofosfato ciclico (GMPc) ¢ inhibiendo la entrada de calcio
extracelular (Webb, 2003; Sanders, 2001), siendo estos los principales
mecanismos por los cuales actuan los relajantes en el musculo liso vascular
como se representa en la Figura 1.

ENDOTELIO
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Fig. 1 MECANISMO DE RELAJACION DEL MUSCULO LISO VASCULAR. COV= canal operado
por voltaje, BKea*™2= canal de potasio activado por calcio de larga conductancia, K*ar=
canal de potasio sensibles a ATP de conductancia intermedia, RS= reticulo sarcopldsmico,
PGl2= prostaciclina, ATP= adenosin trifosfato, AC= adenilato ciclasa, AMPc= adenosin
monofosfato ciclico, PCA= proteina cinasa A, CLM= cadena ligera de miosina, CLMC=
cadena ligera de miosina cinasa , PNC= péptido natriurético C, GTP= guanosin trifosfato,
GC= guanilato ciclasa, GMPc= guanosin monofosfato ciclico, PCG= proteina cinasa G,
PDE= fosfodiesterasa. Modificada de Sanders, 2001.
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1.3.2.1 VIA CANALES DE POTASIO

Los canales de potasio regulan el potencial de membrana en el
musculo liso, cuando estos son activados hiperpolarizan la membranag,
inhibiendo la apertura de los canales de calcio operados por voltaje
(Karaki et al., 1997), existen dos fipos de canales de potasio de gran
relevancia en el musculo liso vascular:

« Canal de potasio activado por calcio, de este existen fres subftipos:
larga-conductancia (BKeo*?), conductancia pequena (SKeo*?) 'y
conductancia intermedia (IKco*?). De estos, el que fiene gran
relevancia en el musculo liso vascular es de subtipo BKcq*2, estos
canales de potasio son estimulados por la proteina cinasa A,
proteina cinasa G, despolarizaciéon de la membrana y por el
incremento de calcio infracelular (Ledoux et al., 2006).

« Canales de potasio sensibles a ATP (Kar), son de conductancia
intermedia, y son inhibidos por ATP, ademds pueden ser modulados
por el pH y los dcidos grasos (Grover et al., 2000).

1.3.2.2 VIA INHIBICION DE FOSFODIESTERASAS

Las fosfodiesterasas (PDE’s) son enzimas que se encuentran en tejido
y células de mamiferos, las diferentes isoformas de estas enzimas pueden
ser divididas dentro de siete familias, basados sobre su genética y
caracteristicas funcionales. En el musculo liso vascular actuan las PDE'’s
PDE-1, PDE-2, PDE-3 y PDE-5 (Polson et al, 1996). Las PDE'’s tienen la
capacidad de catalizar la hidrdlisis de la funcidén fosfato diester de los
segundos mensajeros AMPc y GMPc, dando lugar al 5-AMP y al 5'-GMP
gue son inactivos para la relajacion del musculo liso. La inhibicidon de estas
enzimas hace que se incremente el AMPc 6 el GMPc activo dentro de la
célula provocando la relajacion del musculo liso (Cortijo et al., 2001).

1.3.2.3 VIA PROSTAGLANDINAS

Los prostanoides son liberados en respuesta a la inflamacién, la
liberacion de prostaciclina (PGlz), actia sobre los receptores de
prostanoides | (IP) acoplados a proteinas G, generando la estimulaciéon de
la adenilato ciclasa (AC) que transforma el adenosin trifosfato (ATP) a
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), provocando el aumento de su
concenfracion intracelular, a si mismo la formacién de AMPc estimula a la

3



Q&intesis de trimetiapigoning, dimetilcrising p evaluacion de lx actividad relgante en midsculs lso traguoal y vasoular:

proteina cinasa A (PCA), ésta ultima inhibe a la cadena ligera de miosin
cinasa (CLMC), ademds de aumentar la captacién de calcio al reticulo
sarcopldsmico (RS) (Rembold, 1992; Simmons et al., 2004).

1.3.2.4 VIA AGONISTAS B-ADRENERGICOS

La noradrenalina llega a los Pp-adrenoreceptores que estdn
acoplados a proteinas G, produciendo la estimulacion de la AC vy
provocando un aumento de la concentracidon de AMPc, a si mismo la
formacion de AMPc estimula la PCA, ésta ultima inhibe ala CLMC, ademds
de aumentar la captacion de calcio sobre el RS (Tanaka et al., 2005;
Guimaraes et al., 2001).

1.3.2.5 ViA OXIDO NITRICO

La L-arginina es un aminodcido que es transformado por la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS) a L-citrulina y dxido nitrico (NO), este proceso es
llevado a nivel endotelial, el NO es un mediador que estimula a la
guanilato ciclasa (GC) soluble y esta transforma al guanosin trifosfato (GTP)
a guanosin monofosfato ciclico (GMPc) aumentando la concentracion de
GMPc, al aumentar éste se estimula a la proteina cinasa G (PCG), ésta a su
vez incita la captaciéon de calcio sobre el RS (Cohen et al., 2006; Rembold,
1992).

1.3.2.6 ViA PEPTIDO NATRIURETICO

El péptido natriurético C (PNC) es un péptido compuesto por una
cadena de 22 aminodcidos, se acopla al receptor de guanilato ciclasa
tipo B (GC-B), lo que ocasiona la activacion de la GC particulada, ésta
transforma al guanosin trifosfato (GTP) a guanosin monofosfato ciclico
(GMPc) aumentando la concentracion de GMPc, asi mismo con este
incremento se estimula a la PCG que incita la captacion de calcio sobre el
RS (Carvajal et al., 2000; Kimberly et al., 2000).

1.3.3 MECANISMO GENERAL DE CONTRACCION

En este proceso intervienen sobre musculo liso vascular, hormonas,
péptidos, enzimas, neurotransmisores y canales idnicos, los cuales actian
incrementando la entrada de calcio extracelular ¢ activando la salida de
calcio del reticulo sarcopldsmico, siendo estos los principales mecanismos
por los cuales actian los agentes contrdctiles del muUsculo liso vascular
como se puede ver en la Figura 2.
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Fig. 2 MECANISMO DE CONTRACCION DEL MUSCULO LISO VASCULAR. ET-1= endotelina
uno, All= angiotensina dos, PL= fosfatidilinositol, PLC= fosfolipasa C, IP3= inositol frifosfato,
DAG= diacilglicerol, PCC= proteina cinasa C, RS= reticulo sarcopldsmico, CLM= cadena
ligera de miosina, CLMC= cadena ligera de miosina cinasa, PG= prostaglandina, COSM=
canal de calcio operado por segundo mensajero, COR= canal de calcio operado por
reservas, COV= canal de calcio operado por voltaje, CCR= canal de calcio controlado
por receptores. Modificada de Sanders, 2001.

1.3.3.1 VIA CANALES DE CALCIO

La activacion de los diversos canales de calcio varia en diversos tipos,
pero al final lo que se logra es la entrada de calcio extracelular,
provocando un aumento de éste en el inferior y ocasionando la
contracciéon, a continuacién se enlistan los siguientes canales de calcio de
relevancia en el musculo liso vascular:

e« Canales de calcio operados por voltaje (COV), de este tipo de
canales existen seis subtipos, pero el que predomina en el musculo
liso es el tipo-L, y son activados por la despolarizacion de la
membrana (Karaki et al., 1997; Godfraind et al., 1986).
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« Canales de calcio operados por reservas (COR), son activados
debido al agotamiento del calcio intracelular (Parekh et al., 2005).

