UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

=
%ultad

de Farmacia

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE FARMACIA

“DETERMINACION DEL EFECTO
ANTIALERGICO. TOXICOLOGICO Y
FARMACOCINETICO DE 6-HIDROXIFLAVONA
PARA SU POTENCIAL DESARROLLO COMO
FARMACO ANTIASMATICO”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTOR EN FARMACIA

PRESENTA

M.F. ANGELICA FLORES FLORES

DIRECTORES DE TESIS
DR. SAMUEL ENOCH ESTRADA SOTO

DR. JULIO CESAR RIVERA LEYVA

CUERNAVACA MORELOS. 2018



DOCTORADO EN FARMACIA 2018

“EU mayor de los éxitos ey
Uevar unav vidaw de pasion
curiosidad ,generosidad

y; al 1 1.”




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

AGRADECIMIENTOS

A CONACYyYT por la beca otorgada (44358) para la realizacion de este proyecto
durante el periodo 2014-2018 y por el impulso al desarrollo de profesionales en la

ciencia y tecnologia.

Este proyecto fue apoyado en parte por las Becas internas de la Facultad Farmacia
(UAEM), asi como de SEP-CONACyT Ciencia Basica (subvencion 167044 vy

256197).

Al Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) por las instalaciones
prestadas del laboratorio de hiperreactividad bronquial para la realizacion del modelo

in vivo de asma en cobayo con clave de proyecto (B1-6).

Al Centro Estatal de Transfusiones de Sangre del Estado de Morelos por la
donacion de las muestras de plasma humano utlizadas para el proyecto de

Farmacocinética, permitiendo reducir el uso de animales para esta investigacion.

A la Facultad de Farmacia por la oportunidad de formarme con la vision de un

Farmacéutico y por el uso de sus instalaciones para el desarrollo del proyecto.

A la Dra. Blanca Bazan Perkins por brindarme la confianza y permitirme estar en
su laboratorio aprendiendo desde otra perspectiva el proyecto como colaboradora

para la evaluacion in vivo en el INER.

A la Dra. Sara Garcia Jiménez por su colaboracion en la elaboracion del analisis

bioquimico del estudio de toxicidad.




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

A las Histopat6logas Guadalupe Hiriart Valencia y Erika Liliana Monterrubio
Flores por su ayuda y ensefianza en los cortes histolégicos en el laboratorio de

patologia experimental del INER.

Al Dr. Rogelio Hernandez Pando por la ayuda en la interpretacion de los cortes

histoldgicos del ensayo de toxicidad.

Al Dr. Cesar Millan Pacheco por su colaboracion en el modelo in silico y por hacer

gue este trabajo sea multidisciplinario.

Al Dr. Julio Rivera Leyva por ayudarme en la parte de la cromatografia y brindarme

de sus conocimientos a lo largo del proyecto.

Al Dr. Samuel Estrada Soto por su apoyo en la elaboracion de este proyecto y por

mi formacion como parte de su grupo de trabajo.

Al comité tutoral por todas sus aportaciones durante la evaluacion de este proyecto
integrado por Dra. Leticia Moreno Fierro, Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez, Dr.

Julio César Rivera Leyva y Dr. Samuel Enoch Estrada Soto.

Al comité revisor por todos los comentarios para mejorar el manuscrito integrado
por Dra. Blanca Bazan Perkins, Dra. Judith Gonzalez Christen, Dr. Sergio Montes
Lépez, Dr. Rogelio Hernandez Pando, Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez, Dr.

César Millan Pacheco y Dr. German Bernal Fernandez.




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

INDICE GENERAL
I. INDICE DE FIGURAS
I.INDICE DE TABLAS

lII.LISTA DE ABREVIATURAS

1. MARCO TEORICO ....ceisiieiieeieeeett ettt 2
I X o - OO PP 1
N Yo Lo 1= 0 g1 o] Lo ={ - TSP 2
1.3 Clasificacion del @S ...coouee ittt st et b e b s are e 3
1.4 Mecanismos inmunoldgicos del asma alérgica........ccoccveeeieciiee et 4
1.4.1S5ensibilizacion @ UN @lErZEN0 ........oei ittt e e et e e e e eate e e e eeata e e e sateeeesntaaeaaans 5
i = =R (=10 o [ o] £ | - PO U U P O PO PSP PP PP O PP PPPPPPPUPPPPPPPP 7
14,3 FAS@ tardia .eeeeueeeeiieeite ettt ettt ettt et st e et e s b e e e bt e e a b e e e bt e e sabee s beeenteesbeeenrean 7
R o (o g Vo = = - TS SRR 8
1.6 Tratamiento farmacolOZICO......cooucuiii it e e e et e e e eata e e e e arae e e eennaeee s 10
O A O (U o o Ty o =Tl [ a1 ol SR 14
IRV [Te EToi oo Io [l o] fo Tol=T-Yo L USRI 14
1.8.1 Cromatografia POr HPLC.......ooiiiiiie ettt ettt e et e e et e e e s atae e e e sasaeeesenbaaeeennnaaees 15
2. ANTECEDENTES ..o e e et e e e e e e e et e eanas 18
2.1 FIAVONOIAES ...ttt ettt ettt ettt ettt sttt b e bt e s bt e s ae e e ate e teebeesheesaeesabesabe e b e e be e beesneas 19
2.1.1. Farmacocinética de flavonoides..........ccoeeriiiiiriiiiiceeeee s 20
2.1.2. Antecedentes de 6-hidroxiflavona..........ccoueriiriiiiiic e 23
BTUSTIFICACION ..ottt e e 26
B HIPOTESIS oottt e e e e e e et e e etae e e etae e e eveea s 28
ST K 2 I A N Y 30
oI B 0] oY1=y 4 AV o I =T a 1= | PR 31
5.2. ODbjJetiVos PArtiCUIAIES .......coiicuiiieecciie ettt e e ee e e et e e e e bae e e s abaeeeenbeeesenrees 31
6. METODOLOGIA ...ttt aa e e 32
6.1, REACEIVOS .ottt e e e s e s e s e s e s e e s e 33




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

6.2. ACOPIaMIENtO MOIBCUIAN ..coeeieeeee e e e e e et ae e e e e e e e e s nnrraeeeeeeeeeennnes 33
5.3 ANIMIAIES .ttt bbbt et e bt e she e s ae e s ar e e b bt e beennees 34
6.4 Modelo experimental de asma aBUO .......ccceiiiiiieiiiiee et e e e e rrre e e e earae e e eaees 35
6.4.1 Obtencidn de lavado bronquEoalVEOIar ..........oocciiiii e 37
6.4.2 CONEEO CRIUIAN ..ttt et e st e s sbe e e s bt e e s b e e sabeesneeesabeeenneeas 37
6.4.3 Cuantificacion de TXB2 €N LBA........cooiiiiiie ettt ettt ettt st siee e sbe e e s are e sbeesneeesabeeeneeas 38
(SRR o) (T el o - o I 1= {0 Lo - 1SR 39
6.6 Estudio toxicoldgico subcrénico de 6-hidroxiflavona .........cccccvveeieiiiie i 39
6.7 Histologia CONVENCIONAN ....oiiiiiiieeeiiie e et e e et e e e e abee e e e nba e e e enbaeeeennes 40
6.6. Cromatografia liquida de alta reSOlUCION .........eevi i 41
6.6. 1. INSTFUMENTO...ciiiiiiiiiitii ittt e e e s s eaee e e e s s senene 41
6.6.2. Condiciones CromMatOgrafiCas ....ccuuuiiiiiiiiiieiiee et e s ee e e s sbeee e eares 41
6.6.3. Preparacion de estandar interNo (El) .......oocueeeeeiiee et e e e e e 41
6.6.4. Método de extraccidn de 6-hidroxiflavona en plasma .......ccccceeeciieeicciee e 42
6.6.5. CUrVa de CaliDraCion .......coouei ittt s 42
6.6.6. Validacion del método analitico de 6-hidroxiflavona ..........ccooceeriiiiiiiiniiic e, 43
S T A X o Y=oy ol T - o 1R PSP 43
5.6.9. PreECISION ..eeiitiiiiieeetee ettt ettt ettt ettt e e st e s bt e e h b e e s bt e st e s bt e e hte e s bee e s abeesbeeenteesbeeenaean 43
6.6.10. EXACTITUG .. ..eiiiiieiiieiiie ettt st s bt e se e s e b e e s b e e e s nn e e sare e snenesareeeneeas 44
6.6.11. SENSIDIAAM ....eeieeeeeeee ettt st st nneas 44
6.7. Estudio farmacocinético de 6-hidroXiflavona ...........cccoceeriiiiiiiiniieeeeeeeee e 44
6.7.1. Cirugia €n veNa CaUTal ....cccuuiiiiiiiie et e e re e e e arees 45
6.7.2. TOMQA 08 MUESEIAS...cuuiiiiiitiiteete ettt ettt ettt et et e r e e s b e e s seesanesnesneen e e neennees 45
6.8. ANAIISIS @STAUISTICO «..veeuvieiiiiieiieete ettt st 46
7. RESULTADOS Y DISCUSION ....cooiniiiiiiiieeeeee e 47
/2 B YoloT o] =10 o1 1T ol g g Lo [T ol U1 - OSSPSR 48
2 Y oY 1= (o I 1= o =4 Tl PSP 52
7.3. Estudio tOXiCOIOZICO QU .....ueiieeiiiiiecieee ettt et e et e e e e are e e e e areeeeenraeeeennes 59
7.4. Estudio de toxicidad SUDQBUAO .......coiiiiiieee e e e 61
7.5. Desarrollo del MEtodo @analitico.......c.eereeiieiiiiii e 65
7.5.1. Condiciones cromatograficas OPtimMas.......ccueeeeiiieeeiiiiee et e e bre e e re e e e 65




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

7.5.2. Selectividad ... 66
7.5.3. LiN@Alidad .....cooiiiiiiiiiiiii s 67
7.5.4. Precision y exactitud del MELOAO.......c.uviiiiiiieeccee et 69
7.5.5. POrceNtaje de rBCODIO....cii ettt e e e et e e e e abae e e e ataeeeenbaeeeenrees 70
7.6. Comportamiento de farmacoCiN@tiCa .......cuiviuiiiiiiiiiee e s e 70
8. CONCLUSIONES ...ttt e e e e e e 7’3
9. PERSPECTIVAS ..ottt e e e 7’5
LO. REFERENCIAS ...ttt ettt e e e e ‘7’
LI ANEXOS. ot 84




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

I. INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Interaccion del asmay su fiSiopatologia. ...........ccuvveeiiiiieiiiiiiiiee e 2
Figura 2. Proceso de sensibilizacion al alérgeno de las vias respiratorias. CPA, célula
presentadora de antigeno, FCERI, receptor de IgE de alta afinidad, MHCII, molécula de

histocompatibilidad clase I, TCR, receptor de Celula T...........cccevveeiiiiiiiiiiiiiiee e 6
Figura 3. Pletismografia DarOmMetriCa. ..........ooouuiiiiiiiiii e 9
Figura 4. Pardmetros medidos en pletismografia ...........cccuveieiiiiiiiiiiiieeee 10
Figura 5. Estructura base de 10s flavonoides. ... 20
Figura 6. Metabolismo de flavonas . .......ccoooii i 22
Figura 7. Patrén de farmacoforo hipotético con 6-OHF .......cccceeiiiiiiiiiiiici e, 24
Figura 8. Modelo experimental en cobayos...........ccccoiii i 36
Figura 9. Cirugia en vena caudal de rata para el estudio de farmacocinética. .................. 45

Figura 10. Representacion de la sefal de transduccion de la via involucrada en la
relajacion del musculo liso de la via @érea.............eeeiiiiiiiiiiiiiie e 49
Figura 11. a) La sintasa de 6xido nitrico endotelial humano se muestra en la imagen con
grupos hemo (rojo), 3-bromo-7-nitroindazol (verde) y b) 6-OHF (azul), mas cerca del sitio
de enlace utilizado en este trabajo (imagenes creadas con Visual Molecular Dynamics).
Las figuras inferiores son diagramas de interacciones, tri y bi dimensionales para 3-bromo-
7-nitroindazol (a) Yy 6-OHF (D) ...ooooiii 51
Figura 12. a) El modelo de canal de calcio humano de tipo L se muestra en una imagen
con nifedipina (verde) y b) 6-OHF (azul), mas cerca del sitio de enlace utilizado en este
trabajo (imagenes creadas con Visual Molecular Dynamics). Las figuras inferiores son
diagramas de interacciones , tri y bi dimensionales para nifedipina (a) y 6-OHF (b)
(imagenes generadas con Maestro por Schrodinger,2018)...........coueeeiiiiiiiiiieiieeeeeieiiee 52
Figura 13. Efecto de 6-hidroxiflavona sobre OVA aerosolizada induciendo
broncoconstriccion aguda en cobayos sensibilizados. Los resultados son presentados
como el promedio + EEM de una n=9 animales por grupo con una **p<0.01 y ***p<0.001
analisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey. Ib=indice de broncoobstruccién,
OVA= modelo de asma,6-OHF (1) 30 mg/kg; (2) 50 mg/kg y (3) 90 mg/kg. ......cevvvuneerrennn. 54
Figura 14. a) Seccion del pulmén mostrando el bronquiolo de cobayo con y sin tratamiento
de 6-OHF, b) Conteo celular de LBA de cobayo. Los resultados son presentados como el

promedio + EEM conteo de 6 laminillas por grupo con una *p<0.05 no significativa en el




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

analisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey. OVA= Modelo de asma, 6-OHF
(1) 30 MA/KG; (2) 50 MAIKG. cceeieeieieeieee e 55
Figura 15. a) Niveles de IgG1 e b) IgE especificos contra ovoalbumina en suero de
cobayos. Los resultados son presentados como el promedio + EEM 5 muestras por grupo
con una *p<0.05 analisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey. OVA= Modelo
de asma, 6-OHF (2) 50 MQ/KG. ..cceieiiiiiiiiiiii 56
Figura 16. Cuantificacion de serotonina en LBA de cobayos. Los resultados son
presentados como el promedio + EEM de 5 muestras por grupo con un andlisis de ANOVA
de una via y prueba post hoc Tukey . OVA=Modelo de asma, 6-OHF (2) 50mg/mL. ......... 57

Figura 17. Cuantificacion de Tromboxanos B.. Los resultados son presentados como el
promedio + EEM 5 muestras por grupo con una *p<0.05 analisis con ANOVA de una viay
prueba post hoc Turkey. OVA= Modelo de asma, 6-OHF (2) 50mg/kg.

Figura 18.Efecto de 6-hidroxiflavona en el cambio de peso de ratones en el periodo de
administracién. Los resultados son presentados como el promedio + EEM 3 animales por
grupo con una *p<0.05 analisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey.

Figura 19. Peso relativo de a) corazén, b) rifién, ¢) pulmén e d) higado en animales sham
o0 sin tratamiento, vehiculo y tratados con 6-hidroxiflavona a una dosis diaria de 50 mg/kg
durante 28 dias cada barra representa £+ EEM de 3 animales por grupo............cccceeeenenn... 63

Figura 20. 1Determinacion de transaminasas de animales sham, vehiculo y tratados con 6-
hidroxiflavona a una dosis de 50 mg/kg durante 28 dias cada barra representa + EEM de 3
animales por grupo.

Figura 21. Histologia de pulmon, higado, corazon y rifion de ratones tratados durante 28
dias con la administracion repetida DE 6-OHF.representativo de cada grupo de animales

con tratamiento, sham, y vehiculo ( Soln. de NaHCos al 5%). Tincién de eosina-

LS =0 ] 1 = VPSR 65
Figura 22. Linealidad del SiSTEMA.........ccooeiiiieeeeeeee e 67
Figura 23.Linealidad del método en plasma humano .............cccoccviiiiniiiiic i 68
Figura 24.Linealidad del método en plasma de rata.............cccceeviriieiniiiiie e 69
Figura 25. Concentracion de 6-OHF en plasma de rata a través del tiempo. .................... 71




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

Il. INDICE DE TABLAS

Tabla 1.Tratamiento farmacol0giCO para aSmMa. ........cceeeeevveveviiiiiiiieeeee e 11
Tabla 2. Curva de calibracCion ..............coovvviiiiiiiiiiieeeeeeeee e 42
Tabla 3. Exposicion aguda de 6-hidroxiflavona a diferentes dosis..........ccccccceee..... 60
Tabla 4. Precision y exactitud del método analitico ...............evveeiiiiiiiiiiiiiiiii e, 69
Tabla 5.Porcentaje de reCODIO. ..........uuuiiii i 70

Tabla 6.Parametros farmacocinéticos de 6-OHF en ratas wistar después de una
administracion oral de 50 MQ/KQ........oouiiiiiiiieee e 71




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

lil. LISTA DE ABREVIATURAS

6-OHF 6-hidroxiflavona
a Selectividad
ALP Fosfatasa alcalina
Cds Célula dendritica
CETS Centro estatal de transfusiones sanguineas
CLAR Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Crmax Concentracion maxima
CPA Célula presentadora de antigeno
CVv Coeficiente de variacion
Cys-LT Cisteinil leucotrienos
DLso Dosis letal media
FcErl Receptor de alta afinidad
GHS Sistema globalmente armonizado
IB indice de bronco-obstruccion
IgE Inmunoglobulina E
IL Interleucina
INER Instituto nacional de enfermedades respiratorias
JNK c-Jun N-terminal quinasa
K Factor de retencion
LBA Lavado bronquio alveolar
MHCI Complejo de histocompatibilidad principal clase |l
N Eficiencia
NOS Oxido nitrico sintasa
OVA Ovoalbumina
PAS Acido periddico shiff
PFE Pico de flujo espiratorio
PFI Pico de flujo inspiratorio
PGH: Prostaglandina H2
R Resolucién
ROC Canales de calcio operado por receptor
SAR Relacion estructura actividad biolégica
TCR Receptor de células T

Te Tiempo total espiratorio
Th Células T
Tmax Tiempo maximo
TMR Tiempo medio de residencia




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

TPSA Area superficial polar
Tr Tiempo total de relajacion
Treg Células T reguladoras
TSLP Linfopoyetina estromal timica
TXB2 Tromboxanos B2
VOC Canales de calcio dependientes de voltaje




RESUMEN




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

En México, el asma es una de las enfermedades respiratorias que mas afectan
a niflos, jovenes y adultos y, aunque normalmente se puede controlar, existen
pacientes que contindan con sintomas a pesar de estar en tratamiento, por lo que
persiste la necesidad de generar nuevos tratamientos para una de las enfermedades
respiratorias no transmisibles mas importantes en el mundo.Por lo tanto; en esta
investigacibn nos enfocamos en la propuesta de un tratamiento para el asma
alérgica, derivado de un metabolito de tipo flavonoide, llamado 6-hidroxiflavona . Se
realizaron estudios preclinicos de 6-hidroxiflavona que incluyeron estudios in silico
con la finalidad de saber si ésta participaba como regulador en el proceso de
broncoconstriccion, y teniendo como antecedente su efecto sobre la musculatura lisa
de la traquea en un modelo ex vivo de rata, se logré predecir que 6-OHF bloquea el
canal de calcio ROC (Canales de calcio operado por receptor) y VOC (Canales de
calcio dependientes de voltaje), y podria interactuar con cavidades de unién que
acceden al sitio catalitico, y esta interaccion puede activar a eNOS. Por otro lado, en
un modelo in vivo en cobayo se demostré que disminuye el indice de
broncoconstriccion ante un reto con ovoalbimina y un posible mecanismo dirigido
hacia la disminucién de TXB:z; ademas, se prob6 que 6-hidroxiflavona no presenta
efectos de toxicidad a dosis de hasta 2000 mg/kg de peso en un modelo de toxicidad
aguda y subcrénica en murinos, ya que no se presentaron dafilos macroscépicos,

como son cambios fisicos, ni microscopicos en alguno de los érganos estudiados a
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través de analisis bioquimicos o histoldégicos que muestren cambios en citoestructura
aparente. Finalmente, se pudo describir de manera general el comportamiento
farmacocinético que esta molécula podria tener. Es por esto que, 6-hidroxiflavona
promete ser un potencial farmaco para el asma alérgica y conseguir una mejor

calidad de vida en los pacientes.
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In Mexico, asthma is one of the respiratory diseases that more than children, young
people and adults, although it can usually be controlled, there are patients who
continue with the symptoms despite being in treatment, so the need for the new
services. Treatments for a noncommunicable respiratory disease more important in
the world. Therefore; In this research we focus on the proposal of a treatment for
allergic asthma, derived from a flavonoid-type metabolite, called 6-hydroxyflavone.
Preclinical studies of 6-hydroxyflavone were carried out that included studies in silico
in order to know if it participated as a regulator in the process of bronchoconstriction,
and having its antecedent effect on the musculature. it can be predicted that 6-OHF
calcium channel ROC and VOC, and could interact with binding pokets that access
the catalytic site, and this interaction can activate eNOS. On the other hand, in an in
vivo model in guinea pigs it was shown that the bronchoconstriction index has
improved when an ovalbumin retouched and a possible mechanism aimed at
decreasing TXB2; In addition, it was proved that 6-hydroxyflavone does not present
toxicity effects at a dose of up to 2000 mg / kg in a model of acute and subchronic
toxicity in murine, and that it does not realize macroscopic some of the organs studied
through of biochemical or histological analysis showing changes in the apparent cyto-
structure. Finally, the pharmacokinetic behavior that this molecule could have was
described in a general way. That is why, 6-hydroxyflavone promises to be a potential

for the treatment of health and the achievement of a better quality of life in patients.
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1.1 Asma

El asma es una enfermedad heterogénea y variable y por lo tanto compleja, su
definicion ha ido cambiando por tener un conocimiento limitado de sus mecanismos
fisiopatoldgicos e inmunologicos; sin embargo, de acuerdo a la iniciativa global del
asma (GINA) la define como una enfermedad inflamatoria caracterizada por la
obstruccion de flujo aéreo en la que determinadas células y mediadores celulares
desempefian un papel importante para el desarrollo de una crisis de asma (GINA,
2018; Russell y Brightling, 2017).Los sintomas producidos pueden ser sibilancias,
opresion en el pecho, falta de aire y tos con una obstruccién reversible de las vias
aéreas acompafado de hiperreactividad; cada uno de estos sintomas los provocan
otros procesos como la inflamacion de las vias aéreas, hiperrespuesta y remodelado
gue conducen a una triada para el asma y que pueden variar entre cada paciente
(figura 1). Algunos otros factores suelen estar involucrados como las infecciones de
vias aéreas, respuesta alérgica mediada por la inmunoglobulina E, exposicion a
contaminantes, ejercicio, estrés y la estimulacion de nervios sensoriales y

colinérgicos (Russell y Brightling, 2017).
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Figura 1. Interaccién del asma y su fisiopatologia (figura propia).

1.2 Epidemiologia

En los dltimos afios se ha observado un incremento en la prevalencia del asma
y enfermedades alérgicas en diferentes ciudades alrededor del mundo. La OMS
(2018) estima que existen 235 millones de pacientes con asma y segun sSus
estimaciones de hace 3 aflos 383,000 personas murieron por dicha enfermedad.
Por otro lado, la Iniciativa Global del Asma (GINA) estima que habr& un incremento
de 100 millones de personas con asma para el 2025. Sin embargo, cuando se
aborda el tema de epidemiologia resulta complicado ya que es una enfermedad
poco reportable debido a que existen diferencias en el protocolo de diagnéstico para
asma (ejemplo de la variacion es por definicion, resultados, cantidad de datos entre
otros) (Subbarao, Mandhane y Sears, 2009). Lo dicho hasta aqui supone que el
incremento en la incidencia del asma en los Ultimos afos y variacion geografica se
debe a diferentes factores como el cambio climatico ya que, los desencadenantes

ambientales pueden afectar en diferentes momentos de la vida de un paciente
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asmatico, o bien el género, ya que estudios han demostrado que los hombres
padecen asma antes de entrar a la adolescencia pero en las mujeres predomina
una alta prevalencia en la edad adulta a diferencia de los hombres; entre otros
factores el consumo de tabaco en el embarazo, nutrientes de la dieta en el
embarazo, estrés, uso de antibidticos e infecciones, exposicién a animales entre
otros. Por lo tanto, la variacion en la prevalencia del asma se le atribuye a que es
una enfermedad multifactorial (Subbarao, Mandhane y Sears, 2009;Forno y Cols.,

2015; Rosser y Cols., 2014).

1.3 Clasificaciéon del asma

El asma es una enfermedad multifactorial por lo que existen diversos criterios
para ser clasificada; por su frecuencia y gravedad con estas caracteristicas se
clasifica en asma intermitente y asma persistente (leve, moderada y grave) en esta
clasificacion se evalla la frecuencia de los sintomas y la funcion pulmonar (Salas,
Fernandez y Almeida; 2009). De acuerdo a su etiologia se clasifica en extrinseca
mediada por inmunoglobulina E (IgE), extrinseca no mediada por IgE, intrinseca del
adulto, ocupacional, con intolerancia a antiinflamatorios no esteroidales y producida
por ejercicio; esta clasificacion se basa en el mecanismo productor o el que
desencadena el asma (Mapp y Cols.,1999;Calvo;1995 ). Sin embargo, en recientes
afios se ha despertado el interés de obtener una clasificacion basada en sus
fenotipos y endotipos, los cuales cada vez van evolucionando en las investigaciones
en los aspectos genéticos y sus posibles biomarcadores ayudando al paciente e
identificando lo que a cada uno de ellos podria beneficiarles en la eleccion de un

tratamiento (Funk; 2014; Bostantzoglou y Cols., 2015).En este contexto, el fenotipo
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ayuda a describir las caracteristicas observables (clinicas, morfoldgicas, bioquimicas
y repuesta al tratamiento) sin una relacion con la fisiopatologia pero teniendo una
relacion con los genes y el ambiente; permitiendo clasificarla como asma alérgica,
asma no alérgica, asma de fase tardia, asma con limitacion de flujo aéreo y asma
con obesidad (Hirose y Horiguchi; 2015, GINA,2018). Por otro lado, el endotipo
define una via biolégica hablando de su etiologia y mecanismo fisiopatolégico que
ayudara a explicar las caracteristicas observables del fenotipo (Agache y Akdis;
2016). Se han propuesto diferentes endotipos con suficientes evidencias estos
circunscriben a caracteristicas clinicas, biomarcadores, fisiologia del pulmon,
genéticas, histopatologia, epidemiologia y la respuesta al tratamiento y con base en
esto, que se clasifica como asma alérgica, asma intrinseca, asma neutrofilica, asma
intolerante a aspirina y asma con presencia de remodelacién de vias aéreas

(Svenningsen y Nair;2017;Singh, Shah y Singh; 2016 ; Lotvall y Cols., 2017).

1.4 Mecanismos inmunoldgicos del asma alérgica
El término “alergia” en 1906 fue acufiado por Clemens von Pirquet para
distinguir a individuos que desarrollan signos y sintomas de reactividad o reacciones

de hipersensibilidad cuando se exponen a ciertas sustancias (Galli y Cols., 2008).

Los desérdenes alérgicos suelen asociarse a la producciéon de IgE especifica
de alérgenos y expansion de poblaciones de células T especificas de alérgenos. La
IgE es producida tanto por las células plasméaticas en los ganglios linfaticos que
drenan el sitio de entrada del antigeno, como por las células plasméticas en el sitio
de la reaccion alérgica, donde los centros germinativos se desarrollan dentro del

tejido inflamado (Galli y Cols., 2008; Murphy Kenneth, Travers Paul, 2008).

e
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Antes de examinar los mecanismos inmunoldgicos es importante aclarar qué
es un alérgeno; existen dos tipos principales de alérgenos. El primero involucra
cualquier sustancia medioambiental no infecciosa puede inducir la produccion de IgE
y en la que la reexposicion posterior a esa sustancia induzca una reaccion
inflamatoria. Los alérgenos comunes derivan de polenes de hierba, arboles, acaros,
particulas fecales, ciertos alimentos, latex, algunas medicinas y venenos de insectos.
El segundo, tiene que ver con un agente o sustancia ambiental no infecciosa que
puede inducir una respuesta inmune adaptativa asociada con inflamacién local, pero

se piensa que ocurre independientemente de IgE (Galli y Cols., 2008).

En el asma alérgica existe un proceso de inflamacion y se clasifica en tres

fases: Sensibilizacion al alérgeno, reacciones de fase temprana, y reacciones de

fase tardia, las cuales se describen a continuacién (Galli y Cols., 2008).

1.4.1Sensibilizacion a un alérgeno

La sensibilizacion alérgica de los individuos susceptibles depende de varios
factores genéticos y ambientales (Custovic y Simpson.; 2004). Por lo tanto, existen
diferentes teorias sobre el desarrollo de enfermedades alérgicas; el inicio de una
respuesta alérgica en general ocurre cuando existe la exposicién a un alérgeno y se
da la captura y procesamiento del mismo por las células dendriticas (CDs) a
péptidos, las CDs son las principales células presentadoras de antigeno (CPA) y se
encuentran justo debajo de la capa epitelial de las vias respiratorias (Murphy, Travers
y Alport; 2008).Posteriormente, se hace la presentacion del antigeno y se une a las

moléculas de histocompatibilidad clase Il (MHCII) e interactian en conjunto la
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expresion del complejo de receptor TCR/CD3, las moléculas estimuladoras (CD)
CD28y CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2) sobre las células T naive CD4* dependiendo de
las sefiales de las citocinas liberadas dara origen a una respuesta de células T (Th)
Thl, Th2, Th9, Thl7 o Treg (figura 2) (Galli y Cols., 2008; Mullane, 2011). Si se da
una respuesta Th2 principalmente interleucina 4 y 13 (IL-4 e IL-13) llevaran a cabo
una diferenciacion de los linfocitos B productoras de inmunoglobulina E (IgE) y que
finalmente al estar recién sintetizada se une a receptores de alta afinidad (FceRl) en
la superficie de la célula cebada induciendo una sensibilizacion (figura 2) (Egawa y

Bhattacharya; 2019; Murphy, Travers y alport; 2008).

FORMACION DE MOCO

W ‘f‘ “z \UL Ly \J‘(
ERENESESERINES

CELULAS GLOBET

FceRI

> CELULA B

Figura 2.Proceso de sensibilizacion al alérgeno de las vias respiratorias. CPA, célula
presentadora de antigeno, FcERI, receptor de IgE de alta afinidad, MHCII, molécula de
histocompatibilidad clase Il, TCR, receptor de célula T. (figura propia)
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1.4.2 Fase temprana

Las reacciones de fase temprana ocurren minutos después de ser expuesto un
individuo sensibilizado a un alérgeno y se refleja con la secrecién de mediadores que
son liberados de las células dendriticas y la reaccion puede ser localizada o sistémica
(Galli y Cols., 2008). Cuando se entrecruzan las moléculas adyacentes de IgE por
alérgenos bivalentes o multivalentes, la union a FceRI (receptor de IgE alta afinidad)
activan un complejo proceso de sefializacion secretando productos activos: granulos
citoplasmaticos, mediadores derivados de lipidos y citocinas, quimiocinas y factores
de crecimiento, entre otros productos (Galli y Cols., 2008; Passalacqua y Ciprandi,
2008). Por otra parte, las citocinas responsables de la hiperplasia de las células
cebadas y los eosinodfilos son la citocina IL-5 y IL 9. A su vez, la IL-13 regula la
proliferacion de células calciformes, seguido por la induccion a la produccion de
moco y mucina, las cuales son proteinas e importantes marcadores en el asma
alérgica (Kubo, 2017). En consecuencia la liberacion de todos estos mediadores
antes mencionados; se contribuye a los signos y sintomas agudos asociados con las
reacciones de fase temprana, que cambian de acuerdo al sitio de reaccion e incluyen
vasodilatacion, permeabilidad vascular incrementada, contraccion del masculo liso
bronquial y un incremento en la secrecién de moco asi como los nervios sensoriales
y nociceptores que inducen la tos, hinchazon y estornudos (Galli y Cols., 2008;

Weersink y Cols., 1994).

1.4.3 Fase tardia
Las reacciones de fase tardia suceden después de las 2 a las 6 h de

exposicion al alérgeno y se caracteriza por la hipersecrecién de moco. Asimismo,
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inician esta reaccion las células cebadas residentes activadas por IgE y alérgenos o
de células T que suelen reconocer péptidos derivados de alérgenos. Las reacciones
de fase tardia son consecuencia de la liberacién de mediadores por las células
cebadas durante las reacciones de fase temprana (Galli y Cols., 2008; Weersink y
Cols., 1994). Los principales mecanismos involucrados son; IL-4, IL-5, IL-13,
eotaxinas, leucotrienos, tNFa, factor estimulante de colonias de granulocitos,
neuropéptidos, moléculas de adhesion y factor de crecimiento transformante alfa.
Estos ocasionan, igualmente, reaccion en la via aérea superior manifestada por
congestion e hiperreactividad nasal y en la via aérea inferior provocando
broncoconstriccion prolongada, incremento de hiperreactividad de la via aérea y

remodelacion de la misma (Busse y Rosenwasser;2003; Galli y Cols. 2008).