« Canales de calcio controlados por receptor (CCR), son activados
por la unidn de alguna hormona & neurofransmisor agonista (Mc
Fadzean et al., 2002).

» Canales de calcio operados por segundos mensajeros (COSM), son
activados por inositol fosfato, DAG (Parekh et al., 2005).

1.3.3.2 VIA ANGIOTENSINA

La angiotensina | (Al) es una hormona heptapeptidica que es
regulada por factores como la presidon sanguinea y actividad de los nervios
simpdticos, es fransformada a angiotensina Il (All) mediante la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), después la All se une al receptor de
angiotensina (ATi) unidos a proteinas G, éste ultimo a su vez actia sobre la
fosfolipasa C (PLC) activando la hidrdlisis del fosfatidilinositol y la formacion
del inositol trifosfato (IP3) y la acumulacion de diacilglicerol (DAG), el IP3
actua como segundo mensajero mediando la liberacién del calcio del RS,
mientras el DAG activa la proteina cinasa C (PCC), la cual activa el
infercambio Na*H* provocando una rdpida acidificacion del medio
seguida de una sostenida alcalinizacién, esto ocasiona la activaciéon de la
bomba Na+-Ca*2, como consecuencia a todo esto surge un incremento en
la concentracion intracelular de calcio (Touyz et al., 2000).

1.3.3.3 VIiA ENDOTELINA

La familia de las endotelinas (ET's) estd constituida por tres subtipos la
ET-1, ET-2 y ET-3. Estdn conformadas como péptidos compuestos por 21
aminodcidos con pequenas diferencias en su estructura, la ET-1 es la que
se encuentra principalmente en el musculo liso y es sintetizado
principalmente en las células del endotelio como respuesta de la
regulacion de procesos inflamatorios, la ET-1 se acopla a su receptor de
tipo A (ETA) que se encuentra unido a proteinas G, este a su vez actia
sobre la PLC, resultando la hidrdlisis del fosfatidilinositol y la formacién del IP3
y la acumulacion de DAG (Lipp et al., 2005; Touyz et al., 2000).
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1.3.3.4 ViA RECEPTORES a-ADRENERGICOS

Los a-adrenoreceptores se encuentran localizados en la membrana
celular y estdn asociados con proteinas G, éstos son activados por
noradrenalina, cuando son activados estimulan la PLC, ésta promueve la
hidrdlisis de fosfatidilinositol produciendo IP3 y DAG (Guimaraes et al., 2001;
Rembold, 1992).

1.3.3.5 ViA DERIVADOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

La sintesis de compuestos contrdctiles derivados del dcido
araquidénico (AA) vy las ciclooxigenasas uno y dos, produce como
resultado la formacion de la prostaglandina tipo D2 (PGD2), prostaglandina
tipo Foq (PGF2q). y fromboxano fipo Az (TxAz). Estos a su vez se unen a sus
respectivos receptores, el DP para la PGD2, FP para PGFyq, ¥y TP para TxA,
pero estos desarrollan la funcién de activar a los receptores de TP,
ocasionando un incremento en la concentracién intracelular de calcio
(Simmons et al., 2004).

1.4 CONTRACCION-RELAJACION EN MUSCULO LISO DE VIiAS AEREAS

El mUsculo liso de vias aéreas es un tejido que comprende desde la
trdquea hasta llegar a los bronquiolos, en donde la parte de la trdquea se
destaca por ser un tejido fibromusculocartilaginoso, en donde los factores
gue intervienen en su confraccion ¢ relgjacidon pueden ser variados, estos
eventos ocurren cuando existe un aumento 6 disminucién en los niveles de
calcio intracelular.

1.4.1 ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LA CONTRACCION DEL MLA

Las enfermedades relacionadas con la obstruccion del MLA son el
asma y la enfermedad pulmonar de obstruccion créonica (EPOC), estas son
las dos enfermedades mds representativas en estos casos (Cortijo et al.,
2001).

1.4.2 MECANISMO GENERAL DE RELAJACION

El proceso de relajacion en el MLA a través de las diferentes vias,
siempre tiende a reducir los niveles de calcio libre infracelular y afectar la
captacion de calcio extracelular. Existen fres mecanismos principales,
mediante los cuales actuan los relajantes del MLA como se ilustra en la
Figura 3, se dan a fravés del incremento en la concenfracion de AMPc,

7



Q&intesis de trimetiapigoning, dimetilcrising p evaluacion de lx actividad relgante en midsculs lso traguoal y vasoular:

GMPc 6 inhibiendo la entrada de calcio extracelular, estos procesos estdn
modulados por hormonas, péptidos, canales idnicos y neurotransmisores.
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Fig. 3 ESQUEMA DEL MECANISMO DE RELAJACION DEL MUSCULO LISO TRAQUEAL. COV=
canal operado por voltaje, BKee*?2= canal de potasio actfivado por calcio de larga
conductancia, K*arr= canales de potasio sensibles a ATP de infermedia conductancia, RS=
reticulo sarcopldsmico, PGE2= prostaglandina E2, ATP= adenosin trifosfato, AC= adenilato
ciclasa, AMPc= adenosin monofosfato ciclico, PCA= proteina cinasa A, PLC= fosfolipasa
C, CLM= cadena ligera de miosina, CLM= cadena ligera de miosina cinasa, PNA= péptido
natriurético atrial, GTP= guanosin trifosfato, GC= guanilato ciclasa, GMPc= guanosin
monofosfato ciclico, PCG= proteina cinasa G, PDE= fosfodiesterasa. Modificado de
Thirstrup, 2000.

1.4.2.1 VIA CANALES DE POTASIO

Estos canales activan la hiperpolarizacion de la membrana
inhibiendo la apertura de los canales de calcio operados por voltaje y
como consecuencia evitando la enfrada de calcio extracelular (Karaki et
al., 1997), existen dos fipos de canales de potasio de gran relevancia en el
MLT:
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« El que es activado por calcio y es del subtipo de larga-conductancia
(BKea*?), ademds este canal puede ser modulado por PCA, PCG vy
despolarizacién de la membrana (Ledoux et al., 2006).

* El que es sensible a ATP (Kamr), estos canales son de intermedia
conductancia, y son inhibidos por ATP, ademds pueden ser
modulados por el pH y los dcidos grasos (Grover et al., 2000).

1.4.2.2 VIA INHIBICION DE FOSFODIESTERASAS

Las PDE's que actian en musculo liso fraqueal son las PDE-3, PDE-4 y
PDE-5. Las PDE-3 y PDE-4 tienen la capacidad de catalizar la hidrdlisis de la
funcion fosfato diester del AMPc y la PDE-5 al GMPc, estas al ser inhibidas
contribuyen a que aumente la concentracion de AMPc & GMPc (Thirstrup,
2000).

1.4.2.3 VIA ACTIVACION DE ADENILATO CICLASA

Estos mecanismos involucran a la prostaglandina E2 (PGE2), que
actua sobre los receptores de prostanoides (EP2) acoplados a la proteina
G (Rembold M., 1992), asi mismo los agonistas Bo-adrenérgicos que llegan a
los Bo-adrenoreceptores que estdn acoplados a proteinas G (Guimaraes et
al., 2001; Thirstrup, 2000), en ambos casos después de acoplarse a sus
respectivos receptores provocan la estimulacion de la AC que transforma
el ATP a AMPc provocando el aumento de su concentracion infracelular, a
si mismo la formacién de AMPc estimula a la PCA, ésta Ultima inhibe a la
CLMC, ademdas de aumentar la captacion de calcio al RS (Simmons et al.,
2004; Tanaka et al., 2005).