1.5 Pletismografia

Es una prueba de funcion respiratoria que mide el volumen de gas intratoracico
y la resistencia especifica de la via aérea. Cuando se hace la medicién de la funcion
pulmonar depende de la distensibilidad e integridad de la musculatura respiratoria.El
metodo fue descrito por Bert (1878), Gad (1881) y Pfliger (1882) en el siglo XIX, y
realizada como una caja de volumen constante en la década de 1950 por DuBois,
Mattys y Ulmer (Guerrero-zuiiga y Cols., 2016; Sorichter y Cols., 2011). Por lo que
se refiere a la medicion, se encuentra fundamentada en la Ley de Boyle-Mariotte que
indica que el volumen de un gas es inversamente proporcional a la presion a la que

esta sujeto en condiciones isotérmicas (figura 3).
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Figura 3. Pletismografia barométrica. Neumowiki (2015).

El principio de la pletismografia se divide en dos,: la del equipo y la de la
medicion. Por un lado, se utiliza una cdmara hermética y durante la medicion la caja
se cierra con el individuo dentro estabilizando la presion interna para equilibrar los
pequefios cambios de presién haciendo uso de un transductor para medir la presion
que existe dentro de la caja siendo relativa a la del ambiente. En este sentido, el
principio de la medicibn se basa en detectar los cambios de presion en la caja
determinando el volumen de pulmédn estatico y la resistencia de flujo de aire (Ramos-
Ramirez y Cols., 2013; Sorichter y Cols., 2011). Para calcular el valor de indice de
broncoobstruccion el programa utiliza la siguiente formula (Vargas y Cols., 2010)

(figura 4):
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Figura 4. Parametros medidos en pletismografia .Ramos- Ramirez (2013).

iB= ((Te-T:)/ Tr)(PFE /PFI)

iB= indice de bronco-obstruccion

Te= Tiempo total espiratorio (S)

Tr= Tiempo total de relajacion (s)

PFE= Pico de flujo espiratorio (presion pasiva maxima, cmH20)

PFI= Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH20)

1.6 Tratamiento farmacoldgico

La falta de cumplimiento de las indicaciones terapéuticas en asma es un factor
importante para el control de la enfermedad y puede traer como consecuencia el
agravamiento de los sintomas, las pérdidas econémicas para el paciente y el

incremento de los gastos de los servicios de salud, asi como un posible deterioro de

e
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la calidad de vida del paciente y su familia (Nélida, 2001). Actualmente, dos tipos de
farmacos son utilizados en el tratamiento de la obstruccion de vias aéreas los
broncodilatadores que inmediatamente revierten la obstruccion de vias aéreas, por
la relajacion del musculo liso y controladores o antiinflamatorios que tienen una
respuesta mediante la inhibicion de la infiltracion y activacion de células inflamatorias
asi como su sintesis o liberacion de mediadores inflamatorios (Barnes, 2012; Mali y

Dhake, 2011)(Tabla 1).

Tabla 1.Tratamiento farmacoldgico para asma(Barnes, 2012; Katzung y Cols., 2012)

Broncodilatadores Farmacos Mecanismo de
accion
Accion corta: albuterol, Estimulaciéon directa

levalbuterol,®- enantiomero de  de receptores 32 en el

albuterol, metaproterenol, muasculo liso de las
Selectivos 32- terbutalina y pirbuterol. vias aéreas. Se activa
adrenérgicos adenilato ciclasa al
Accion larga: salmeterol estimular a la proteina
(parcial) y formoterol G e incrementar
(completo). AMPc conduciendo a
una relajacion.
OH
H
N
HO
Salbutamol
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Antinflamatorios Farmacos

Dipropionato de beclometasona,
acetonido de triamcinolona,
flunisolida, budesonida,
propionato de fluticasona,

Corticoesteroides mometasona.
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Antagoniza los
efectos de acetilcolina
al bloquear los
receptores
muscarinicos

colinérgicos.

Inhibiendo
nucleotidos ciclicos
(PDEs) que conlleva

a incremento de
AMPc y GMPc

Mecanismo de accion

Entran a la célula y se
unen a los receptores
de glucocorticoides, se
transportan al nacleo y
se unen a secuencias
especificas,
inhibir

transcripcion como NF-

pueden

factores de

kB y activador de
proteina-1 que regulan

la expresion de genes
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inflamatorios.

Fluticasona
Inhibicién en la
Cromolin liberacion de

o) o/\(\o 0 mediadores

OH . . . e e,
| | inflamatorios, inhibicién
HO o o OH .
1 I de la degranulacion de

la célula cebada.

Cromonas

Es un anticuerpo
monoclonal
humanizado
Inhibidores de Omalizumab. recombinante actta
IgE uniéndose a Ige vy
bloquea su activacion
(Unién a FceRI sobre
las células cebadas)
inhibe célula cebada,
interleucina, cys-LT vy
prostaglandinas.
Antagonistas del Antagonisa de manera
receptor de Zafirlukast,montelukat y pranlukast competitiva el receptor
leucotrienos de cisteinil leucotrienos
(cys-LT).

13
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1.7 Estudios preclinicos

La farmacologia ha jugado un rol importante en el desarrollo de productos
naturales para hacer terapias mas efectivas y seguras, pero hasta ahora sigue siendo
un reto producir nuevas clases de terapias antiasmaticas (Barnes, 2006). Por lo
tanto, la seguridad farmacoldgica es uno de los estudios mas importantes, ya que
predice si el farmaco que se administrard en humanos o animales, puede ser
peligroso y prevenir que esto ocurra. En este sentido; compuestos lideres son
sometidos a pruebas preclinicas de toxicidad, efecto in vitro, ex vivo e in vivo, asi
como estudios de farmacocinética, con los cuales podemos conocer el curso
temporal de las concentraciones, la cantidad de farmaco y sus metabolitos en los
fluidos biolégicos, tejidos y excretas (Magos y Lorenzana; 2009). En este contexto,
es importante el conocimiento del comportamiento farmacocinético porque permite
optimizar los tratamientos asegurdndonos que las concentraciones de farmacos se
encuentran dentro del margen terapéutico con el objetivo de obtener la maxima

eficacia y la minima incidencia de eventos adverso (Pugsley y Cols., 2008).

1.8 Validacion de procesos

La validacion de procesos, segun lo define la FDA (Administracion de
Medicamentos y Alimentos), es establecido por la evidencia documentada que
provee un alto grado de seguridad en un proceso especifico, promueve un producto
gue cumple con las especificaciones y caracteristicas de calidad establecidas (Ahuja

y Dong; 2005).

14
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1.8.1 Cromatografia por HPLC

La cromatografia es una técnica que se ha descrito desde 1903 y se utilizd
hasta 1931; su fundamento se basa en la separacion de los componentes de una
mezcla transportandos de una fase movil a través de una fase estacionaria (Torres

de Young;1928).

Algunos de los descriptores comunmente utilizados para reportar las
caracteristicas de una columna cromatogréfica, el sistemay la separacion del analito

son .

a) Factor de retencion (k) hace referencia a una de las capacidades de la
columna para retener las muestras inyectadas y separar eficazmente los
componente de la muestra (Verma y Santoyo; 2007).

b)

tr es el tiempo de retencion del analito

to es el tiempo de retenciéon del analito no retenido

b) Eficiencia (N) es la medida del grado de dispersion del pico en una columna en
particular y mide el nUmero de platos tedricos de la columna permitiendo que un
soluto se equilibre entre la fase estacionaria y movil (Verma y Santoyo; 2007).

calculandolo de la siguiente manera:

N=16 (tr/w)?

15
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tr= tiempo de retencion
w= ancho del pico

c)Selectividad (a) es la habilidad de sistema cromatografico para discriminar dos
diferentes analitos medido por los tiempos de retencién (Kazakevich y LoBrutto,

2006)
o= k2/ k1
K2 = Factor de retencion del analito 2
K1 = Factor de retencion del analito 1

d)Resolucion (R) es una medida combinada de la separacion de dos compuestos
que incluyen la dispersion del pico y selectividad.

t, —t4

R=2 ——
Wy — W,

t =tiempo de retencion
w= ancho del pico

e) Linealidad se refiere a la proporcionalidad entre la concentracién de analito y su
respuesta. Ademas, se determina el rango lineal, es decir, el intervalo comprendido
entre la concentracibn minima y maxima de analito por el cual el método ha sido
probado y dentro del cual se efectua el dosaje por interpolacién en una curva

estandar. Es asi como se prepraran cinco diluciones de un estandar comprendiendo

16
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los ambitos estimados de trabajo con un exceso de al menos 50% sobre el limite

superior e inferior (Quatrocchi y Andrizzi, 1992).

f) Precision esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor
medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de muestra
homogénea. Para poder expresarla matematicamente como desviacion estandar ,o

,0 coeficiente de variacion (CV) (Quatrocchi y Andrizzi, 1992). .

g) Exactitud también conocida como error sistematico o tendencia corresponde a la
diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor verdadero (Quatrocchi y Andrizzi,

1992). .

h) Sensibilidad corresponde a la minima cantidad de analito que puede producir un
resultado significativo. Para evaluar la sensibilidad se definen los siguientes

parametros(Quatrocchi y Andrizzi, 1992). .

i) Limite de deteccidn corresponde a la menor concentracién de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en la muestra (Quatrocchi y

Andrizzi, 1992).

j) Limite de cuantificacidén corresponde a la menor concentracion de analito que

puede determinarse con presicion y exactitud (Quatrocchi y Andrizzi, 1992).

17
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2. ANTECEDENTES
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2.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifenélicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza; se han logrado identificar a 9000 flavonoides y
derivados, pero no de todos se conoce su actividad biologica (Tian,Qing y Kai;2018).
La ruta biosintética de la cual derivan son del acido shikimico responsable de la
secuencia de carbonos Ces — C3 que da origen al anillo B; mientras que la cadena
lateral de la estructura de un flavonoide proviene de la ruta del acetato malonato para
formar el anillo A como se muestra en la figura 5 (Crozier, Jaganath y Clifford;2009).

Los flavonoides han despertado un gran interés en el ambito cientifico porque
se les atribuye diversos efectos benéficos para la salud, como antioxidante, anti-
alérgico, anti-inflamatorio, antihepatotoxico, antiulcerativo, anticancerigeno,
antimutagénico, antiobesidad, antidiabético, antiespasmédico (carlo y Cols;1999),
actividad antiviral y proteccibn contra eventos cardiovasculares, efecto
broncodilatador agudo, vasorrelajante, antidiabético, antioxidante, anti
ateratogénico, entre otros; los diferentes efectos farmacolédgicos que se les atribuyen
suele deberse a sus tipos de sustituyentes en la estructura quimica y se cree que
algunos flavonoides al ser similares en sus estructuras quimicas pueden
entrecruzarse en sus vias de accion y por lo tanto generarse multibeneficios en la

salud (Liny Cols., 2008; Moon, Wang, Morris 2006 y Shiy Cols., 2009).
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Figura 5. Estructura base de los flavonoides.

2.1.1. Farmacocinética de flavonoides

El metabolismo de los flavonoides sigue siendo incierto, sin embargo, a lo
largo de los afios y mediante diferentes estudios se ha observado que los flavonoides
que no absorbibles son los conjugados con un azucar llamados glucésidos y
Gnicamente las agliconas penetran la barrera intestinal. Antes de ser absorbido un
flavonoide es escindido, y resultando por una parte su aglicona y por otro su
glucosido; es importante mencionar que la aglicona puede tardar hasta 3 horas en
ser absorbida. Es por esto que, en promedio las concentraciones pico de los

flavonoides se da a las 1.75 horas segun la literatura (Isaac y Cols., 2009).

En el metabolismo de los flavonoides se consideran dos compartimentos, el
primero consiste en de tejidos tales como intestino delgado, higado vy rifiones y el
segundo se le considera al colon. Por lo tanto, flavonoides que no se absorben en el
intestino delgado y que se absorben y secretan en la bilis se encontraran en el colén

(figura 6).

Los flavonoides sufren metabolismo de primer paso y suelen ser excretados
por la bilis y aunque se reabsorben ya no tienen funcionalidad. Su biodisponibilidad

es de 1.5% y su transformacion es en el higado mediante las reacciones de fase | en
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donde se adicionan o exponen grupos polares y en el colon mediante la fase Il donde
la microbiota degrada los flavonoides no absorbidos y pueden ser conjugados con

glicina, acido glucuronico y sulfatos (Crozier y Cols., 2009; Isaac y Cols., 2009) .

El metabolismo de los flavonoides puede darse en diferentes 6rganos que
incluye al intestino delgado, higado, rifiones y algunos lo pueden hacer en el colon
cada uno de ellos utiliza enzimas capaces de llevar a caba la biotransformacién de
los diferentes flavonoides y si la estructura presenta grupos hidroxilo se pueden
conjugar con glicina, sulfato o &cido glucurénico (figura 6) (Hollman;2004).
Adicionalmente; el metabolismo que se da en el colon es bacterial, se debe a
microorganismos que se encuentran en la flora fecal responsables de la hidrolisis de
glicosidos de flavonoides y de glucurénidos y sulfatos de flavonoides (Walle;2004);
posteriormente, degradaran el esqueleto de la estructura del flavonoide en productos
fendlicos y acidos carboxilicos dependera del tipo de flavonoide ; para el caso de
flavonas y flavanonas producira &cido fenilpropionico. Finalmente, estos acidos
fenilcarboxilicos estaran sujetos a la degradacion bacteriana y enzimas de

transformacion en los tejidos del cuerpo (Hollman ; 2004).
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Figura 6. Metabolismo de flavonas modificado de Hollman (2004).
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2.1.2. Antecedentes de 6-hidroxiflavona

En un estudio de flavonoides relacionados estructuralmente se mostré un
efecto relajante significativo sobre la contraccion inducida por carbacol, un agonista
de los receptores colinérgicos sobre los anillos de trdquea de rata exceptuando los
derivados isoprenilados y glicosilados (Flores y Cols; 2018). Los resultados indicaron
gue 6-hidroxiflavona (6-OHF) era una de las flavonas con mayor actividad relajante,
inclusive mas activa que el control positivo (teofilina). Por otro lado, mediante un
andlisis SAR (Relacion Estructura Actividad) se demostré que la presencia de
sustituyentes aceptores o donadores de puentes de hidrégeno en la posicién C-6, la
sustitucion del anillo B en la posicion C-4", 5" y C-6" y manteniendo la doble ligadura
del anillo C de la posicion C-2 y C-3 podrian mejorar el efecto relajante ex vivo. Asi
mismo, al determinar algunas propiedades fisicoquimicas como TPSA (Area
Superficial Polar) y el Log P, se hizo el disefio de un farmacéforo con las
caracteristicas minimas necesarias, y 6-hidroxiflavona cumpli6 con estas
caracteristicas (figura7). Por lo tanto; se determiné el mecanismo de accion ex vivo
de 6-OHF sugiriendo que su efecto relajante puede ser mediado por un posible
blogueo de canales de calcio en el musculo liso de la trdquea de rata (Flores y Cols;

2018).
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Figura 7. Patrén de farmacéforo hipotético con 6-OHF extraido de Flores-Flores (2018)

En un estudio reportado por Wang y Cols. En el 2015 probaron a diecinueve
flavonas mono, di y polihidroxiladas sobre célula mesangial de rata para demostrar
su efecto antiinflamatorio y utilizaron como estimulador a lipopolisacarido (LPS) y
encontraron que 6-OHF y 47 ,6-dihidroxiflavona son potentes agentes
antiinflamatorios. También, se tienen reportadas algunas otras actividades de 6-OHF
como su efecto en la diferenciacion de osteoblastos en células MC3T3; donde los
resultados mostraron que esta flavona estimula la actividad de fosfatasa alcalina
(ALP), AKT vy quinasas serina/treonina, quinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK %) y la via de sefalizacibn de quinasa c-Jun N- terminal
(JNK)(Lai y Cols., 2014) .Finalmente, se ha demostrado, que flavonoides como 6-
OHF presentan una inhibicibn de CYP2C9 no competitiva; y presenta un efecto

ansiolitico sobre receptores GABAA (Wang y Cols., 2008).
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Flavonoides relacionados estructuralmente a 6-OHF han mostrado también han
demostrado actividades importantes relacionadas a este estudio, como es el caso de
naringenina que mostré una actividad expectorante; la chalcona de naringenina ha
demostrado suprimir los sintomas asmaticos por la inhibicién de la produccién de
células CD4 y hesperidina que al ser administrada oralmente a ratones BALB/c,
mostroé que suprime la infiltracion de eosindfilos, inflamacion de las vias aéreas y la
hiperrespuesta, esto ocurrié por la supresion en la produccién de IL-5,IL-17 e IgE
especifica a OVA (lwamura y Cols., 2010; Kim y Lee, 2011; Lin y Cols., 2008). Es
por esto, que se propone en este proyecto a 6-OHF como candidato por presentar
antecedentes relacionados que sugieren su potencial desarrollo como un farmaco

antiasmatico.
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3. JUSTIFICACION
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Actualmente la investigacién cientifica en México se ha vuelto primordial para
poder desarrollar productos innovadores en el @mbito farmacéutico. Por lo tanto, es

importante fundamentar esta investigacion en tres puntos relevantes.

El primero radica en el impacto que han tenido los productos naturales en la
tltima década, como una alternativa en el tratamiento de multiples enfermedades y
han sabido venderse al publico como buenos nutracéuticos. Sin embargo, muchos
de ellos carecen de estudios cientificos que los sustenten. Es por ello, que para esta
investigacion se eligié a una flavona que de acuerdo a la literatura presenta efectos
vasorrelajantes de la musculatura lisa de las vias aéreas, efectos sobre la mucosidad
de vias respiratorias y efectos expectorantes, entre otros. En este sentido, el
segundo punto relevante es que debido a que la enfermedad es compleja y variable
entre cada individuo es dificil tener un diagnéstico acertado, por lo que se recurre a
una politerapia que incluye antiinflamatorios y broncodilatadores, sin embargo; esto
afecta al paciente evitando que se adhiera totalmente al tratamiento. Finalmente, se
sabe que el mercado de antialérgicos y antiasmaticos representan el 60% y como
tratamientos mas novedosos se encuentran los anticuerpos monoclonales; sin
embargo, la principal desventaja de ellos son las reacciones adversas que presentan
y en algunos casos las vias de administracion. Por lo tanto, es aqui donde yace el
interés por demostrar la seguridad de un tratamiento con 6-hidroxiflavona sin
posibles efectos adversos, eficacia y un efecto dual para el tratamiento de asma

alérgica.
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4. HTIPOTESIS




DOCTORADO EN FARMACIA 2018

Con base en los antecedentes mencionados, el flavonoide 6-hidroxiflavona
mostrard una actividad antiasmatica significativa ademéas de una seguridad
farmacoldgica que permitird su potencial desarrollo como farmaco experimental para

el tratamiento de asma alérgica.
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5.1. Objetivo general
Realizar estudios preclinicos (farmacocinéticos, farmacodinamicos y toxicologicos)

de 6-OHF para su potencial desarrollo como farmaco antiasmatico experimental.

5.2. Objetivos particulares
5.2.1 Establecer el modo de unién por acoplamiento molecular de 6-OHF con

canales de calcio y la enzima eNOS.

5.2.2 Determinar el efecto de 6-OHFsobre la hiperreactividad bronquial en un

modelo de asma aguda en cobayo.

5.2.3 Determinar el efecto antialérgico de 6-OHF en un modelo in vivo en cobayo.

5.2.4 Determinar la DLso de 6- OHF en un modelo de toxicidad aguda en murino.

5.2.5 Determinar los posibles efectos téxicos de 6-OHF en un modelo de toxicidad

subcrénica en murino.

5.2.6 Desarrollar y validar el método analitico de 6-OHF por cromatografia liquida

de alta resolucion.

5.2.7 Describir el comportamiento farmacocinético de 6-OHF utilizando un método

analitico por cromatografia liquida de alta resolucion.
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6.1. Reactivos

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizé 6-hidroxiflavona como
farmaco en estudio y crisina como estandar interno en el estudio de cromatografia
liguida de alta resolucion, ambos se adquirieron de Sigma Aldrich México. El metanol
grado HPLC que se utiliz6 fue marca J. Baker. El material bioldégico de plasma
humano fue donado por el Centro Estatal de Transfusiones Sanguineas (CETS) por

la responsable sanitaria Yadira Lilian Bejar Ramirez (Anexo ).

6.2. Acoplamiento molecular

Se utilizaron como blanco de referencia (2003) la enzima 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) [IM9R, PDB] (Berman y Cols., 2000) y el canal de calcio de tipo L
humano, modelado por Lipkind y Fozzard (2003). La validacién del acoplamiento
para cada objetivo se realiz6 utilizando moléculas previamente unidas o acopladas.
La estructura de 3-bromo-7-nitroindazol unida a la estructura cristalogréafica, 1IM9R,
se uso6 para eNOS. La nifedipina se us6 como el ligando del canal de calcio de tipo
L humano. La nifedipina y 6-OHF se construyeron usando el software MarvinSketch
por ChemAxon (2018). Las coordenadas de 3-bromo-7-nitroindazol se obtuvieron a

partir de la estructura cristalogréfica, 1IM9R.

Los experimentos de acoplamiento se dirigieron al sitio de unién conocido de
cada objetivo. eNOS el centro de cuadricula se ubic6 en las coordenadas
(24.16,12.55,30.29) con un tamafio de 14x14x24 A3, esta casilla fue suficiente para
cubrir los sitios S, M, C2 y C1 como lo muestran Rios y Cols. (2012). El centro de la
rejilla del canal de calcio de tipo L estaba en (0,0,0) con un tamafo de

22.50x22.50x22.50 A3. Todos los cuadros de cuadricula tenian un espacio de malla
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de 1 A. Todos los sistemas fueron preparados usando el software Pymol 2.1.0 por
Schrodinger (2010) y el complemento Autodock vina para Pymol (Seeliger y Groot,
2010). Se utilizé el software Autodock Vina (Trott y Olson, 2010) para llevar a cabo
todos los estudios de acoplamiento. Se llevaron a cabo 100 ejecuciones de

acoplamiento independiente para cada ligando.

Todas las imagenes se realizaron usando el programa VMD (Humphrey y Cols.,
1996) y los mapas de interaccion proteina-ligando se crearon con el software
Maestro por Schrodinger (2018). Este experimento in silico se hizo con la

colaboracion del Dr. César Millan Pacheco.

6.3. Animales

Para el disefio experimental de toxicidad aguda y subcronica que se planteg,
se utilizaron ratones machos de la cepa Balb/c (20-30g) que se mantuvieron en
condiciones de bioterio con aserrin estéril y agua purificada. Para el estudio de
farmacocinética se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar fueron alimentadas con
dieta comercial y con libre acceso a agua. Los animales se mantuvieron a 22 + 3°C
en un ciclo de 12 horas. Asimismo, en este estudio se utilizaron cobayos (Cavia
porcellus) machos de la cepa HsdPoc:DH de Harlan México con pesos aproximados
entre 350 a 400 g al inicio del protocolo. Los cobayos se mantuvieron en condiciones
convencionales de temperatura, humedad y alimentacion en el bioterio del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER). Las
condiciones consistieron en aire acondicionado filtrado, una temperatura 21 + 1°C,
50 a 60% de humedad, 12/12 horas de ciclo luz y oscuridad y cama esterilizada. Los

animales se alimentaron con croguetas para cobayo (Harlan, S.A de C.V.) y agua
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esterilizada ad libitum. Para el uso de cobayos el protocolo del proyecto se sometio
a un comité ético y cientifico del INER, el protocolo fue aprobado y le fue asignado

el codigo BO1-16 (ANEXO II).

6.4 Modelo experimental de asma agudo

Dia 1: Sensibilizacion antigénica

En el dia 1 se clasifican a los animales en diferentes grupos (Naive , OVA ,
OVA+vehiculo, OVA + 6-OHF (1) 30 mg/kg, OVA + 6-OHF (2) 50mg/kg y OVA + 6-
OHF (3) 90 mg/kg, todos los grupos de animales fueron sensibilizados con
ovoalbumina (OVA) por via intraperitoneal y subdérmica mediante una inyeccion que
contenia 0.5 mL de una solucién de OVA (10 mg/mL) marca Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, E.U. e hidréxido de aluminio (1 mg/mL) (figura 8) marca J.T. Baker, NJ,
E.U., disueltos en solucion salina fisiologica (SSF) ; el grupo naive solo fue

nebulizado con SSF (Modificado de Ramos- Ramirez; 2013).

Dia 8: Refuerzo antigénico

El dia ocho se administraron aerosoles de OVA a los diferentes grupos. Los
cobayos fueron colocados por separado dentro de una cadmara provista de flujo de
aire continuo (10 mL/s) y que no modifica la sefial respiratoria durante el
experimento. La OVA fue nebulizada (3 mg/mL en SSF) durante 5 minutos con un
nebulizador US-Bennett (flujo de 2 ml/min) (figura 8). Este nebulizador produce una
mezcla de particulas en donde el 44% es menor a 4 um de diametro, el 38% de 4 a

10 pm y el 18% mayor a 10 um. 5 minutos antes y durante una hora posterior al
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refuerzo antigénico se evalué la funcién pulmonar de los cobayos mediante
pletismografia barométrica para animales en libre movimiento (Buxco Electronics
Inc., Troy, NY, E.U.).

Dia 15: Bronco-obstruccion

La bronco-obstruccion fue medida usando un pletismégrafo de cuerpo completo
(Buxco,Sharon, ct). Se administrg, via intraperitoneal en los cobayos del grupo OVA
+ 6-OHF (1),(2) y (3) diferentes dosis (30, 50 y 90 mg/kg) segun correspondia
utilizando como vehiculo propilenglicol al 10%, la suspension formada se administré
45 minutos antes de retar a los animales con ovoalbumina (OVA) nebulizada
(figura8). Los cobayos se retaron durante 1 minuto con OVA nebulizada y el valor de

Penh o indice de bronco-obstruccion (iB) mas alto se consideré como el 100%.

Reto antigénico

Sensibilizacion Reforzamiento
antigénico

| Dias o o >

HsdPoc:DH ‘
350-400g

10 mg/mL de OVA / OVA3ma/mLSSF  1° 6-OHF (1),(2),(3)

1 mg/mL de Al(OH); g 2?0VA 1 mg/mL SSF
Subdérmica

intraperitoneal

Figura 8. Modelo experimental en cobayos. Figura propia.
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6.4.1 Obtencion de lavado bronqueoalveolar

Los cobayos fueron sobredosificados con una inyeccion via intraperitoneal de
pentobarbital sodico (28 mg/Kg) para inducir paro cardiorrespiratorio.
Posteriormente, se realizd una incision en la piel a la altura del cuello y hasta el
abdomen, para exponer la caja toracica y localizar cuidadosamente la traguea. A
través de una incision de la trdquea se introdujo una cénula por donde se
administraron 5 mL de SSF estéril mantenida a 37°C. La solucidon se recuperé
lentamente por medio de la cénula introducida después de un minuto. Este
procedimiento se repitié y el fluido obtenido se mezcl6 con el primero. La mezcla se
centrifugé durante 10 minutos a 1500 rpm a una temperatura de 4°C en una
centrifuga (Hettich-Zentrifuge, Tultlingen, Alemania), el sobrenadante se recuperé y
se almacend en alicuotas de 2 mL a -70°C para su posterior andlisis (Ramos-

Ramirez y Cols., 2013)

6.4.2 Conteo celular

El sedimento celular obtenido del lavado bronquio alveolar (LBA) fue
resuspendido en 1mL de solucién salina fisiologica (SSF). Posteriormente, se
tomaron 10 pL de la muestra de LBA y se mezclaron con 40 uL de colorante azul de
Tripan al 0.4% (Sigma, E.U.), la mezcla se deposité en una camara de Neubauer
para hacer el conteo directo de las células en 25 cuadros. El valor obtenido se
multiplicé por el factor de dilucién 5y por el factor de la camara de 10,000 expresado
como el niamero de células por mililitro de LBA. El volumen celular se ajusté hasta
obtener 1millén de células por mililitro adicionando 1 mL de SSF, de esta solucion se

tomaron 50 pL y se depositaron en un citospin a 3000 revoluciones por 5 minutos
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esta es una centrifuga cuya funcion principal es producir una monocapa de células
sobre un portaobjetos obteniendo un boton celular, el cual, fue tefiido con la técnica
de Romanowsky para realizar el conteo diferencial. Para esta tincion se utilizaron
una mezcla de violeta y azul de metileno con eosina (Laboratorios Wescor,
Hematology Reagent ABC, E.U.).La tincién permite distinguir la forma, tamafio y
contorno de hematies, nucleos, citoplasma y granulaciones, es asi como los
macréfagos, linfocitos, neutréfilos y monocitos adquieren colores purpura y azules
mientras que los granulos de los nucleos de eosindfilos adquieren colores naranjas
y rojos y se contaron un minimo de 200 células en un aumento de 100X en un

microscopio Olympus (Ramirez, 2013).

6.4.3 Cuantificacién de TXB2 en LBA

El tromboxano B2 (TXB2) es un producto hidrolizado estable del TXAzinestable,
que a su vez es derivado de PGH:2 la cual es sintetizada a partir del acido
araquidoénico a través de la via de las ciclooxigenasas.

Para la cuantificacion de tromboxanos se utilizo el LBA con la técnica de Elisa
doble sandwich utilizando un kit marca Mybiosourse (MBS2600544). El proceso del
ensayo consistié en unir el anticuerpo especifico a la fase sdlida.. Se hacen lavados
para retirar a los anticuerpos sin combinar y algunas impurezas presentes y se cubre
el resto de los sitios de union con proteinas irrelevantes. Se afiade el anticuerpo
biotina para combinarlo con el complejo inmune. Se lava el anticuerpo de biotina sin
combinar. Se afiade la peroxidasa de rabano para marcar las avidinas e incorporarlas
con el anticuerpo de biotina. Se lava y finalmente, se afiade el sustrato (acido

sulflrico 2M) para colorear y se calcula la concentracion.
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En cada pozo de la placa de Elisa se agregaron 100 pL de cada muestra y para
los blancos se utilizé diluente del estandar y se dejo reaccionando a 37°C durante
90 minutos, posteriormente se hizo 3 lavados y se agrego el anticuerpo biotinilado,
se dejo 37°C por 60 minutos y se lavd 3 veces, posteriormente, se afiadio la enzima
y se mantuvo a 37°C por 30 minutos, consecuentemente, se lavo cinco veces y se
afadio el agente colorante y se metié a la incubadora durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, se detuvo la reaccién con el agente C y se tomo lectura dentro de los
primeros 10 minutos a 450 y 630 nm. Para la curva control se agregaron 300 pL para

concentraciones de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5y 31.2 pg/ mL.

6.5 Toxicidad aguda

La determinacién de la toxicidad aguda se realizd con base a la Guia 425 de la
organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (Guidelines, 2008). Se
utilizaron 12 ratones macho de la cepa Balb/c. Se formaron cuatro grupos cada uno
con 3 ratones, se administraron via intragastrica las siguientes dosis de 6-OHF 5, 50,
300 y 2000 mg/kg de peso. Se monitoreo la mortalidad y las reacciones toxicas que
podrian presentarse durante las primeras cinco horas y posteriormente a las 24 h,

48 hy 14 dias.

6.6 Estudio toxicoldgico subcrénico de 6-hidroxiflavona

Este estudio fue conducido conforme a la Guia de la organizacién para la
Cooperacion y el desarrollo Econémico (Guidelines, 2008b). Se utilizaron ratones
machos de la cepa Balb/c, se administraron via intragastrica dos grupos de 8
roedores cada uno, durante 28 dias cada 24 horas, el primer grupo fue tratado con

vehiculo (agua y propilenglicol al 10%) y el segundo tratado con una dosis
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exploratoria de 50 mg/kg/dia de 6-OHF. Finalmente, un tercer grupo llamado control
no tuvo manipulacion. Posterior a los 28 dias de tratamiento, los animales fueron
anestesiados con Pentobarbital, y por puncién cardiaca se obtuvo la sangre de los
animales, posteriormente, los mismos fueron sacrificados para obtener los érganos
seleccionados (corazon, higado, rifidn y pulmén) para ser perfundidos. La sangre y
los tejidos fueron utilizados para hacerles un perfil bioquimico y para observar
posibles efectos toxicos producidos por el tratamiento mediante estudios

histopatolégicos.

6.7 Histologia convencional

Para la autopsia, se disectaron los 6rganos de los cobayos del modelo in vivo
de asma alérgica de cada grupo y del estudio de toxicidad subcroénica los 6rganos
se aislaron por perfusion de los diferentes grupos de ratdén. Las muestras de tejido
se fijaron en formol al 10% y posteriormente, debido a que una gran parte del tejido
estd constituido por agua, se aplica una serie gradual de soluciones acuosas de
mayor a menor agente deshidratante (alcohol 70°, 96°, 100° y xilol). A fin de que se
puedan obtener cortes suficientemente finos para ser observados al microscopio, los
tejidos fueron incluidos y envueltos por parafina para facilitar los cortes del tejido en
el micrétomo con cortes de 3 um. Finalmente, se tifieron con hematoxilina y eosina,
Peryodico-Schiff (PAS). Las tinciones de los diferentes o6rganos aislados se
realizaron en colaboracion con las histopatologas Guadalupe Hiriart Valencia y Erika
Liliana Monterrubio Flores. El patélogo Dr. Rogelio Hernandez Pando, cegado a los
tratamientos, realizé el examen histopatolégico con un microscopio Optico [Zeiss

40X].
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6.6. Cromatografia liquida de alta resolucién

6.6.1. Instrumento

Para la validacion del método analitico de 6-OHF se utilizé un equipo de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion PerkinElmer y un detector UV-Vis, una
columna C-18 (4.6 mm x 250 nm), tamafio de particula 5 um (marca Waters), se
utilizé un software ThotalChrom, UV-vis 24001 PC (SHIMADZU), centrifuga mini spin
(eppendorf), agitador vortex (Daigger), sonicador (Cole-Parmer) y un medidor de pH

(conductronic).