1.4.2.4 VIA ACTIVACION DE GUANILATO CICLASA

Los mecanismos que activan a la GC se dividen en dos, el
mecanismo del éxido nitrico que activa a la GC soluble y el del péptido
natriurético auricular (PNA) que activa a la GC particulada. En el primer
proceso se comienza con la transformacién de la L-arginina a L-citrulina y
NO por medio de la enzima NOS, el NO atraviesa la membrana celular
para activar a la GC (Cohen et al., 2006), mientras tanto el PNA llega al
receptor GC-A causando la activacion de la GC (Taniguchi et al., 2006),
en ambos mecanismos después de activar a la GC pasan a la
transformacién del GTP a GMPc aumentando la concentracion de GMPc,
al aumentar el GMPc se estimula a la PCG, y esta estimula la captacion de
calcio sobre el RS (Hamad et al., 2003; Kimberly et al., 2000; Barnes et al.,
1998).
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1.2.3.3 MECANISMO GENERAL DE CONTRACCION

La confraccion del musculo puede ser iniciada por una
despolarizaciéon o una estimulacion con agonistas contrdctiles, estos a su
vez estdn relacionados con el incremento en los niveles de calcio
infracelular. Este incremento origina la formacién de un complejo calcio-
calmodulina que activa a la cadena ligera de miosina cinasa, después
esta sufre una desfosforilacion y posteriormente activa a la enzima ATPasaq,
esta genera la formacién de puentes cruzados entre actina y miosina
produciendo la confraccidén como se describe en la Figura 4 (Thirstrup,

2000).
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Fig. 4 ESQUEMA DEL MECANISMO DE CONTRACCION DEL MUSCULO LISO TRAQUEAL. ET-1=
endotelina uno, PL= fosfatidilinositol, PLC= fosfolipasa C, IPs= inositol trifosfato, DAG=
diacilglicerol, PCC= proteina cinasa C, PLA2= fosfolipasa A2, COX= ciclooxigenasa, AA=
dcido araquiddnico, RS= reticulo sarcopldsmico, CLMC= cadena ligera de miosina cinasa,
PG= prostaglandina, TxA2= tromboxano tipo A2, COV= canal de calcio operado por
voltaje, CCR= canal de calcio controlado por receptores. Modificado de Thirstrup, 2000.
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1.4.3.1 VIA ACTIVACION DE CANALES DE CALCIO

Existen dos canales principales para activar el flujo de calcio dentro
de la célula, el primero es el COV del tipo-L, estos son activados por la
despolarizacion de la membrana (Karaki et al., 1997), el segundo es el CCR,
qgue son activados por la unidn de alguna hormona & neurotransmisor
agonista (Mc Fadzean et al., 2002).

1.4.3.2 VIA DE INACTIVACION DE CANALES DE POTASIO

El canal de potasio de tipo BKeq*? puede ser inactivado por la PCC,
esta proteina evita la apertura del canal que provoca la hiperpolarizaciéon
de la membrana causando la inhibicion del canal de calcio fipo COV
(Ledoux et al., 2006).

1.4.3.3 VIA ACTIVACION DE IP3

Esta via puede ser activada por agonistas contrdctiles acoplados a
receptores muscarinicos (Ms), histaminicos (Hi), ETa (Barnes et al., 1998).
Estos receptores estdn acoplados a proteinas tipo G, después de ser
estimulados por sus respectivos agonistas contrdctiles actia sobre la PLC,
resultando la hidrdlisis del fosfafidilinositol y la formacion del IP3 y la
acumulaciéon de DAG, el IP3 actia como segundo mensajero mediando la
liberacién del calcio del RS, mientras el DAG activa la PCC, esta cumple
con dos procesos dentro del citosol, el primero es el incremento en la
sensibilidad del calcio y el segundo es la estimulacion de la actividad de la
fosfolipasa A2 (PLA2), que libera al AA para la sintesis de eicosanoides
(Billington et al., 2003; Thirstrup, 2000).

1.4.3.4 VIA METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Los compuestos derivados del AA en muUsculo liso traqueal presentan
una alta potencia como compuestos contrdctiles en el muisculo liso de vias
aéreas (Barnes et al., 1998), la formacién de prostaglandinas en muisculo
liso fraqueal es mds alta en este tejido en comparacion a otros (Florio et al.,
1994). Los derivados del AA producen las prostaglandina tipo D2 (PGD2),
prostaglandina tipo F2q (PGF2q) Y fromboxano tipo Az (TxAz), estos a su vez se
unen a sus respectivos receptores, pero desarrollan la funcidén de activar a
los receptores de TP, ocasionando un incremento en la concentracion
intfracelular de calcio (Page ef al., 2001; Mackay et al., 2002).
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1.5 FLAVONOIDES
1.5.1 DEFINICION

Los compuestos flavonoides son un grupo de compuestos
polifendlicos distribuidos en el reino de las plantas, se conocen acerca de
3000 variedades de estos compuestos, entre algunos de estos compuestos
se destacan: flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavononas (Raj et al., 2001).

1.5.1.1 FLAVONAS

Las flavonas estdn constituidos por 15 carbonos en el nucleo bdsico,
el cual consiste en dos anillos aromdaticos unidos por fres carbonos, es decir
un anillo bencénico condensado con un anillo de 6 miembros, mientras en
la posicion 2 tienen un anillo bencénico como sustituyente y un doble
enlace entre los carbonos 2-3 como se ilustra en la Figura 5 (Tsukayama et

al., 2003).

0]

Fig. 5 Estructura general de las flavonas (Raj et al., 2001).

1.5.2 EFECTOS FARMACOLOGICOS

Los flavonoides presenta

n amplia

farmacoldgicas, las principales se encuentran enlistadas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Efectos farmacoldgicos de las flavonas.

Uso terapéutico Flavonoides
Actividad cardioténica* Apigenina, Luteolina.
Actividad hepatoprotectora* Apigenina.

Actividad antfioxidante*
Actividad antiinflamatoria*
Actividad anfibacterial*
Actividad antiviral*

Actividad antifungica*
Actividad relajadora del MLV
Actividad diurética**
Actividad antivlcerosa**
Actividad antialérgicas*™

Apigenina, Baicaleina.
Apigenina, Luteolina.
Baicaleina, Crisina.
Apigenina, Crisina.
Apigenina
Crisina, Apigenina
Flavonoides
Flavonoides
Flavonoides

*Raj et al., 2001; +*Tamotsu et al.,

1987.
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Oftra caracteristica por la que se conoce a los flavonoides es por
inhibir enzimas, por nombrar un caso en particular, la apigenina inhibe a las
PDE-1, PDE-2 y PDE-3. El efecto encontrado fue de mayor magnitud sobre
la PDE/AMPc que sobre la PDE/GMPc en una magnitud del 40% (Raj ef al.,
2001; Ko et al., 2004). En el Cuadro 2 se encuentran las principales acciones
de las flavonas sobre enzimas.

Cuadro 2. Actividad sobre enzimas

Enzima Accion
Aldosa reductasa* Inhibe
Xantina oxidasa* Inhibe
Fosfodiesterasas* Inhibe
Ca -ATPasa* Inhibe
Lipooxigenasa* Inhibe
Ciclooxigenasa* Inhibe
Fosfolipasa-C.* Modula
*Rajefal., 2001.

1.5.3 MUSCULO LISO VASCULAR

Los flavonoides presentan una amplia gama de actividad bioldgica
como vasodilatador (Duarte et al, 2001; Saponara ef al., 2006).
Compuestos como la morina y miristeina (flavonas) reducen la presiéon
arterial, la frecuencia cardiaca, la hipertrofia cardiaca, la disfuncion
endotelial ademds de los efectos vasodilatadores (Duarte et al., 2001).

Este efecto vasodilatador es independiente a la presencia del
endotelio (Duarte et al, 2001), ademds se ha enconfrado que los
flavonoides reducen la presencia de calcio y tiene efectos inhibitorios
sobre las PDE que actUan sobre AMPc y GMPc (Herrera et al., 1996). La
crisina (5,7-dihidroxiflavona) y la apigenina (5,7,4 -trinidroxiflavona) tienen
actividad vasodilatadora mayor que la actividad relajante de otros
compuestos flavonoides como flavonoles y flavononas (Herrera et al.,
1996).

Se ha encontrado que la crisina interviene sobre las fosfodiesterasas
qgue actuan sobre el GMPc, y a su vez se ha demostrado que cuando
actua junto con otros blogueadores de canales de calcio como la
nifedipina no se encuentra diferencia en su efecto, por lo que no se le
atribuye la propiedad de bloquear los canales de calcio (Herrera ef al.,
1996; Villar et al., 2004).
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De los efectos descritos para la apigenina estd la accidon sobre los
canales de calcio operados por voltaje tipo L y los canales de potasio
(Chan et al., 2000; Li et al., 1997). Otro efecto de la apigenina es la acciéon
sobre los receptores de tromboxano que es un agente causante de
contracciéon en el musculo liso (Guerrero et al., 2007). Ademds inhibe a la
proteina cinasa C encargada de la fosforilacion de las cadenas ligeras de
miosina lo que provoca la contfraccion (Zhang et al., 2002).

1.5.4 MUSCULO LISO DE VIAS AEREAS

La naringina presenta accidon en el MLA por la activaciéon de los
canales de potasio (Saponara et al., 2006), la apigenina al igual que la
crisina presentan actividad relajante del musculo liso traqueal (Ko et al.,
2003). Al igual que en el musculo liso vascular las flavonas tienen un efecto
inhibitorio sobre las PDE's con la consecuente elevacién de los niveles
infracelulares de AMPc y GMPc para que ocurra un efecto relajante del
muUsculo liso tfraqueal (Cortijo et al., 2001).

1.6 SINTESIS DE FLAVONAS

Existen varias alternativas para construir el sistema base de las
flavonas; una de estas secuencias de sintesis consiste en la obtencion de la
apropiada o-hidroxiacetofenona, posteriormente mediante una reaccion
de condensacion tipo alddlica enfre la o-hidroxiacetofenona y un
benzaldehido se obtiene una chalcona, la cual por una ciclizacion
oxidativa de ésta, se obtiene la correspondiente flavona (Gray et al.,2003;
Lokhande et al., 2005).

De manera particular la 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona se obtiene
mediante la sintesis de Wiliamson (Figura é), la cual consiste en una
sustitucion nucleofilica bimolecular (Sn2), en donde se puede utilizar una
diversa gama de reactivos como los halogenuros de alquilo, sulfatos de
alguilo 6 sulfatos de dialquilo, que reaccionan con un alcohdxido para
formar finalmente un éter (McMurry et al., 2001).

OH o OMe o)
(CH;),804/K,CO;
6 CH,l/ THF

HO OH MeO OH

Fig. 6 Reaccién de Williamson (Gray et al., 2001).
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El segundo paso para la sintesis, es la formacién de chalconas,
bdsicamente consiste en su  formacidbn  por medio de o-
hidroxiacetofenonas y benzaldehidos por condensaciéon alddlica, ésta se
da cuando un aldehido (con hidrogenos alfa) se trata con una base
como el etoxido de sodio 6 hidroxido de sodio. Esta es una reaccion de
condensacion  rdpida y reversible dando como producto un
B-hidroxialdehido o aldol. Esta reaccién es general para todos los
aldehidos y cetonas que tengan un hidrogeno alfa. Posteriormente cuando
se encuenfra con un exceso de base, el aldol puede sufrir una
deshidratacién, con lo que se produce un ion enolato que expulsa al grupo
saliente (hidroxilo) y asi forma el doble enlace entre el carbono alfa y el
carbono beta, como se esquematiza en la Figura 7 (Solomons, 2000).

OMe (0] OMe [¢] OH OMe 0
R / R
1) EtONa/ EtOH -OH
2R-cod > —
MeO OH MeO OH MeO OH

Fig. 7 La reaccién de condensacion alddlica.

Una vez formada la chalcona, la ruta de sintesis de flavonas es
variada, de acuerdo a los sustituyentes requeridos en el producto final.
Una de ellas es pasar de chalcona a flavonona y posteriormente a flavona
(Figura 8) (Benett et al, 1998), o bien mediante una reaccién de
condensaciéon (Figura 9) ¢ por medio de una ciclizacién oxidativa (Figuras
10, 11).

omMe 0 OH 0 OH 0
R
AcOH/ H,0 _AO/HI
—_— A
MeO OH MeO o) R MeO o R

Fig. 8 La reaccion para formacion de flavonas (Gray et al., 2003).
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O\"/R (0] R
° sE- CaO |
240°C
R= C¢Hs, CH;0CgH,
o (e}
Fig. 9 Reaccion de condensacion para la formaciéon de flavonas (Villemin
et al., 2001).

OH (0]
DMSO /1,
(0] [e]
Fig. 10 Reaccion de ciclizacion oxidativa (Sayed et al., 2004; Lokhande et
al., 2005).
OH o)
FeCl; - H,0O
(o] (o]

Fig. 11 Reaccidon de ciclizacién oxidativa para la sintesis de flavonas
(Ahmed et al., 2007).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia los padecimientos como la hipertension arterial y la
enfermedad pulmonar crénica obstructiva (EPOC) por mencionar algunos,
son causados por la constriccion del musculo liso, los tratamientos que se
encuenfran hoy en dia, no curan la enfermedad solo la controlan
acarreando efectos secundarios que limitan su uso, ademds de no ser
eficaces para todo tipo de pacientes. A consecuencia de lo antes
expuesto se presenta la necesidad de descubrir nuevos fdrmacos que
presenten nuevas opciones terapéuticas a estos padecimientos, las
flavonas como la apigenina y crisina presentaron actividad sobre estos
padecimientos, sin embargo para obtenerlos en forma natural mediante
extracciones, resulta en un proceso largo y costoso, aunado a que se
encuentra en concentraciones muy bajas en la fuente natural. Por lo que
es necesario obtener compuestos andlogos a la crisina y apigenina
mediante una ruta sintética 6ptima, de corto procedimiento y alto
rendimiento quimico con el fin de obtener flavonas bioactivas que
pudieran ser utilizadas en el tratamiento de las enfermedades contrdctiles
del musculo liso vascular y musculo liso de vias aéreas.
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3. HIPOTESIS

La sintesis de trimetilapigenina y dimetilcrisina se llevard a cabo a partir de
la metilacion de 2,4,6-tfrinidroxiacetofenona por la reaccién de Williamson
seguida de la condensacion aldolica enfre 2-hidroxi-4,6-
dimetoxiacetofenona y el benzaldehido correspondiente para obtener las
chalconas correspondientes, de las cuales se obtendrdn las flavonas por
ciclizacién oxidativa. Dichas flavonas presentardn efecto relajante sobre el
musculo liso aislado de ftrdquea de cobayo y de acorta de rata
considerando que son compuestos andlogos a la apigenina y crisina que
poseen esta actividad.
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4. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar la  trimetilapigenina  (4°,5,7-tfrimetoxiflavona) vy la
dimetilcrisina (5,7-dimetoxiflavona) y valorar su actividad relajante sobre el
musculo liso traqueal de cobayo y vascular de rata en un sistema in vitro,
ademds de explorar el mecanismo de accidon relojante de ambos
compuestos en los mismos sistemas bioldgico.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
« Sintetizar la 47,5,7-trimetilapigenina y la 5,7-dimetilcrisina  partiendo

de 2.4,6-trinidroxiacetofenona.