6.6.2. Condiciones cromatogréficas

Se utilizé una fase movil de 600 mL de volumen final MeOH : H20 ac (V/v) con
una proporcion de 65 : 35, se prepararon 210 mL de agua acidificada con acido
fosforico a un pH de 2.5 y se mezclé con 390 mL de MeOH, se filtr6 la fase maovil al
vacio con una membrana de nylon de 0.45 pm. Finalmente, se sometio a un proceso
de sonicacion durante 30 minutos para degasificar la fase movil; pasando este tiempo

se coloco en el reservorio del CLAR para ser utilizada.

6.6.3. Preparacion de estandar interno (El)

Se pesaron 5 mg de crisina que se utiliz6 como estandar interno (El) y se diluy6
en 5 mL de MeOH (1 mg/mL). Para la solucion de trabajo se tomaron 2 mL del stock
y se afor6 a 50 mL con ACN con una concentracién final del EI en condiciones de

trabajo de 40 pug/mL.
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6.6.4. Método de extraccion de 6-hidroxiflavona en plasma

Para la extraccion de 6-hidroxiflavona en plasma se utiliz6 acetonitrilo por el
método de precipitacién de proteinas, en un tubo eppendorf se tomaron 300 pL de
las diferentes concentraciones de la curva de la tabla 2 y se le adicionaron 300 pL
de acetonitrilo el cual ya contenia el estandar interno (crisina 40 pg/mL), obteniendo
un volumen final de 600 uL de cada concentracién. Posteriormente, se formaron dos
fases cada muestra se mezcldé en un vortex durante 2 min, las muestras fueron
colocadas en una centrifuga mini spin y fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante
15 minutos para separar la fase con 6-hidroxiflavona, se decantd la muestra a otro

tubo eppendorf y se inyectaron en el cromatografo.

6.6.5. Curva de calibracién

Tabla 2. Curva de calibracion

Concentracion Stock de plasma Volumen Estandar interno
(ng/mL) 6-OHF (uL) total (uL) (crisina)
(1000 pg/mL) (40pg/mL)
(uL) (soln. trabajo)

(ML)

2.5 1.25 487.5 500 300

5 2.5 475 500 300
10 5 450 500 300
20 10 490 500 300
40 20 480 500 300
60 30 470 500 300
80 40 460 500 300
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6.6.6. Validacion del método analitico de 6-hidroxiflavona

Algunos pardmetros de la validacion analitica son:

6.6.7. Especificidad: La especificidad fue investigada por la comparacién de

muestras blanco de diferentes animales con la solucion estandar.

6.6.8. Linealidad: Para definir la relacibn matemética entre concentracion y
respuesta se inyecto la curva de calibracion en solucion y lo mismo se realiz6 con la
matriz biolégica (plasma) por triplicado con un coeficiente de variacién mayor o igual

a 0.99.

6.6.9. Precision

a) Repetibilidad: Se analizé en un mismo dia por cuadruplicado tres
concentraciones conocidas baja (7 pug/mL) media (30 pg/mL) y alta (70 pg/mL) y
diferentes a las de la curva de calibracion. El coeficiente no debe ser mayor que el

15%.

b) Reproducibilidad: Se analizaron por duplicado durante tres dias tres

concentraciones conocidas. El coeficiente de variacion no debe ser mayor a 15%.

43



DOCTORADO EN FARMACIA 2018

6.6.10. Exactitud Para determinar la exactitud del método se determiné el valor
promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracion de los datos de
repetibilidad y reproducibilidad los cuales deben estar dentro del +15% del valor

nominal de concentracion.

6.6.11. Sensibilidad
a) Limite de cuantificacion se analizaron por quintuplicado la concentracion mas

baja del rango de trabajo. Se consideré valido como limite de cuantificacién porque
su valor promedio cayd dentro del £20% valor nominal con un coeficiente de

variacion no mayor a 20%.

b) Limite de deteccion se determind la concentracion a la cual la sefial del
compuesto por analizar en la matriz y que se pueda distinguir de los niveles de ruido

o de una muestra libre del compuesto de interés.

6.7. Estudio farmacocinético de 6-hidroxiflavona
Previo al estudio de farmacocinética se validé el método analitico de cromatografia
liqguida de alta resolucién de acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998 con algunas

modificaciones.

Se formaron dos grupos de 6 ratas; las ratas fueron anestesiadas con éter
etilico. Al grupo de tratamiento se le administré una dosis de 50 mg/kg via oral
utilizando como vehiculo propilenglicol 10%; para el desarrollo de los estudios
farmacocinéticos, se requirio de la canulacion previa de los animales por la vena

caudal y la toma de muestras.
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6.7.1. Cirugia en vena caudal

Para el desarrollo de los estudios farmacocinéticos, se canul6 a los animales
por la vena caudal como se muestra en la figura 9, con material previamente
desinfectado, se colocé un catéter PE (combinacion de PE-10 y PE-50), se mantuvo
heparinizada con una solucion de 20 Ul /mL; y se detuvo con un alfiler plano en la

vena caudal para la posterior toma de muestras (Balla 'y Cols., 2014).

Figura 9. Cirugia en vena caudal de rata para el estudio de farmacocinética.

6.7.2. Toma de muestras

Se tomaron muestras sanguineas de 0.4 mL que se colocaron en tubos con
heparina (100 yL de heparina a una concentracion de 100 Ul/mL) y se evaporé a

50°C durante 4 horas para obtener una concentracion final de heparina de 10 Ul para
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no diluir la muestra. Se recolectaron muestras de sangre en los siguientes tiempos:
0, 15, 30, 45, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 240, 300, 360, 480 min. Las muestras se
centrifugaron a 15000 rpm durante 10 min para separar el plasma. El sobrenadante
de las muestras se conservo en congelacion a -20°C hasta su posterior analisis por
CLAR utilizando el método de extraccion ya mencionado anteriormente (Marghade y

Cols., 2012).

6.8. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en el efecto in vivo y toxicoldgico fueron expresados
como la media de n=9, 6,y 3 animales + EEM. El andlisis estadistico fue realizado en
el programa GraphPad Prism 5, estableciendo una diferencia estadistica significativa
entre las diferencias de las medias de *p< 0.05, **p< 0.01, **p< 0.001 mediante un
ANOVA de una via y una prueba post hoc de Tukey. Finalmente, los resultados
obtenidos del estudio de farmacocinética se evaluaron con el software Winolin

version 2.0.
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7.1. Acoplamiento molecular

Con la finalidad de saber si 6-OHF participaba como regulador en el proceso
de broncoconstriccién y teniendo como antecedente su efecto sobre la musculatura
lisa de la traquea en un modelo ex vivo de rata reportado en el 2018 (Flores y Cols.,
2018), y considerando que 6-OHF presenta una actividad relajante sobre anillos de
trAquea a través de su efecto con un blogueo de canales de calcio y la produccion
de 6xido nitrico (NO) y GMPc (figura 10). Por lo tanto, se decidié investigar de forma
in silico la interaccion de la flavona con los canales de calcio y la eNOS. Los
resultados del docking de 6-OHF contra Oxido nitrico sintasa y canales de calcio tipo
L mostraron que, en ambos casos, puede unirse con una afinidad de unién mayor a
los ligandos utilizados como referencias. Para eNOS, 6-OHF presenté una energia
de afinidad de union de -8.9 +/- 0.0 kcal / mol frente a -7.36 +/- 0.05 kcal / mol para

3-bromo-7-nitroindazol (ligando coccristalizado).

El acoplamiento de eNOS con 6-OHF mostré que se unia casi en la misma
posicion que el 3-bromo-7-nitroindazol utilizando interacciones similares. La energia
de afinidad de unién mas baja de 6-OHF podria atribuirse a una mejor interaccion de
apilamiento con el aminoacido Trp447 y una gran superficie de interaccion de van
der Waals en comparacién con 3-bromo-7-nitroindazol, como se observa en el mapa
de interaccion (figura 11). El 3-bromo-7-nitroindazol y 6-OHF interactuaron con casi
los mismos residuos. Sin embargo, 6-OHF tuvo interacciones con cinco residuos
adicionales (Val449, Pro450, Pro451, Glu361 y Met355) que el 3-bromo-7-

nitroindazol no puede alcanzar debido a su tamafio molecular mas corto.
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Los resultados de la interaccién con el canal de calcio mostraron que la
energia de afinidad de unién a 6-OHF era de -7.78 +/- 0.0. kcal / mol mientras que -
5.75 +/- 0.31 kcal / mol para nifedipina. Ademas, se encontré que 6-OHF se une con
una mejor afinidad contra el canal de calcio de tipo L. Esto puede deberse a su
capacidad para adaptarse méas profundamente en la misma posicion que la nifedipina
(figura 12) interactuando con los residuos. Al igual que con eNOS, 6-OHF interactué
con los mismos residuos que la nifedipina, pero con tres residuos adicionales (Cys14,
Gly49 y Cys46) debido a su mayor tamafo que la nifedipina. Tomados en conjunto
los resultados del acoplamiento molecular y la determinacion ex vivo del mecanismo
funcional, sugieren que el 6-OHF bloquea los canales de calcio ROC y VOC, y podria
interactuar con los cavidades de uniébn que acceden al sitio catalitico, y esta

interaccion puede activar eNOS.

*M'-c" Efecto relajante
Contraccion de vias aéreas

Figura 10. Representacion de la sefial de transduccion de la via involucrada en la
relajacion del masculo liso de la via aérea Flores-Flores (2018).
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3-bromo-7- nitroindazol
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Figura 11. a) La sintasa de 6xido nitrico endotelial humano se muestra en la imagen
con grupos hemo (rojo), 3-bromo-7-nitroindazol (verde) y b) 6-OHF (azul), mas cerca del sitio
de enlace utilizado en este trabajo (imagenes creadas con Visual Molecular Dynamics). Las
figuras inferiores son diagramas de interacciones, tri y bi dimensionales para 3-bromo-7-
nitroindazol (a) y 6-OHF (b) (imagenes generadas con Maestro por Schrodinger
2018).Flores-Flores (2018).

nifedipina
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6-hidroxiflavona

Figura 12. a) El modelo de canal de calcio humano de tipo L se muestra en una imagen
con nifedipina (verde) y b) 6-OHF (azul), méas cerca del sitio de enlace utilizado en este
trabajo (imagenes creadas con Visual Molecular Dynamics). Las figuras inferiores son
diagramas de interacciones , tri y bi dimensionales para nifedipina (a) y 6-OHF (b)
(imagenes generadas con Maestro por Schrodinger,2018). Flores-Flores (2018).

7.2. Modelo alérgico

Se sabe que el musculo liso de las vias aéreas tiene un rol importante en la
broncoconstriccién aguda, en donde el patrén circunferencial se ve reducido en el
diametro luminal de la via aérea causando bronco-obstruccién del flujo aéreo,
opresion del pecho y sibilancia comunmente asociada con el asma (Doeing y Solway,
2013). Estos sintomas son inducidos por alérgenos resultado de la liberacion de

mediadores de la célula cebada que incluyen histamina, triptasa, leucotrienos y
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prostaglandinas que logran contraer el musculo liso de las vias aéreas (Habibian y
Cols.,2018). Tomando en cuenta informes previos donde se describio la eficacia de
los flavonoides como farmacos antiasmaticos experimentales (Tanaka y Takahashi,
2013 Wangy Caols., 2017; Goszcz y Cols., 2017) y el efecto relajante demostrado por
6-OHF (Flores-Flores y Cols., 2018), decidimos explorar el posible efecto
antiasmético de este flavonoide en la bronco-obstruccion alérgica inducida por OVA

en el modelo de cobayo.

En la figura 13 se muestra el efecto de 6-OHF ante la bronco-obstruccion
inducida por OVA (1mg/mL); para el grupo naive (grupo que no fue sensibilizado) se
determind un indice de bronco-obstruccion (iB) de 115 + 9 %; para el modelo de
asma , de asma con vehiculo se obtuvieron incrementos del 423 + 68% y del 433 +
103 %,respectivamente. Los grupos tratados con 6-hidroxiflavona se observa una
disminucién a las dosis de 30, 50 y 90 mg/kg, obteniéndose un iB de 215 + 16% ,
162 £ 20% iB de 281 + 51%, respectivamenten estos datos podemos establecer que
6-OHF fue capaz de disminuir la bronco-obstruccion inducida por OVA de una
manera significativa y dependiente de la dosis (30 y 50 mg / kg), sin embargo, el

efecto a 90 mg / kg fue menos eficiente que 50 mg / kg.
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Figura 13.Efecto de 6-hidroxiflavona sobre OVA aerosolizada induciendo
broncoconstriccion aguda en cobayos sensibilizados. Los resultados son presentados
como el promedio £ EEM de una n=9 animales por grupo con una **p<0.01 y ***p<0.001
analisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey. Ib=indice de broncoobstruccién,
OVA= modelo de asma,6-OHF (1) 30 mg/kg; (2) 50 mg/kg y (3) 90 mg/kg.

Después de los ensayos in vivo, los cobayos fueron sacrificados de forma
inmediata el dia del ensayo y se recolectaron muestras de pulmén y LBA con la
finalidad de observar los cambios estructurales y el reclutamiento de leucocitos hacia
las vias aéreas, debido a que es un proceso importante en el desarrollo de la
respuesta alérgica. En las micrografias (figura 14a) se observan los bronquiolos de
los diferentes grupos, al hacer la comparaciéon del grupo tratado con el grupo naive,
el vehiculo y el modelo de asma, se puede observar que 6-OHF produce una
apertura significativa de los bronquiolos, lo que sugiere una importante accién
antiasmatica de 6-OHF. Finalmente, al hacer el conteo diferencial en las muestras
de LBA mediante la técnica de Romanowsky no se observaron cambios significativos

e
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entre los mismos (figura 14b). La bronco-obstruccién disminuida inducida por el
flavonoide podria estar relacionada con la inhibicibn en la degranulacion de los
mastocitos, la disminucion de los niveles de IgE, IL-5, IL-4 e IL-13 (Tanaka vy
Takahashi, 2013), sin embargo se necesitan mas experimentos para determinar el

modo de accién inmunologico de 6-OHF.

a)

NAIVE OVA OVA + VEHICULO OVA + TRATAMIENTO

\ b iain . N 20 m
3
b) % 60000001 Naive
£ OVA
£ 40000004 OVA + vehiculo
@ OVA + 6-OHF (1)
= OVA + 6-OHF (2)
“Q
o -
P 2000000
©
o
2
s N N
Q
) xgo O
23
e

Figura 14. a) Seccion del pulmén mostrando el bronquiolo de cobayo con y sin tratamiento
de 6-OHF, b) Conteo celular de LBA de cobayo. Los resultados son presentados como el
promedio £ EEM conteo de 6 laminillas por grupo con una *p<0.05 no significativa en el
andlisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey. OVA= Modelo de asma, 6-OHF
(1) 30 mg/kg; (2) 50 mg/kg.
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Existen evidencias de relacién entre alérgenos y el asma en algunas especies
como el raton, rata y cobayo y la asociacion con las inmunoglobulinas IgE e 1gG1
con las reacciones alérgicas (A.E. y Mills., 2001; Meryl y Cols.,1991). Por lo tanto,
para determinar si los cobayos utilizados estaban sensibilizados a la OVA y si el
tratamiento estaba actuando mediante la inhibicion de la produccion de alguna de
ellas, mediante ELISA se cuantificaron cada una de estas inmunoglobulinas en suero
extraido de los cobayos de experimentacion . Los niveles de IgG1 fueron similares
en el grupo del modelo de asma (OVA) y el grupo con tratamiento (OVA + 6-OHF)
como se muestra en la figura 15a y asimismo para los niveles de IgE (figura 15b);
estos resultados indican que los animales si se encontraban sensibilizados, pero con
el tratamiento no se observaron cambios, por lo tanto la 6-OHF no actla sobre alguna

de estas inmunoglobulinas (A.E. y Mills., 2001; Meryl y Cols.,1991).
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Figura 15. a) Niveles de IgG1 e b) IgE especificos contra ovoalbumina en suero de cobayos.
Los resultados son presentados como el promedio £+ EEM 5 muestras por grupo con una
*p<0.05 analisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey. OVA= Modelo de asma,
6-OHF (2) 50 mg/kg.
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En humanos, la serotonina juega un rol importante en la funcién pulmonar
sobre las vias aéreas; in vitro causa constriccion y relajacion de bronquios y
bronquiolos derivados de cobayo, y esto dependeréa de la concentracion utilizada
(Cazzolay Matera; 2001). En este sentido, se cuantificaron los niveles de serotonina
en LBA de cobayo y no se observaron cambios significativos entre los grupos,

indicando que el efecto no sigue este mecanismo de accion (figura 16).
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Figura 16. Cuantificacion de serotonina en LBA de cobayos. Los resultados son
presentados como el promedio £+ EEM de 5 muestras por grupo con un analisis de ANOVA
de una via y prueba post hoc Tukey . OVA=Modelo de asma, 6-OHF (2) 50mg/mL.