e Evaluar la actividad relajante de las flavonas sobre MLA en el
modelo de tradquea aislada de cobayo.

e Evaluar la actividad relajante de las flavonas sobre MLV en el
modelo de aorta aislada de rata.

e Evaluar el efecto inhibitorio de las flavonas sobre las confracciones
inducidas con calcio en el tejido en donde su actividad relajante
sea mayor.

e Evaluar la inhibicion de actividad hidrolitica de fosfodiesterasas
sobre AMPc y GMPc para la flavona mds potente.
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5. METODOLOGIA
5.1 SINTESIS ORGANICA
5.1.1 EQUIPOS

La espectrometria de masas (EM), se realizd en un espectrémetro
Hewlett-Packard modelo 5890; la espectroscopia de infrarrojo (IR) en un
espectrometro Perkin Elmer modelo 599 y la de Resonancia Magnética
Nuclear (TH y 13C RMN) en los espectroscopios Varian VXR-3005 (300 MHZ) y
Varian Unity Plus 500 (75 MHZ) respectivamente. El punto de fusion no
corregido se determind en un electrothermal Digital IA9100.

5.1.2 ESQUEMA GENERAL DE SINTESIS

OH 0 OMe 0
(CH;),S04
K2 3
HO OH MeO OH KOH /
R-C4H,CHO
OMe (o]
=
DMSO/ 1,
B e —
OMe OH R

R

R=H 6 CH;0

Fig. 12 Ruta general de sintesis para la TMA 6 DMC
5.1.3 PROCEDIMIENTO
5.1.3.1 SINTESIS DE 2-HIDROXI-4,6-DIMETOXIACETOFENONA

Una disolucion de 10 g de 2,4,6-frihidroxiacetofenona (Aldrich), 6 mL
de sulfato de dimetilo (Aldrich) y 5 g de carbonato de potasio anhidro (J.T
Baker) en 90 mL de tolueno, se agitd mecdnicamente y se calentdé a
temperatura de reflujo por un periodo de 5 horas. Finalizado este tiempo, la
disoluciéon se filtrd con vacio y el liquido resultante se evapord a presion
reducida en un rotavapor.
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El sélido obtenido se disolvid con 25 mL de hexano vy se le adiciond
carbdn activado, se filtrd por gravedad y se dejd cristalizar a una
temperatura de 4°C.

5.1.3.2 SINTESIS DE CHALCONAS
a. 2-HIDROXI-4",4,6-TRIMETOXICHALCONA

A una mezcla de 4.7 g de 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona y 3 mL
de 4-metoxibenzaldehido (Merck) se le agregaron 15 mL de una disolucion
de KOH al 20% en etanol. Se manfuvo en agitacion mecdnica por un
periodo de 72 horas.

Una vez terminada la reaccion, se adicionaron 20 mL de agua frig, y
posteriormente 20 mL de HCI al 20% para llevar a medio dcido, seguida de
tres exfracciones colocando 20 mL de acetato de efilo en cada una y
colectando la fase orgdnica, ésta se secd con sulfato de sodio anhidro, y
se filtrd. El liquido obtenido se concentrd en el rotavapor hasta sequedad,
posteriormente al sélido obtenido se le adicionaron 30 mL de hexano y se
calentd hasta disolver, asi se dejo cristalizar por 24 horas a una temperatura
de 4°C.

. 2-HIDROXI-4,6- DIMETOXICHALCONA

En un matraz baldn se colocaron 4.7 g de 2-hidroxi-4,6-
dimetoxiacetofenona y se mezclaron con 3 mL de benzaldehido (Merck),
se agregaron también 15 mL de una disolucion de KOH al 20% en etanol.
Se manfuvo en agitacion mecdnica durante 72 horas a temperatura
ambiente.

Una vez terminada la reaccién, se adicionaron 20 mL de agua frig, y
posteriormente 20 mL de HCI al 20% para llevar a medio dcido, seguida de
tres extracciones colocando 20 mL de acetato de efilo en cada una vy
colectando la fase orgdnica, ésta se secd con sulfato de sodio anhidro, y
se filtrd. El liguido obtenido se concentrd en el rotavapor hasta sequedad,
posteriormente al sdlido obtenido se le adicionaron 30 mL de una mezcla
de hexano-acetato de efilo 2:1 y se calenté hasta disolver, asi se dejo
cristalizar por 24 horas a una temperatura de 4°C.
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5.1.3.3 SINTESIS DE FLAVONAS
a. TRIMETILAPIGENINA (4',5,7- TRIMETOXIFLAVONA)

Se colocaron en un matraz baldbn 500 mg de 2-hidroxi-4',4,6-
trimetoxichalcona, junto con 15 mL de dimetilsulféxido (DMSO), 8 mL de
agua vy fres cristales de yodo (J.T Baker). La mezcla se puso a reflujo con
agitacién mecdnica por una hora en un bano de aceite, se dejd reposar
por 48 h. El sélido se filtré con vacio y se lavé con una disolucidon acuosa de
tiosulfato de sodio al 20%. El sélido final se purificd por cristalizacidon con
acetato de efilo.

. DIMETILCRISINA (5,7-DIMETOXIFLAVONA)

Se colocaron en un matraz baldn 300 mg de 2-hidroxi-4,6-
dimetoxichalcona, junto con 8.5 mL de DMSO, 4 mL de agua y dos cristales
de yodo. La mezcla se colocd a reflujo con agitacion mecdnica por una
hora en un bano de aceite, se dejo reposar por 48 h. El sélido se filtré con
vacio y se lavd con una disolucion acuosa de tiosulfato de sodio al 20%. El
solido final se purificd por cristalizacion con acetona.

5.2 EVALUACION FARMACOLOGICA
5.2.1 ANIMALES

Para el modelo de trdquea aislada se utilizaron cobayos machos con
un peso promedio de 400-450 g (Biosupply S.A. de C.V.), alimentados con
una dieta estandar (Purina Pellets) y con libre acceso de agua.

Para el modelo de ocorta aislada fueron utilizadas ratas Wistar
machos con peso promedio de 175-200 g (Harlan México, S.A. de C.V.),
alimentados bajo una dieta estdndar (Purina Pellets) y con libre acceso de
agua.

Todos los procedimientos en los que se utilizaron estos animales
fueron seguidos de acuerdo con los lineamientos marcados en la Norma
Oficial Mexicana 062- ZOO-1999.
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5.2.2 FARMACOS

Los fdrmacos cloruro de carbamilcolina (Carbacol), cloruro de acetilcoling,
(-)-Norepinefrina (L-Noradrenalina), fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Los
farmacos fueron disueltos en agua destilada, las disoluciones fueron
preparadas el mismo dia del experimento.

5.2.3 MODELO ENZIMATICO

Los sustratos 3',5'-AMPc vy el 3',5'-GMPc se prepararon a una
concentracion de 1 mM en disolucién reguladora (10 mM Tris-HCI, pH 7.4).
La 5’-Nucleotidasa se prepard a 5 KU/uL (1U libera 1 pmol de fosfato), en 10
MM Tris-HClI a pH 7.4, 125 mM NaCl, 10% glicerol, T mM MgCl,. El
isobutiimetilxantina (IBMX) se preparé a una concentraciéon de 40 uM en
disolucion reguladora de 10 mM Tris-HCI, pH 7.4. La trimetilapigenina (TMA)
se prepard a una concentracion de 300 pM en una mezcla
Acetonitrilo:Agua (1:1). La PDE se prepard a una concentraciéon de 4 mu/
UL en disolucién reguladora (1U transforma 1 nmol de sustrato a 5-
nucleotidasa) (BIOMOL GREEN™ QuantiZyme™ Assay System AK-800).

5.2.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de CEsp fueron calculados por el método de regresion
lineal (Tallarida, 2000). Los datos se presentan como la media + el error
estdndar de la media de seis animales por grupo como minimo. Las
diferencias significativas entre dos determinaciones se analizaron con una
prueba t de Student no pareada. Las diferencias entre varias
determinaciones se realizaron utilizando un andlisis de varianza de una via
(Montgomery, 1991). El valor del pA’2 fue calculado de acuerdo con la
ecuacion de Schild (Tallarida, 2000).

5.2.5 EFECTO RELAJANTE EN EL MUSCULO LISO TRAQUEAL

Los cobayos se sacrificaron mediante una inyeccidn intraperitoneal
de pentobarbital sédico (95mg/Kg), posteriormente se realizd la diseccion
de la trdquea, limpidndola del tejido conectivo. El érgano se mantuvo en
una disolucién de Krebs cuya composicion fue: NaCl 27.61 g, KCI 1.4 g,
CaCl 2H20 1.47 g, MgSOy4 - 7H20 1.18 g, NaH2PO4 - H2O 0.662 g, NaHCO3
8.4 g y glucosa 7.992 g, esto en 4 L de agua destilada, se mantuvo a
temperatura constante de 37 °C, y con burbujeo constante con gas
carbégeno (95% O2 y 5% COz2). Posteriormente se fracciond en ocho anillos
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de aproximadamente 2 mm de espesor, cada uno se colocd en una
cdmara para érgano aislado con 10 mL de disolucion Krebs.

Las muestras se suspendieron entre dos ganchos de alambre de
nicromel, uno de los extremos se fijo a la cdmara y el otro al fransductor de
fuerza (GRASS FT 03E) conectado a un poligrafo Biopac System que
permitié obtener los datos mediante el programa Acgknowledge MP100
version 3.9.0.

El 6rgano se sometid a una tensién inicial de 1.5 g y se dejo estabilizar
por una hora, se redlizaron lavados cada 15 minutos con la disolucion
Krebs, después de este periodo el tejido se estimuld nuevamente con
acetilcolina 3 uM lavando inmediatamente con disolucion de Krebs fresca,
a los 30 minutos se contrajo el tejido con carbacol 3 uM y se procedid a
adicionar en concentraciones acumulativas la disolucion de apigenina,
trimetilapigenina (TMA) y dimetilcrisina (DMC) a las concentraciones de
0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM adiciondndolas de menor a mayor concentracion.

5.2.6 EFECTO RELAJANTE EN EL MUSCULO LISO VASCULAR

Las ratas wistar se sacrificaron mediante cdmara de gases (CO2),
posteriormente se realizé la diseccion de la aorta, limpidndola del tejido
conectivo. El érgano se mantuvo en una disolucidn de Krebs cuya
composicion fue: NaCl 27.61 g, KCI 1.4 g, CaClo. 2H20 1.47 g, MgSQOy4 - 7H20
1.18 g, NaH2PO4 - H2O 0.662 g, NaHCO3 8.4 g y glucosa 7.992 g, estoen 4 L
de agua destilada, se mantuvo a temperatura constante de 37°C, y con
burbujeo constante de gas carbdégeno (95% O2 y 5% CO2). Posteriormente
se fracciond en ocho anillos de aproximadamente 2 mm de espesor, cada
uno se colocd en una cdmara para organo aislado con 10 mL de
disolucion Krebs.

Las muestras se suspendieron entre dos ganchos de alambre de
nicromel, uno de los extremos se fijo a la cdmara y el otro al fransductor de
fuerza (GRASS FT 03E) conectado a un poligrafo Biopac System que
permiti® obtener los datos mediante el programa Acgknowledge MP100
version 3.9.0.

La preparaciéon se sometié a una tension inicial de 4 g y se dejo
estabilizar por una hora, realizando lavados cada 15 minutos con la
disolucion de Krebs por este periodo. El tejido se estimuld con
noradrenalina 1 uM durante dos ocasiones en intervalos de 30 minutos. En
el primer intervalo se lavd con la disolucion de Krebs, en el segundo
infervalo se relajé con acetilcolina 1 uM. La tercera estimulacion se realizd
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nuevamente con noradrenalina 1 pM y se procedid a relajar con
disoluciones de apigenina, trimetilapigenina (TMA) y dimetilcrisina (DMC) a
las concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM adiciondndolas de menor a
mayor concentracion.

5.2.7 EFECTO RELAJANTE EN EL MUSCULO LISO VASCULAR SIN ENDOTELIO

Para este modelo se siguid el mismo procedimiento de sacrificio de la
rata, y aislamiento de la aorta solamente que a cada anillo obtenido se le
infrodujo un tubo capilar y este se gird manteniendo el anillo fijo con el fin
de danar el endofelio, en la segunda estimulacidon se relajd con
acetilcolina 1 pM (los anillos con una relgjacion inferior al 80% se
clasificaron como sin endotelio). La tercera estimulacion se realizd
nuevamente con noradrenalina 1 uM vy se procedid a relgjar con
disoluciones de trimeftilapigenina (TMA) vy dimetilcrisina  (DMC) a
concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM adiciondndolas de menor a
mayor concentracion.

5.2.8 EFECTO DE INHIBICION DE ENTRADA DE CALCIO

El sacrificio del animal y el periodo de estabilizacion del tejido se
realizdé de la misma forma que en el procedimiento anterior.

A esta muestra, pasada la estabilizacion del tejido se le estimuld con
noradrenalina 1 uM en el minuto 60, y se relajé con lavados de la disolucion
de Krebs. Posteriormente a los 15 minutos se adiciond la disolucion
despolarizante de KCI 80 mM la cual contenia: NaCl 3.5 g, KCl 4.46 g,
MgSOy4 - 7H20 0.30 g, NaH2PO4 - H2O 0.16 g, NaHCO3 2.1 g y glucosa 2 g.
Finaimente se lavd con la disolucion Krebs modificada (sin CaCly). Este
procedimiento se repitid en cuatro ocasiones, en la Ultima despolarizacion
con la disolucion de KCI se colocaron 100 pL de las soluciones de CaClz a
las concentraciones de: 0.1, 0.31, 1.0, 3.16, 10 mM, y se adicionaron de
menor a mayor concentracién. Se siguid el procedimiento de
despolarizaciéon anterior (1 hora y 4 despolarizaciones). En la Ultima
despolarizacion se colocaron las soluciones de cada una de las flavonas a
las concentraciones siguientes: para DMC 0.1, 1, 10, 100 uM, para TMA 20,
40, 80, 316 uM, en cada una de las concentraciones se empled en una
camara diferente.
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5.2.9 EFECTO INHIBITORIO DE FOSFODIASTERASAS (PDE)

La preparacion de las muestras se llevd a cabo en una microplaca
de 96 pozos, cada prueba se realizd por duplicado, y las pruebas se
realizaron en dos ocasiones usando en cada una un sustrato diferente
(GMPc 6 AMPCc), el procedimiento que se llevd a cabo se resume en el
Cuadro 3. Al término de la adicion de los reactivos se dejo incubando las
muestras por 60 minutos a 37 °C. Después del tiempo de incubacion, a las
muestras se les adiciond 100 uL de BIOMOL GREEN™ vy se agitaron por unos
segundos, se esperd 30 minutos para que desarrollara color y se leyeron las
absorbancias a una longitud de onda de 620 nm en un lector de placas
(BIO-RAD Mod. 680 microplate reader).