La constriccién de las vias aéreas puede ser activada por la interaccion de
ligandos con receptores que actian sobre el musculo liso de las vias aéreas, 0
indirectamente por activacion de los nervios que regulan este tono. Durante el asma
esta mediada por la liberacion de histamina y metabolitos derivados del &cido

araquidénico como los tromboxanos. El troboxano A2 es uno de los
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broncocontrictores mas potentes y esta actividad se presenta en diferentes especies
incluyendo humanos, perros, gatos, cobayos y roedores (Cyphert JM y Cols.,2012).
Para determinar si estos productos celulares estaban siendo producidos o se estaba
evitando su secrecion durante la respuesta alérgica, se cuantificd los niveles de
troboxano Az midiéndolo como troboxano Bz en los LBA de cobayos. En la figura 17
se puede observar que el grupo administrado con ovoalbimina produjo un claro
aumento en la produccién de tromboxanos B2 en comparacion con el grupo Naive;
por otro lado, la administracion del vehiculo se puede observar que mantuvo altos
los niveles de tromboxanos B2. En contraste, el tratamiento con 6 —OHF a una dosis
de 50 mg/kg disminuyo de forma significativa los niveles de tromboxanos Bz en
comparacion con el grupo de OVA y los mantuvo similar al grupo control. Estos
resultados nos sugieren que 6-OHF esta quizas actuando sobre la sintesis de estos
derivados del acido araquiddnico evitando su produccién, y por lo tanto,

disminuyendo la bronco-obstruccion (Cyphert JM y Cols.,2012).
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Figura 17.Cuantificacion de Tromboxanos B.. Los resultados son presentados como el
promedio + EEM 5 muestras por grupo con una *p<0.05 analisis con ANOVA de una viay
prueba post hoc Turkey. OVA= Modelo de asma, 6-OHF (2) 50mg/kg.

7.3. Estudio toxicolégico agudo

Para los estudios preclinicos en el desarrollo de farmacos experimentales, es
necesario determinar la eficacia y seguridad en su uso. Con la finalidad de observar
el dafio potencial y los posibles efectos toxicos visibles, se desarroll6 la evaluacion
de la toxicidad aguda de 6-hidroxiflavona en un modelo animal experimental
siguiendo lo que se recomienda en la OECD con algunas modificaciones para
establecer su seguridad o potencial toxicidad de 6-OHF. Los flavonoides actualmente
tienen un alto impacto con diferentes efectos biologicos, los cuales dependen de su
estructura quimica debido a la presencia de varios sustituyentes como glucésidos,

ésteres, amidas e hidroxilos entre otros, que modulan la polaridad, toxicidad y
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acciones extra o intracelulares de estos compuestos (Goszcz y Cols., 2017; Harbone
y Williams, 2000; Flores y Cols., 2018). En la tabla 3 se observan las diferentes dosis
de flavonoide utilizadas para la administracién a cada grupo formado por 3 animales
tras la administracion de cada una de las dosis, observandose las primeras 5 h, 24

h, 48 h y 14 dias, posterior a la administracion.

Tabla 3. Exposicion aguda de 6-hidroxiflavona a diferentes dosis

Dosis (mg/kg) Grupos por Cambio de peso Mortalidad
animal
5 3 NO 0/3
50 3 NO 0/3
300 3 NO 0/3
2000 3 NO 0/3

Los ratones administrados a dosis inferiores a 2000 mg/kg no presentaron
ninguna reaccion téxica visible (temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargo
etc.) tampoco se observaron cambios fisicos en piel, pelaje, ojos 0 membranas de
mucosas y no hubo muerte de algin animal; con estos resultados la DLso
determinada en ratones administrada via oral se estimé como superior a 2000
mg/Kg, lo cual permitio clasificarla de acuerdo a la clasificacién de la OECD y a la
SGA (Sistema Globalmente Armonizado de clasificacién y etiquetado de productos
quimicos) en la categoria 4, la cual la describe como un compuesto con toxicidad
aguda relativa baja pero que en ciertas circunstancias podria suponer un peligro para

una poblacién vulnerable.
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7.4. Estudio de toxicidad subagudo
Para el estudio subagudo se utilizaron ratones Balb/c, los cuales en un
esquema de tratamiento fueron administrados cada 24 horas durante 28 dias con la

dosis exploratoria de 50 mg/Kg de 6-OHF y se pesaron cada 5 dias hasta el dia del

sacrificio.
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Figura 18. Efecto de 6-hidroxiflavona en el cambio de peso de ratones en el periodo de
administracién. Los resultados son presentados como el promedio + EEM 3 animales por
grupo con una *p<0.05 andlisis con ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey.

En la figura 18 podemos observar la ausencia similar de toxicidad respecto al
consumo de agua y alimento sin cambios en el peso de los animales que fueron
tratados con 6-OHF. Sin embargo, al final del estudio subcrénico los animales del
grupo sham mostraron un aumento de peso en comparaciéon con los tratados con 6-
OHF, es probable se deba al manejo de los diferentes grupos durante su

administracion con 6-OHF.

Posterior al tratamiento de 28 dias, los animales fueron sacrificados para la
extraccién de organos y el analisis de pardmetros bioquimicos de la sangre; se

aislaron los siguientes O6rganos: corazén, rifién, pulmén e higado, érganos

e
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metabdlicamente Yy fisiolbgicamente importantes. En la figura 19 podemos observar
el porcentaje de peso relativo de cada 6rgano y grupo; no se observan diferencia de
pesos de manera significativa, lo que indica que no existen efecto inflamatorio en los

diferentes 6rganos como consecuencia del tratamiento o sefiales de toxicidad.
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Figura 19. Peso relativo de a) corazon, b) rifidn, c) pulmén e d) higado en animales sham
0 sin tratamiento, vehiculo y tratados con 6-hidroxiflavona a una dosis diaria de 50 mg/kg
durante 28 dias cada barra representa + EEM de 3 animales por grupo.

Por otro lado, con la sangre que se obtuvo de la puncién cardiaca de cada
animal, se realiz6 un analisis bioquimico de transaminasas, enzimas indicadoras de
dafio celular en diferentes tejidos. Las transaminasas son enzimas que catalizan la
transferencia reversible de un grupo entre un aminoacido y un cetoacido. Esta
funcion es esencial para la produccion de los aminoacidos necesarios para la sintesis
de proteinas en el higado. La aspartato aminotransferasa (AST) se localiza
principalmente en corazon, higado y el tejido muscular. Por otro lado, la alanina
aminotransferasa (ALT) se localiza fundamentalmente a nivel citosolico en el
hepatocito, lo que explica una mayor especificidad en dafio hepético (Garcia y Zurita;
2018). En la figura 20 se muestra el perfil bioquimico del estudio de toxicidad
subaguda, y no se observan cambios en el nivel plasmatico entre los grupos, esto
nos sugiere que el tratamiento de 6-OHF no produce dafio hepatico y se corrobora

con la histologia.
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Figura 20.4Determinacién de transaminasas de animales sham, vehiculo y tratados con 6-

hidroxiflavona a una dosis de 50 mg/kg durante 28 dias cada barra representa + EEM de 3
animales por grupo.

En la figura 21 se muestra la comparacién entre las preparaciones histologias
del grupo control, vehiculo y con 6-OHF como tratamiento; el analisis histolégico
mostré que la administracion diaria de 6-OHF no provoca alteraciones patolégicas.
No hay presencia de dafio a nivel del miocardio, los pulmones, en el tejido de rifién
sin cambio aparente del corpusculo renal, tibulos proximal y distal entre los grupos,
y finalmente en el tejido del higado se observa integro y sin signos de necrosis o

inflamacion.
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Figura 21. Histologia de pulmon, higado, corazén y riion de ratones tratados durante
28 dias con la administracion repetida DE 6-OHF.representativo de cada grupo de

animales con tratamiento, sham, y vehiculo ( Soln. de NaHCos al 5%). Tincién de
eosina-hematoxilina.

7.5. Desarrollo del método analitico

7.5.1. Condiciones cromatograficas 6ptimas
Para obtener las condiciones cromatograficas Optimas (tabla 4) en el

desarrollo del método analitico de 6-OHF, se hicieron diferentes pruebas en el equipo
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de cromatografia Liquida de Alta Resolucién marca Perkin-Elmer, con un software
TotalChrom, con una columna C-18 marca waters, utilizandose distintas
proporciones de disolventes para la fase moévil como metanol, agua y agua

acidificada y diferentes flujos (0.5 mL/min, 0.7 mL/min y 1 mL/min).

Tabla 4. Condiciones cromatograficas

Columna Waters C-18
Fase movil MeOH : H20 ac  (65:35)
pH 2.5
Flujo 0.7 mL/min

Con estas condiciones se observo una buena resolucion en la sefal de 6-OHF
y del estandar interno (crisina) y con un tiempo de retencién de 6 min y 8.17 min,
respectivamente. Finalmente, para elegir la longitud de onda se llevo acab6 un

barrido en UV-vis y se eligio la longitud de onda de 205 nm (Anexo llI).

7.5.2. Selectividad

La selectividad se analiz6 inyectando al cromatdgrafo una muestra de 6- OHF
con el estandar interno (crisina) y muestras blanco de plasma humano y de plasma
de rata con la finalidad de observar que no se tenga un compuesto que interfiera en
el tiempo de retencion de 6-hidroxiflavona. No existieron interferencia de sustancias
endogenas en el plasma que interfieran en el mismo tiempo de retencién de los

analitos y el estandar interno, por lo tanto; el método es selectivo.

66



DOCTORADO EN FARMACIA 2018

7.5.3. Linealidad
7.5.3.1. Linealidad del sistemay del método

Para la linealidad del sistema, se tomaron los resultados de una curva por
duplicado de un dia, representativos del andlisis de tres dias. Se analiz6 una curva
en solucion con diferentes concentraciones (2.5, 5, 10, 20, 40, 60 y 80 pg/mL) de 6-
OHF con la sefial representativa del estandar interno (EI) con una concentraciéon de

40 pg/Mil (figura 22).
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Figura 22. Linealidad del sistema

Para la linealidad del método se tomaron los resultados de una curva en
plasma humano por duplicado de un dia, representativos del andlisis de tres dias
(figura 23). En plasma humano con las diferentes concentraciones (2.5, 5, 10, 20,
40, 60 y 80 pg/mL) de 6-OHF con la sefal representativa del EI con una

concentracion de 40 pg/mL; se obtuvo una r=0.995. del promedio de 3 dias
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Figura 23. Linealidad del método en plasma humano

Finalmente, para la linealidad del método se tomaron los resultados de una
curva por duplicado de un dia, representativos del andlisis de tres dias. Se analizé
una curva en plasma de rata con las diferentes concentraciones (2.5, 5, 10, 20, 40,
60 y 80 pg/mL) de 6-OHF con un volumen final de 500 pL para disminuir el uso del
plasma de rata debido a su escasez y dificultad de adquisicion. De la curva se obtuvo
una r=0.996. Por lo tanto, con este andlisis en plasma de rata se decidio utilizar para
todo el estudio plasma humano ya que mostro una buena linealidad (figura 24) (tabla
5). Finalmente, al hacer el andlisis para detectar el limite de deteccion y

cuantificacion se observo que el LD es de 1.31y el LC DE 3.98 (ug/)mL).
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Figura 24. Linealidad del método en plasma de rata

Tabla 5.Resultado del estudio de linealidad

Parametros CLAR Limites
Ecuacion de la recta y=mx +a
Coeficiente >0.9959 =20.9990
DE 0.002 <2%
CVv 0.2 <2%

7.5.4. Precision y exactitud del método
Tabla 6.Precision y exactitud del método
Concentraciéon (7 yg/mL) (30 yg/mL) (70 pg/mL) Limites
Repetibilidad
(dia 1) cv% 8.85 6.65 5.51 215%
Repetibilidad
(dia 2) cv% 9.22 7.61 5.07 215%
Exactitud
Desv. AbS.(%) 15.36 12.40 14.38 215%
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De acuerdo a los resultados podemos observar que el método analitico
cumple con los requisitos de precision y exactitud ya que el promedio de sus
coeficientes de variacion porcentual (CV%) se encuentran dentro del rango sugerido

por la NOM-177-SSA1-2013.

7.5.5. Porcentaje de recobro
El efecto de la matriz utilizada de la cuantificacion de las muestras de tres
concentraciones fue observado en un rango de 97- 106% los datos se muestran en

la tabla 7.

Tabla 7. Porcentaje de recobro

% Recobro

concentracion
(ng/)mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 | Promedio
7 72.74| 80.02| 66.04| 60.08| 134.86| 142.88| 100.89| 121.03 97.32
30 98.01| 106.42| 90.28| 100.17| 100.99| 91.11| 80.44| 83.37 93.85
70 113.22| 104.49| 104.49| 114.12| 114.21| 89.17| 100.69| 108.97| 106.17

7.6. Comportamiento de farmacocinética

El desarrollo del método fue aplicado para determinar todos los analisis
después de la administracion oral de 50 mg /Kg de 6-OHF, con los resultados se
construy6 una gréfica de tiempo vs concentracion plasmatica que se muestra en la
figura 25, donde se observa una rapida absorciéon con un pico maximo a la primera

media hora y una eliminacion lenta.

Los datos mostrados en la figura 25 fueron analizados mediante un modelo no
compartimental en el programa WinNonlin® version 2.0 con un promedio de 6 perfiles
(ANEXO 1V), en el cual se obtuvieron varios parametros farmacocinéticos de interés

(tabla 8), como; una concentracion maxima (Cmax) de 14.82 ug/mL a un tiempo (Tmax)
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de 21 min; un tiempo de vida media (t2) de 66.26 min; un area bajo la curva del
primer momento de tiempo cero a infinito (ABCM [ 0-t) de 730.07 pg/mL*min , un
tiempo medio de residencia (TMR) de 81.14 min; una constante de eliminacion de
0.02 min-1, que describe la razon por la cual 6-OHF se elimina lentamente del

organismo a traves del tiempo.
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Figura 25.Concentracion de 6-OHF en plasma de rata a través del tiempo.

Tabla 8.Parametros farmacocinéticos de 6-OHF en ratas wistar después de una
administracion oral de 50 mg/kg.

Parametro Valor Unidades
r 0.95
Trmax 21.00 min
Crmax 14.82 pg/mL
ke 0.02 min-’
t12 66.26 min
ABCinF 730.07 pMg/mL*min
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Vd/F 6576.24 mL/ ug
Cl/F 88.88 mL/min/ ug
MRTnF 81.14 min
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8. CONCLUSIONES
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El estudio in silico predij6é que 6-OHF bloquea el canal de calcio ROC y VOC,
y podria interactuar con las cavidades de unién que acceden al sitio catalitico,
y esta interaccion puede activar eNOS.

El estudio farmacoldgico mostré que la actividad antialérgica de la muestra de
prueba esta relacionada con una disminucion en la produccién de

tromboxanos Ba.

6-OHF mostrd seguridad en su uso basado en los estudios de toxicidad aguda

y subcronica. Se establecié que la DL, por via oral, podria estar entre 2000

y 5000 mg/kg, ubicandose en la categoria 4 segun la GHS.

El estudio farmacocinético de 6-OHF mostr6 rapida absorcion en roedores.
Esto hace suponer que en animales superiores y/o seres humanos su
comportamiento puede favorecer a un efecto inmediato en respuesta a una

crisis de asma alérgica.
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9. PERSPECTIVAS
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Con base a los resultados del estudio in vivo determinar el mecanismo

inmunoldgico de 6-OHF como antialérgico y extrapolar un estudio cronico.

Hacer uso de la tecnologia farmacéutica para mejorar la solubilidad de 6-OHF.

Realizar los estudios de formulacién necesarios para obtener una forma
farmacéutica de 6-OHF con las mejores propiedades biofarmacéuticas como

medicamento para el tratamiento de asma alérgica.

Proponer los estudios en fase clinica de 6-OHF mediante la colaboracion del

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias para el acceso a pacientes.
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FACULTAD DE FARMACIA

Av. Universidad 1001 Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL C.P. 62210 Tel. (01 777) 329 7089 y 329 7000 Ext. 3365
ESTADC DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos a 08 de Abril de 2017.