Cuadro 3. Preparacién de muestras

gactivos | Systrato | Disolucion 5'-nucleotidasa | Prueba PDE
PrUcbo (0.5 mM) | Reguladora
Control 20 pL 15 uL 10 L 0 L 5pulL
TMA 20 pL S uL 10 L 10 uL S uL
IBMX 20 pL 5l 10 pL 10 pL 5l

26



Q&intesis de trimetilapigoning, dimetilcrising p evaluacion de lx actividad relagante en midsculs lso tragueal y vasoular:

6. RESULTADOS Y ANALISIS
6.1 SINTESIS ORGANICA

2-Hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona. Para la sintesis de los compuestos
flavonoides se realizd la sintesis de la 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, en
esta reaccidn de eterificacidon de Wiliamson de la 2, 4, 6-trihidroxi-
acetofenona. Se obtuvieron 4.9 g (rendimiento del 42%) como un polvo
blanco; p.f. 77- 79 °C; Rr 0.64 (Hexano:Acetato de eftilo, 3:1). El punto de
fusion y el RF de este compuesto coincidieron con los reportados en la
literatura para la 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona (Gray et al., 2003).

2-Hidroxi-4°,4,6-tfrimetoxichalcona. El siguiente compuesto a sintetizar fue la
2-Hidroxi-4,4,6-trimetoxichalcona, intermediario para la sintesis de la TMA,
de esta reaccidon de condensacion alddlica se obtuvieron 2.8 g
(rendimiento del 37.2%), de unos cristales amarillos, p.f. 113-114 °C; R 0.42
(Hexano: Acetato de efilo, 8.5:1.5); RMNTH (300 MHz, CDCl3)63.84 (s, 3H),
3.86 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 5.97 (d, TH, J = 2.40 Hz), 6.11 (d, TH, J = 2.39 Hz), 6.93
(d, 2H, J = 8.85 Hz), 7.57 (d, 2H, J = 8.86 Hz), 7.799(s, 2H), 14.431(s, 1H);
RMNI3C (75 MHz, CDCl3)6192.6, 168.3, 165.9, 162.4, 161.3, 142.5, 130.1, 128.6,
125.1, 114.3, 93.7, 91.2, 55.8, 55.6, 55.4. Las senales obtenidas en el estudio
de RMNI3C son semejantes a las reportadas en la literatura. Con respecto
al estudio de RMN'H las senales coinciden con el nUmero de hidrégenos
presentes en la molécula, asi como en sus desplazamientos y constantes
de acoplamiento, y corresponden a los reportados en la literatura, asi
también los datos coinciden con los reportados en la literatura sobre el
punto de fusidn y el Rr (Smith et al., 2007).

2-Hidroxi-4,6-dimetoxichalcona. Este compuesto es el intermediario en la
sintesis de la DMC, y se obtuvo 1.93 g (rendimiento del 28.3%), p.f. 102-104
°C, Rr 0.2 (Hexano:Acetato de etilo, 1:2). El punto de fusidon y el Rr de este
compuesto fueron iguales a los reportados en la literatura (Cabrera et al.,
2007).

Trimetilapigenina. La TMA fue la que se logré obtener con un mayor
rendimiento mediante la reaccion de ciclizacion oxidativa. Se aislaron 195
mg (rendimiento del 39.31%), de un polvo blanco, p.f. 153-155 °C, Rr 0.10
(Hexano:Acetato de eftilo, 1:2); UV: amdéx. nm (MeOH) 266; IR (KBr):
vmax.(cm-1) 2930.09 C-H de compuestos aromdticos, 1643.37 carbonilo de
cetonas, 1605 doble enlace C=C, 831.38 C-C aromdaticos; RMN'H (300 MHz,
CDCl3)6 3.88 (s, 3H, OCHzs), 3.91 (s, 3H, OCHa), 3.95 (s, 3H, OCHj3), 6.37 (d,1H,
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J =230 Hz, H-6), 6.56 (d, 1H, J = 2.31 Hz, H-8), 6.59 (s.1H, H-3), 7.00 (d, 2H, J =
9.02 Hz, Ar-H), 7.82 (d, 2H, J = 9.04 Hz, Ar-H). RMN13C (75 MHz, CDCl3)6 177.7,
163.8, 161.9, 160.8, 160.6, 159.8, 127.6, 123.8, 114.3, 109.1, 107.6, 96.0, 92.7,
56.4, 55.7, 55.4; EM(IE) m/z(%):312 [100, M*], 311(67), 283(35), 266(39),
132(30). Estos resultados corresponden a los reportados en la literatura
(Smith et al., 2007).

Dimetilcrisina. En la sintesis de DMC mediante la reaccion de ciclizacién
oxidativa, solo se obtuvo un rendimiento del 28.74%, de unos cristales
amarillos (80 mg), p.f. 143-145 °C, Rr 0.14 (Hexano:Acetato de efilo, 1:2); UV:
Amax. nm (MeOH) 264.3; IR (KBr): vmax.(cm-1) 2948.29 C-H de compuestos
aromaticos, 1621.26 carbonilo de cetonas, 1595.23 doble enlace C=C,
828.03 C-C aromdticos; RMN H (300MHz, CDCl3) 6 3.86 (s, 3H, OCHz3), 3.93 (s,
3H, OCHz3), 6.18 (d, TH, J=2.93Hz, H-6), 6.35 (d, 1H, J=2.17Hz, H-8), 6.42 (s, TH,
H-3), 7.60 (m, 3H, Ar-H), 7.63 (m, 2H, Ar-H); RMN3C (75 MHz, CDCl3) 6 176.5,
163.9, 160.8, 159.9, 152.5, 131.9, 130.9, 129.2, 125.6, 114.3, 110.1, 96.0, 92.7,
56.2, 55.6; EM(IE) m/z(%):282 [100, M*], 268(80), 181(64), 154(46), 105(58). Los
resultados coinciden con los reportados (Shin et al., 1999).

Los espectros de IR, RMN, EM y cromatogramas por HPLC se muestran
en el apéndice 1.
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6.2 EVALUACION FARMACOLOGICA
6.2.1 EFECTO RELAJANTE EN EL MUSCULO LISO TRAQUEAL

La apigenina, TMA y DMC presentaron una relajacion méaxima del
40%, como se muestra en la Figura 13, porlo que no fue posible calcular la
CEso . Para la apigenina Ko et al. (2003) reporta un valor de CEsp de 47.3 +
5.7 UM, sin embargo en nuestro experimento no se reprodujo este resultado,
posiblemente por el tratamiento previo con indometacina que dan esos
autores a la trdquea con el fin de inhibir las prostaglandinas contractiles
presentes en el endotelio, de tal forma que no afecten el efecto relajante
(Ko et al., 2003; Farmer, 1987). El tratamiento previo con indometacina no
es determinante para la evaluacion del efecto relajante de una sustancia
en el modelo de trédquea aislada de cobayo (Sdnchez-Mendoza et al.,
2007), sin embargo existe la posibilidad de que al no realizar el fratamiento
previo con indometacina el efecto relgjante de la apigenina se vea
disminuido.

Otros estudios en trdquea de cobayos han demostrado que cuando
no hay endotelio se incrementa la respuesta relajante del musculo liso
traqueal (Farmer, 1987). También se ha encontrado que la produccion de
PG son significativamente altas en trdquea y tejido bronquial de cobayo
comparado con ofros animales (Florio et al., 1994). No obstante, se ha
reportado que los flavonoides tienen actividad antiinflamatoria inhibiendo
la biosintesis de prostaglandinas (Nijveldt et al., 2001). Por lo que se puede
llegar a dilucidar que las prostaglandinas contrdctiles alteran el efecto de
relajacion en el MLA, y por lo mismo para quitar esta interferencia, es
necesario retfirar el endotelio o preparar la muestra con indometacing,
para llegar a tener una respuesta éptima.
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Fig. 13 Efecto relajante en MLT de TMA (o), DMC (e), apigenina (V¥), control (A).
Cada punto representa el promedio de la media £ EEM de al menos seis
repeticiones independientes.

30



Q&intesis de trimetilapigoning, dimetilcrising p evaluacion de lx actividad relagante en midsculs lso tragueal y vasoular:

6.2.2 EFECTO RELAJANTE EN EL MUSCULO LISO VASCULAR

La apigenina mostré un efecto relajante sobre el musculo liso
vascular precontraido con noradrenalina 1 uM con endotelio integro como
se puede observar en la Figura 14 (CEsp = 1.39 £ 0.59 uM). Anteriormente se
ha demostrado que la actividad relagjante de este flavonoide no es
dependiente de endotelio (Zhang et al., 2002).

La DMC vy la TMA mostraron un efecto relajante del musculo liso
vascular no dependiente de endotfelio como se puede observar en la
Figuras 15 y 16 respectivamente. La CEsp de DMC con endotelio intacto
tiene un valor de CEsp = 6.03 + 3.66 uM vy sin endotelio tiene una CEso = 15.64
*+ 12.21 uM. En tanto que para la TMA con endotelio intacto se obtuvo una
CEso = 1.16 £ 0.26 uM vy sin endotelio de CEsp=2.75 £ 0.86 uM. El andlisis de
varianza de una via, demostrd que no existe diferencia significativa entre el
efecto relajante de DMC y TMA en el tejido vascular. El andlisis estadistico
por una t-Student no pareada de la relgjacion en presencia o ausencia de
endotelio demostré que no existe diferencia significativa entre las dos
condiciones del tejido, lo cual nos indica que el mecanismo farmacoldgico
de relgjacién no involucra la activacion o aumento de moduladores
endoteliales.
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Fig. 14 Efecto relajante en MLV de TMA (V¥), DMC (o), apigenina (e), control (A).
Cada punto representa el promedio de la media £+ EEM de al menos seis
repeticiones independientes.
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Fig. 15 Efecto relajante en MLV de DMC en presencia (e) ¢ ausencia (V) de
endotelio, asi como su control (o). Cada punto representa el valor de la media
EEM de seis repeticiones independientes.
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Fig. 16 Efecto relajante en MLV de TMA en presencia (e) ¢ ausencia (V) de

endoftelio, asi como su conftrol (o). Cada punto representa el valor de la media *
EEM de seis repeticiones independientes.
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6.2.3 EFECTO DE INHIBICION DE ENTRADA DE CALCIO

La DMC no mostrd inhibicidon de las contfracciones inducidas con
calcio en aorta de rata como se puede ver en |la Figura 17, lo que descarta
gue el mecanismo de accién relajante de la DMC sobre el MLV sea por la
inhibicion de la entrada de calcio. Estos resultados son acordes con los
reportados por Villar et al. (2004) para la crisina que tampoco actia sobre
la enfrada de calcio (Villar et al., 2004), por lo tanto la presencia de grupos
metoxilos en la DMC no modifica la capacidad de |a crisina para inhibir [as
confracciones inducidas con calcio en MLV.

En tanto que la TMA inhibe las contracciones inducidas con calcio
en MLV aislado de rata de una forma antagonista no competitiva (Figura
18). Por la ecuacién de Schild se determind la potencia antagonista de la
TMA con un valor de pA’2 = 4.337+ 1.04 (Figura 19). Los resultados obtenidos
son acordes con lo descrito para la apigenina la cual actua sobre 10s
canales de calcio (Zhang et a., 2002) y también se ha descrito que actia
activando canales de potasio (Li et al., 1997), que se sabe puede estar
relacionado con el efecto de la contraccion inducida por calcio. Por otro
lado, la introduccidn de tres metilos al parecer no modifica la actividad de
la apigenina.

6.2.4 EFECTO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE PDE

La TMA a la concentfracidon de 300 pM inhibié 74.35% a las
fosfodiesterasas cuando se utilizd como sustrato GMPc y provocd una
inhibicion del 36.86% cuando el sustrato fue AMPc. En tanto que el IBMX (40
uM), utilizado como inhibidor de referencia, inhibid 78.60 % con el sustrato
GMPc y 29.69 % cuando se usdé como sustrato AMPc.
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Fig. 17 Efecto inhibitorio de la DMC sobre la entrada de calcio en aorta aislada de
rata a concentraciones de 0.1 uM (o), T uM (¥ ), 10 uM (A), 100 uM (m), y el conftrol
(o). Cada punto representa el valor de la media + EEM de seis repeticiones
individuales.

36



Q&intesis de trimetilapigoning, dimetilcrising p evaluacion de lx actividad relagante en midsculs lso tragueal y vasoular:

120 -

100 -

(@)
o
1

pe

% DE CONTRACCION
(o2}
o

I
o
[

N
o
1

-20 -

_4)0 -315 _3;0 '2,5 '2,0

LOG M[Cat?]

Fig. 18 Efecto inhibitorio de la TMA sobre la entrada de calcio en aorta aislada de
rata a concentraciones de 20 uM (o), 40 uM (¥), 80 uM (A), 316 uM (m), y el conftrol
(e). Cada punto representa el valor de la media + EEM de seis repeticiones
individuales.
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Fig. 19 Grdfica de Schild para el cdiculo de pA’2 para la TMA.
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7. CONCLUSIONES

- Se llevé a cabo la sintesis de 47,5,7-tfrimetilapigenina y la  5,7-
dimetilcrisina.

- La relgjacién provocada por 4°,5,7-trimeftilapigenina y la  5,7-
dimetilcrisina en el musculo liso vascular ambas flavonas presentaron
una relajacién superior al 100% con valores de CEsp de 1.16 £ 0.26 uM
y 6.03 + 3.66 uM respectivamente. Este efecto relagjante fue
independiente de la presencia del endotelio vascular.

- El mecanismo de acciéon farmacoldgico relajante en el musculo liso
vascular para 4°,5,7-trimetilapigenina  es por inhibicion de
fosfodiesterasas y por el antagonismo tipo no competitivo de las
contracciones inducidas con calcio, en tanto que la 5,7-
dimetilcrisina no inhibid las contracciones inducidas con calcio.

- La relgjacién provocada por 4°,5,7-trimeftilapigenina y la  5,7-
dimetilcrisina en el musculo liso de vias aéreas fue bajo, menor al
40%.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar estudios de estructura actividad que determinen que grupos
funcionales dentro de las flavonas son los responsables de la actividad
relajante en MLV.

Determinar si la indometacina es determinante en la actividad relajante
de apigenina, TMA y DMC en MLA aislado de trdquea de cobayo.

Realizar estudios del tipo de canales de calcio que son inhibidos por la
TMA.
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Fig. 8 Espectro de RMN TH de TMA.
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Fig. ? Espectrometria de Masas (EM) de TMA
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Fig. 10 Espectroscopia IR de TMA.
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Fig. 11 Cromatograma de TMA y DMC
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