DRA. YADIRA LILIAN BEJAR RAMIREZ
RESPONSABLE SANITARIO DEL CET
PRESENTE

Por medio de la presente, solicito a usted nos pueda hacer la donacién de 1 unidad de
plasma humano por mes, ya que se utilizaran en el montaje de técnicas analiticas de
nuevas moléculas bioactivas a través de la técnica de cromatografia de liquidos de alta
resolucion. Esta solicitud se hace debido a que el material biolégico mencionado se
utilizara como parte del proyecto de tesis de Doctorado de la alumna Angélica Flores
Flores con nimero de matricula 1020120501 de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Adicionalmente, nos permitird minimizar la

utilizacion y el sacrificio de animales de experimentacion. Por su atencion gracias.

ATENTAMENTE
“POR UNA HUMANIDAD CULTA”

Dr. Samuel Enoch Estrada Soto

Profesor-Investigador Titular C de Tiempo
Completo

ANEXO I. Donacion de plasma humano por el centro estatal de transfusiones
sanguineas de Morelos.
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Q,Q INSTITUTO NACIONAI
C DE ENFERMEDADES
SALUD O} ) RESPIRATORIAS

T RRRTAAR st W [GMAEL COSIO VILLEGAS
INER

COMITE DE INVESTIGACION

México D. F. a 18 de Enero de 2016
INER/CI/008/16

Dra. Blanca Margarita Bazan Perkins
Investigador Principal

Asunto: DICTAMEN DEL COMITE DE INVESTIGACION.
APROBACION.

Titulo del Proyecto: EVALUACION INMUNOLOGICA N FISIOLOGICA DE DERIVADOS DE FLAVONOIDES,
NIFEDIPINA Y TEOFILINA EN UN MODELO DE ASMA ALERGICA EN EL COBAYO.

Cddigo asignado por el Comité: BO1-16

Le informamos que su proyecto de referencia ha sido evaluado por el Comité y las opiniones acerca de los
documentos presentados se encuentran a continuacion:

N° y/o Fecha Version Decision

Protocolo Version 1, Noviembre 2015 APROBADO

Este protocolo tiene vigencia de enero 2016 a enero 2019.

En caso de requerir una ampliacidn, le rogamos tenga en cuenta que deberad enviar al Comité un reporte de
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350

400

Concentracion plasmatica (Cp)

450

Tiempo 1 2 3 4 5 6 7 8
0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 3.527 10.954 0| 18.585 0 22.323| 7.913
30 3.840 1.534 6.018 6.025| 18.354 12.25 21.647| 9.952
45 1.991 1.653 6.997 0.886 3.487 2.057 1.86| 2.676
60 3.542 1.978 7.152 0.75 2.724 0.815 1.471| 2.388
80 2.715 2.145 7.856 0.49 2.383 0.294 0.926| 3.116
100 3.311 2.940 5.979 0.317 0 0.241 0| 2.593
120 0 0.750 2.221 0.252 0 0.078 0| 1.786
150 0 0 1.873 0 0 0 0| 1.410
180 0 0 1.103 0 0 0 0| 1.158
240 0.43 0 0 0 0| 1.086
300 0.412 0 0 0 0| 0.900
360 0.178 0 0 0 0| 0.836
480 0.0287 0 0 0 0| 0.457
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Perfiles 1 2 3 4 5 6 promedio
r 0.9588 0.9877 | 0.9377 | 0.9609 0.9891 0.91 0.96
Tmax 15 30 15 30 15 30.0 22.50
Cmax 10.95 6.025 18.59 12.25 22.32 10.0 13.36
ke 0.01 0.01 0.01 0.04 0.02 0.04 0.02
t2 59.48 38.91 65.08 17.07 34.48 155.2 61.70

ABCinF 993.47 149.59 | 901.64 | 242.27 768.52 744.4 633.32

Vd 4318.58 | 18766.54 |5206.91| 5083.32 | 3236.65 | 15035.7 8607.96
Cl 50.33 334.22 55.45 206.38 65.06 67.2 129.8
MRTinF 88.13 55.54 64.85 37.48 31.60 183.7 76.9

ANEXO V. Perfiles del estudio de farmacocinética con un analisis no
compartimental.
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1 | INTRODUCTION

Allergic asthma is a chronic airway inflammatory disease that mani-
fests itself as recurrent reversible bronchoconstriction and airway
hyperresponsiveness (AHR) (GINA, 2017). It is associated with
changes in the levels of eosinophils, mast cells, lymphocytes, cyto-
kines, and other inflammatory cell products. Currently, asthma therapy
lacks satisfactory success because of the adverse effects of broncho-
dilators and anti-inflammatory drugs, and patients resort to alternative
medicine to treat their asthma (GINA, 2017). In this regard, research
for novel active plant compounds has increased, considering that nat-
ural products offer a structural diversity with different pharmacologi-
cal effects and specific mechanisms of action, and in several cases,
that are accompanied by multitarget interactions. A clear example are
flavonoids, which are small molecules, and their classification depends
on patterns of substitution in the heterocyclic ring, such as chalcones,
flavones, flavonols, flavanols, flavans, flavanones, anthocyanidins, and
isoflavonoids, and their different structures lead to changes in bioac-
tivity and metabolism (Havsteen, 2002; Wen et al., 2017). Recent
reports show that more than 9,000 flavonoids possess important
effects, including antiviral/bacterial, antidiabetic, anticancer, antiaging
(Wang, Li, & Bi, 2018), anti-allergic, anti-hepatotoxic, and antispas-
modic activities, and protection against cardiovascular events
(Harborne & Williams, 2000; Havsteen, 2002; Torres-Piedra et al.,
2011; Wang et al., 2018; Wen et al., 2017). Also, they demonstrate
vasorelaxant, antioxidant, antiatherogenic, and bronchodilatory activi-
ties, among others (Harborne & Williams, 2000; Tanaka & Takahashi,
2013; Torres-Piedra et al., 2011). In addition, flavonoids have been
suggested as having anti-inflammatory properties, which avoid dam-
age induced by neutrophils as the central cell in the acute inflamma-
tory process (Zeinali, Rezaee, & Hosseinzadeh, 2017). Moreover, the
anti-allergic activity of fisetin was shown to inhibit the degranulation
of immunoglobulin E (IgE)/Ag-stimulated RBL-2H3 cells in a dose-
dependent manner (Jo & Park, 2017). In addition, in an ovalbumin
(OVA)-sensitized mouse model, apigenin, when administered intraper-
itoneally (i.p.) at 5 or 10 mg/kg before the last OVA challenge, resulted
in a significant inhibition of asthmatic reactions, such as serum IgE ele-
vation, eosinophil accumulation, IL-4, IL-5, and eosinophil peroxidase
activity in BALF, as well as AHR. Thus, the aim of this study was to
expand previous findings, emphasizing whether 6-HOF causes
tracheal relaxation and to characterize the putative pharmacological
mechanisms responsible for such an effect. In addition, we sought to
establish the in vivo antiasthmatic effect in an OVA-induced allergic
model and the toxicological profile of 6-HOF in acute and sub-chronic

mouse models.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Chemicals and drugs

Carbamoylcholine chloride (carbachol), theophylline, glibenclamide,
2-aminopyridine, N(w)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), 1H-
[1,2,4] oxadiazolo[4,3-alquinoxalin-1-one (ODQ), indomethacin, Iso-
proterenol, Nifedipine, CaCl,, 6-hydroxyflavone (6-HOF), KCI, OVA,

aluminum hydroxide, dimethyl sulfoxide, and propylenglycol were
purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO). All other reagents
were of analytical-grade and from a local source. Stock solutions of
6-HOF were formulated utilizing distilled water and were freshly pre-

pared on the same day of experimentation.

2.2 | Animals

Male Wistar rats (weighing 250-300 g) and male ICR mice (weighing
25-30 g) were obtained from FESI Bioterium, Universidad Nacional
Autéonoma de México. Male, outbred guinea pigs (weighing
350-400 g) were purchased from Harlan-México (strain HsdPoc:DH).
The animals were maintained under filtered, air-conditioned,
12-/12-hr light/dark cycles at 21 + 1 °C and at 50-70% humidity and
were fed sterilized pellets (Purina Chow or 2040 Harlan Teklad Guinea
Pig Diet) and water ad libitum.

All of the animals' procedures were conducted in accordance with
our Federal Regulations for Animal Experimentation and Care
(SAGARPA, NOM-062-Z00-1999, México) and were approved by
the Scientific and Bioethics Committee of the Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias with assigned code BO1-16.

23 |

The Wistar rats were killed by cervical dislocation. The trachea was

Isolated thoracic tracheal rat ring model

dissected and cleaned of connective tissue and mucus, and immedi-
ately sectioned into rings 4-5-mm in length (each containing 2-3 car-
tilaginous rings). Then, tissue segments were mounted on stainless
steel hooks under an optimal tension of 2 g in 10-ml organ baths con-
taining warmed (37 °C) and oxygenated (O,/CO,, 95:5) Krebs solution
(composition, mM: NaCl, 118; KCI, 4.7; CaCl,, 2.5; MgSQ,, 1.2;
KH,PO,, 1.2; NaHCO3, 25.0, and glucose, 11.1, pH 7.4). Changes in
tension were recorded by Grass-FTO3 force transducers (Astromed,
West Warwick, RI) connected to an MP100 Analyzer (Biopac Instru-
ments, Santa Barbara, CA) as described (Estrada-Soto et al., 2012).
After equilibration, the rings were contracted by carbachol (1 uM) and
washed every 40 min for 2 hr. After contraction with carbachol, the
test samples (6-HOF, vehicle, and positive control) were added at
the bath in a volume of 100 pL; then, cumulative concentration-
response curves (CRC) were obtained for each ring. The relaxant
effect of the test samples was determined by comparing the muscular
tone of the contraction before and after addition of the test materials.
Muscular tone was calculated from the tracings using Acknowledge

software (Biopac®).

2.3.1 | Determination of the underlying functional mode
of action of 6-HOF on tracheal rat rings

The following ex vivo experiments were carried out:

e For interaction with the cholinergic receptors, CRC were obtained
with carbachol (0.006-540 uM) after the tissues were incubated
with 47 or 84.14 uM of 6-HOF during 15 min. The carbachol-
contractile effect was determined by comparing the contraction

induced by carbachol in the absence and presence of 6-HOF.
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e For interaction with the p-adrenergic receptor, tissues were prein-
cubated during 15 min with Isoproterenol (10 pM; B-adrenergic
agonist), and the maximal relaxing effect of 6-HOF was compared
in the absence and presence of Isoproterenol.

e To establish a possible interaction of 6-HOF with the L-type cal-
cium channel, tracheal rings were washed with Krebs solution,
then rinsed with a solution containing KCI (80 mM). Once a pla-
teau was attained, CRC of 6-HOF-induced relaxation were
obtained by adding cumulative concentrations of the compound
to the bath.

e To determine whether the inhibition of extracellular Ca%* influx
was involved in 6-HOF-induced relaxation, the experiments were
carried out in Ca®*-free Krebs solution. Tracheal rings were
washed with Ca®*-free Krebs solution containing KCl (80 mM)
(15 min), and cumulative CRC for CaCl, were obtained in the
absence of 6-HOF (control group) or after a 15-min incubation
with 6-HOF (26.3, 47, 84.14, and 149.88 uM). Finally, the con-
tractile effect induced by CaCl, was compared in the absence and
presence of 6-HOF.

e For disruption of the NO/cGMP pathway, the tissues were incu-
bated with L-NAME (10 pM, NOS inhibitor) or ODQ (10 pM, sGC
inhibitor) during 15 min, and immediately, 6-HOF was added at
different concentrations and cumulative CRC were obtained.

2.4 | Docking studies

Human endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (1IM9R, PDB code;
Berman et al., 2000) and human L-type calcium channel, modeled by
Lipkind and Fozzard (2003), were used as reference target. Docking
standardization for each target was carried out utilizing previously
bound or docked molecules, that is, the 3-bromo-7-nitroindazole
structure bound to the crystallographic structure, 1M9R, was
employed for NOS. Nifedipine was used for the human L-type calcium
channel ligand. Nifedipine and 6-HOF were constructed using
MarvinSketch by ChemAxon (2018). 3-Bromo-7-nitroindazole coordi-
nates were obtained from the crystallographic structure, 1M9R.
A validated protocol was used to reproduce correctly the
docking root-mean-square deviation (RMSD) between 3-bromo-
7-nitroindazole and 1MR9 crystal ligand. The RMSD obtained was
2.66 + 0.49 A by 100 independent docking experiments.

Docking experiments were directed to the known binding site of
each target. The NOS grid-box center was located at (24.16, 12.55,
30.29) with a size of 14 x 14 x 24 A3; this box was sufficient to
cover S, M, C2, and C1 sites, as reported by Rios et al. (2012). The L-
type calcium channel grid center was at (0, O, 0) with a size of 22.50 x
22.50 x 22.50 A3. All grid boxes had 1 A of grid spacing. All systems
were prepared utilizing PyMol 2.1.0 by Schrédinger (2010) and the
Autodock Vina plug-in for PyMol (Seeliger & de Groot, 2010). Auto-
dock Vina (Trott & Olson, 2010) software was used to conduct all
docking studies; 100 independent docking runs for each ligand were
performed.

All images were performed using Visual Molecular Dynamics
(Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996), and protein-ligand interaction

maps were created with Maestro (Schrédinger, 2018).
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2.5 | Invivo experiments in the guinea pig asthma
model induced by an OVA-sensitization procedure

On Day 1, the guinea pigs received a mixture of 60 pg/ml of OVA
with aluminum hydroxide (1 mg/ml) dispersed in saline solution via
both i.p. (0.5 mg/ml) and subdermal (s.d.) (0.5 mg/ml) injections. Anti-
gen sensitization was reinforced 8 days later with OVA aerosol
(3 mg/ml) delivered during 5 min. The aerosols were produced by a
US-1 Bennett Nebulizer (flow, 2 ml/min; Multistage Liquid Impinger;
Burkard Manufacturing Co., Rickmansworth, Hertfordshire, UK),
releasing mixed particles <4 um (44%), 4-10 pm (38%), and > 10 pm
(18%) in size. On Day 15, guinea pigs that developed immediate air-
way obstruction (the asthma model) after antigen challenge during
1 min with OVA aerosol (1 mg/ml) were used for 6-HOF and vehicle
treatments. Additional control groups of non-sensitized guinea pigs
were included.

2.6 | Barometric plethysmography

Inhalation challenges were carried out by using a barometric plethys-
mograph to record acute airway obstructive response to the antigen
immediately after OVA delivery. We utilized whole-body single-
chamber plethysmography for freely moving animals (Buxco Electron-
ics, Inc., Troy, NY) to evaluate pulmonary function according to the

principles previously described.

2.7 | Determination of bronchial obstruction

6-HOF was tested at different doses (30, 50, and 90 mg/kg), or pro-
pylenglycol (10%) was injected i.p. into animals 45 min before the
OVA aerosol challenge. Guinea pigs were challenged for 1 min, and
bronchial obstruction was recorded for one additional minute for each
increasing dose of aerosolized OVA or saline aerosol. The highest
value on the bronchial obstruction (iB) index obtained during each
OVA challenge was expressed as a percentage of the baseline iB value
exhibited after saline challenge, to determine the potential bronchodi-
latory effect of 6-HOF.

2.8 | Toxicological studies

28.1

The acute toxicity study for 6-HOF was carried out to evaluate any

| Acute oral toxicity test

possible toxicity. The experiment was conducted in accordance with
the recommendation of Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) Guideline 425 (OECD, 2008). For this purpose,
three male ICR mice (weighing 25-30 g), orally administered with
gradual doses (5, 50, 300, and 2,000 mg/kg body weight), were used.
After treatment, the animals were carefully observed for signs of
toxicity, mortality, and general behavior for 4 hr. Animals were also

monitored for 14 days after treatment.

2.8.2 | Sub-chronic toxicity study

The sub-chronic experiment was carried out using repeated doses of
6-HOF (Hernandez-Vazquez et al., 2017; Parasuraman, 2011). Two
independent groups of six male ICR mice (weighing 25-30 g each)
were administered daily with 6-HOF (50 mg/kg) oral dose by gavage
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for 28 days, and the control group received saline solution. All animals
survived until the end of the observation period. Visible and transitory
signs of toxicity were carefully observed during the first 4 hr following
each administration, as well as at 8 and 12 hr afterward. Changes in

body weight were monitored daily during the entire study.
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The weight of the organs of all of the mice was recorded at the end of

Relative organ weight

the experiment. The kidneys, liver, lungs, and heart of each mouse in
the experimental and control groups were collected and weighed.
Relative organ weight (ROW) was calculated as follows: ROW =
(organ weight/body weight) x 100.

284 |

Blood was collected by cardiac puncture. The blood sample was main-

Determination of biochemical parameters

tained at room temperature for 30 min for it to clot. Afterward, the
test tube containing the clotted blood sample was centrifuged at
10,000 rpm for 10 min to obtain serum. The serum was used for the
biochemical tests. The values of blood glucose, cholesterol, triglycer-
ides, HDL, ALT, and AST were determined following standard labora-

tory procedures.

285 |

A complete necropsy was performed on each animal, in which a care-

Histopathological examination

ful macroscopic observation inspected for the presence or absence of
anatomic abnormalities was carried out, comparing treated and con-
trol groups. Tissue samples that were collected from the lungs, liver,
kidneys, and heart of each animal were fixed immediately by immer-
sion in 10% buffered formalin, then routinely processed and embed-
ded in paraffin. The paraffin-embedded tissues were sectioned at a
width of 4-5 um, mounted on glass slides, and stained with hematoxy-
lin and eosin (H&E). Histological slides were examined with a conven-

tional light microscope (Zeiss 40x).

2.9 | Statistical analysis

Pharmacological data was analyzed by two-way analysis of variance
and post hoc Tukey and Dunnett tests. The difference was considered
significant with a p value of <.05. All values were expressed as the
mean =+ the standard error of the mean. CRC were plotted, and the
obtained experimental data were adjusted by a nonlinear curve-fitting
program (ORIGIN 8.0).

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Natural products are an important source for discovery and develop-
ment of new drugs with novel therapeutic targets for more specific
treatments and less adverse effects. Within this context, flavonoids
are privileged scaffolds that possess several activities and mechanisms
of action (Goszcz, Duthie, Stewart, Leslie, & Megson, 2017; Har-
borne & Williams, 2000; Wang et al., 2018). In previous reports, the
potential effect of flavonoids as antiasthmatic drugs, especially those
possessing powerful antioxidant, anti-allergic, anti-inflammatory,

immune-modulating, and airway smooth muscle relaxant effects, have

been described (Flores-Flores et al., 2018; Goszcz et al, 2017;
Tanaka & Takahashi, 2013; Wang et al., 2018). The majority of these
induce their antiasthmatic effect via the inhibition of the release of
chemical mediators, the synthesis of Th2 type cytokines such as inter-
leukin (IL)-4 and IL-13, and CD40 ligand expression by high-affinity
IgE receptor-expressing cells such as mast cells and basophils
(Tanaka & Takahashi, 2013). They also inhibit IL-4-induced signal
transduction and affect the differentiation of naive CD4+ T cells into
effector T cells through their inhibitory effect on the activation of the
aryl hydrocarbon receptor (Tanaka & Takahashi, 2013). Various stud-
ies of flavonoids in asthmatic animal models have demonstrated the
beneficial effects of luteolin, apigenin, and fisetin, among others
(Tanaka & Takahashi, 2013). They significantly suppressed OVA-
induced airway bronchoconstriction and AHR in Balb-c mice. It is well
known that several antiasthmatic drugs have exhibited an adverse
effect and/or they cannot efficiently control the disease and its
related symptoms. Thus, for treatment, the combinatorial therapeutic
strategy with bronchodilators and anti-inflammatory drugs is required.
Within this context, our research group is dedicated to discovering
and developing new dual drugs that are capable of treating asthma
from the bronchodilatory and anti-inflammatory points-of-view. Thus,
in the current work, we describe how 6-HOF induced its relaxant
effect on tracheal rat rings (underlying the functional mode of action),
as well as its significant suppression of OVA-induced airway broncho-

constriction in a guinea pig model.

3.1 | Tracheal relaxation and its underlying
mechanism of action: functional and in silico
experiments

In a previous work (Flores-Flores et al., 2018), the authors described
that 6-HOF induced significant relaxation on isolated tracheal rat rings
precontracted with carbachol. In fact, 6-HOF was the most potent
compound of the entire series studied; thus, in the current investiga-
tion, 6-HOF induced significant concentration-dependent relaxation
that was more potent than that of the positive control (theophylline)
(Figure 1a). Moreover, preincubation with 47 and 84.14 uM of 6-HOF
diminished, and in nonparallel and concentration-dependent manners,
the contractions induced by carbachol and significantly depressed
the maximal response (Figure 1b). Recent results suggest that the
flavonoid-relaxant effect could be produced by a noncompetitive
antagonism by means of cholinergic-receptor allosteric-site interac-
tion and/or by a functional antagonism associated with a
B-adrenoceptor agonism, second-messenger accumulation, and/or cal-
cium channel blockade (Aleman-Pantitlan et al., 2016; Sanchez-
Recillas et al., 2014). Therefore, we decided to elucidate the functional
mode of action of 6-HOF as a functional antagonist on those targets.
Asthma is characterized by excessive airway smooth muscle
(ASM) contraction. ASM contraction is dependent on the phosphory-
lation of the regulatory myosin light-chain mediated by myosin light-
chain kinase, which is in turn activated by the binding of calmodulin
and calcium (Chen & Sanderson, 2017; Pfitzer, 2001). Hence, an
increase of intracellular calcium concentration ([Ca®']i) induces the
contraction of ASM; in this regard, the flavonoid relaxed the contrac-
tion induced by KCI 80 mM (Figure 2a), similar to Nifedipine (an L-
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(a) Relaxing concentration-response curves (CRC) of 6-hydroxyflavone (6-HOF) on tracheal rat rings contracted with carbachol

(1 pM). (b) CRC of carbachol in the absence and presence of increasing concentrations of 6-HOF. Data are expressed as the mean =+ the standard

error of the mean of six experiments (***p < .01; *p < .05)

type calcium channel blocker), employed as positive control; while the
CaCl,-induced contraction was significantly reduced by the 6-HOF
(Figure 2b), suggesting that the flavonoid acts as a calcium channel
blocker (Godfraind, 2017). The contraction of smooth muscle induced
by high K* is dependent on the entry of Ca" into the cells through
voltage-operated calcium channel (VOC) cell-membrane depolariza-
tion, while inhibition of high K*-induced contraction is because of the
result of blocked Ca%* entry through these VOC (Ghayur, Gilani, Khan,
Amor, & Choudhary, 2006; Godfraind, 2017; Yagi, Kuwahara, & Tsu-
bone, 2002). Morel and Godfraind described that, in the presence of
dihydropyridines, KCl-dependent contraction is lowered as a function
of the concentration of the blocker and duration of the depolarization,
implying that membrane potential is involved in dihydropyridine
action, such as that revealed by Nifedipine (Figure 2a) (Morel & God-
fraind, 1987). Thus, a variety of Ca?* entry pathways are proposed to
2* homeostasis in ASM contraction, including VOC,
channels (ROC) and reverse-mode Na*/Ca?*

contribute to Ca
receptor-operated Ca?*
exchangers (Chen & Sanderson, 2017). However, the most important

Ca?* influx pathway coupled with Ca®* loss from sarcoplasmic reticu-
lum is probably that of store-operated calcium entry (SOCE). SOCE
has been recently identified as a Ca* influx pathway in ASM contrac-
tion (Chen & Sanderson, 2017). Because 6-HOF was capable of relax-
ing the contraction induced by KCI 80 mM, and to avoid CaCl,- and
carbachol concentration-dependent contractions, the data suggested
that flavonoid might obstruct both ROC and VOC (Godfraind, 2017).
However, it is necessary to conduct more experiments to discard or
include the participation of SOCE.

However, the role of second messengers NO, cGMP, and cyclic
adenosine monophosphate (cCAMP) production and/or accumulation
and potential f-adrenoceptor agonism by 6-HOF as relaxant mecha-
nism was investigated. In the presence of L-NAME (an unspecific
NOS inhibitor) and ODQ (a specific soluble guanylyl-cyclase inhibi-
tor), 6-HOF relaxant curves were significantly displaced to the right
and the efficacies were drastically diminished (Figure 3a), indicating
that a second mechanism of action is involved in 6-HOF actions,
such as possible increases of NO/cGMP (Chen & Ko, 2017). Recent
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FIGURE 2

(b) Inhibitory effect of 6-HOF on the contraction curves induced by the cumulative concentration of extracellular CaCl, in Ca?

(a) Relaxing concentration-response curves of 6-hydroxyflavone (6-HOF) on tracheal rat rings contracted with KCI (80 mM).

*-free solution.

Results are presented as the mean = the standard error of the mean, n = 6. ***p < .001 each point compared with control
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(a) Relaxing concentration-response curves (CRC) of 6-hydroxyflavone (6-HOF) on tracheal rat rings pretreated with N(w)-nitro-L-

arginine methyl ester and 1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one and contracted with carbachol (1 pM). (b) Relaxing CRC of 6-HOF on
tracheal rat rings pretreated with isoproterenol (10 uM) and contracted with carbachol (1 uM). Data are expressed as the mean =+ the standard

error of the mean, n = 6 (**p < .01; ***p < ,001) compared with control

studies have revealed that nitric oxide (NO) exerts a significant
bronchodilatory effect on asthmatic subjects (Chen & Ko, 2017;
Hamad, Clayton, Islam, & Knox, 2003). Soluble guanylyl cyclase
(sGC) is the main mammalian receptor for the gaseous signaling mol-
ecule NO, that is, the binding of NO to sGC increases the production
of ¢cGMP by several hundred-fold. cGMP is an important second-
messenger molecule in cells and binds to protein kinase G, ion chan-
nels, and phosphodiesterases. This regulation by cGMP leads to vari-
ous physiological responses, including vasodilation, bronchodilation,

photosensitivity, and cell growth and differentiation (Vijayaraghavan,

Kramp, Harris, & van den Akker, 2016). However, it is well known
that the activation of the p-adrenoceptor coupled to Gs-protein, by
its B-agonists, involves the production of cAMP through the activa-
tion of adenylate cyclase, which induces bronchodilation and anti-
inflammatory actions on airways through the activation of PKA
(Barnes, 1995; Hamad et al., 2003). However, the effect of 6-HOF in
the presence of isoproterenol was not modified (Figure 3b), which
allowed us to discard B-adrenoceptor agonism and a possible

involvement of cAMP production in the relaxant effect of the

flavonoid.
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FIGURE 4

6-hydroxyflavone

(Upper figures, left) Human endothelial nitric oxide synthase shown in cartoon representation with heme groups (red), 3-bromo-

7-nitroindazole (green), and 6-hydroxyflavone (6-HOF) (blue). (Right) Closer look at the binding site used in this work (images made employing
Visual Molecular Dynamics). (Lower figures) Tri- and bidimensional interactions map for 3-bromo-7-nitroindazole (left) and 6-HOF (right) (images

generated with Maestro by Schrodinger, 2018)
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Nifedipine

FIGURE 5

6-hydroxyflavone

(Upper figures, left) L-type human calcium channel model shown in cartoon representation with Nifedipine (green) and

6-hydroxyflavone (6-HOF) (blue). (Right) Closer look at the binding site used in this work (images made employing Visual Molecular Dynamics).
(Lower figures) Tri- and bidimensional interactions maps for Nifedipine (left) and 6-HOF (right) (images generated with Maestro by

Schrédinger, 2018)

Because the relaxant effect of 6-HOF is related with a calcium
channel blockade and was greatly reduced by L-NAME (an established
NOS inhibitor), we decided to investigate the in silico putative interac-
tion of the flavonoid with an L-type calcium channel and NOS. 6-HOF
docking results against NOS and L-type calcium channels showed
that, in both cases, it may bind with lower binding affinity than the
ligands used as reference. For NOS, 6-HOF had a binding affinity
energy of —8.9 + 0.0 kcal/mol versus —7.36 + 0.05 kcal/mol for
3-bromo-7-nitroindazole (2.66 + 0.49 A against crystallographic
pose). NOS docking with 6-HOF revealed that it binds in nearly in the
same position as 3-bromo-7-nitroindazole utilizing similar interactions.
The lower binding-affinity energy of 6-HOF might be attributable to
better stacking interaction with TRP447 and to a large van der Waals-
interaction surface when compared to 3-bromo-7-nitroindazole, as
noted in the interaction map (Figure 4). 3-Bromo-7-nitroindazole and
6-HOF interacted with nearly the same residues. However, 6-HOF
underwent interactions with five additional residues (VAL449,
PRO450, PRO451, GLU361, and MET355), which 3-bromo-
7-nitroindazole cannot reach because of its shorter molecular size.
Calcium channel results demonstrated that 6-HOF binding-affinity
energy was —7.78 + 0.0 kcal/mol versus —5.75 + 0.31 kcal/mol for
Nifedipine. Thus, 6-HOF possesses a better affinity for the L-type cal-
cium channel; as it can be seen in Figure 5 (upper right), both ligands
(Nifedipine and 6-HOF) fit at the same binding pocket with the same
interactions. However, 6-HOF, because of its lack of substituents, can
fit deeper into the binding pocket having more interactions with resi-
dues. As with eNOS, 6-HOF interacted with the same residues as
Nifedipine but with three additional residues (CYS14, GLY49, and
CYS46), because of its larger size. Taken together, the docking results
indicate that 6-HOF blocked ROC and VOC, that it could interact with

the binding pockets that access the catalytic site, and that this interac-
tion might activate eNOS.

3.2 | Invivo antiasthmatic effect of 6-HOF by anti-
allergic action

Taking in account previous reports in which the efficacy of flavonoids

as experimental antiasthmatic drugs was described (Goszcz et al,

FIGURE 6 Anti-allergic effect of 6-hydroxyflavone on aerosolized
ovalbumin-induced acute bronchial obstruction in guinea pigs. The
results are presented as the mean + the standard error of the mean,
n =7 (**p < .01; ***p < .001). iB = index of bronchial obstruction,
AM = asthma model
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FIGURE7 Comparative micrographs of lung sections showing bronchioles of a guinea pig asthma model after treatment with 6-hydroxyflavone

or vehicle

TABLE1 Dose used, body weight, and animal mortality in the 6-HOF
acute toxicity study

Dose Animals per Change in body
(mg/kg) group weight Mortality
5 3 No 0/3
50 3 No 0/3
300 3 No 0/3
2,000 8 No 0/3
250 -
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3 200+ Vehicle (NaHCO3 5%)
2 6-HOF (50 mg/ kg)
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FIGURE 8 Blood transaminases, glucose, and lipid profiles
determined in animals treated daily with 6-hydroxyflavone (50 mg/kg)
for 28 days, vehicle, and sham. Each bar represents the mean =+ the
standard error of the mean of at least three animals compared with
the sham and vehicle groups (*p < .05). AST = aspartate
aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase; GLU = glucose;
CHOL = cholesterol; TG = triglycerides; HDL = high-density
lipoprotein

-~ Sham
2.0 - Vehicle (NaHCO3 5%)
1.5 -8~ 6-HOF (50 mg/Kg)
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FIGURE9 Body weight in animals daily treated and untreated with
6-hydroxyflavone (50 mg/kg) for 28 days. Each bar represents the
mean =+ the standard error of the mean, n = 6 (*p < .05)

0.8

% Relative organ weight

%Relative organ weight

%Relative organ weight
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FIGURE 10 Relative weight of heart, kidney, lung, and liver in animals
daily treated and untreated with 6-hydroxyflavone (50 mg/kg) for

28 days. Each bar represents the mean + the standard error of the
mean of at least three animals compared with sham
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FIGURE 11 Histology of lung, liver, heart, and kidney from mice treated for 28 days with repeated administration of 6-hydroxyflavone (6-HOF)
in toxicity-dosage study. Representative micrographs of each group (40xX): treated group with 6-HOF (50 mg/kg), vehicle (solution of NaHCO3
5%), and sham. There are no histological abnormalities among the groups (H&E-stained sections)

2017; Tanaka & Takahashi, 2013; Wang et al., 2018) and the relaxant
effect that was exhibited by 6-HOF (Flores-Flores et al., 2018), we
decided to explore the potential antiasthmatic effect of this flavonoid
in allergic OVA-induced bronchoconstriction in a guinea pig model.
Animals exposed to OVA three times for 15 days (at Days O, 8, and
15) were treated with 6-HOF at 30, 50, and 90 mg/kg i.p. 45 min
before the last OVA challenge. After that, bronchoconstriction was
measured. As observed in Figure 6, 6-HOF decreased OVA-induced
bronchoconstriction in a dose-dependent manner (30 and 50 mg/kg);
however, the effect at 90 mg/kg was less efficient than at 50 mg/kg.
Histological slides of lungs (H&E) from guinea pigs treated and
untreated with 6-HOF (50 mg/kg) were analyzed (Figure 7). 6-HOF
produced a significant opening of bronchioles compared with that of
the naive and vehicle groups, suggesting very important antiasthmatic
action. The decrease of bronchoconstriction induced by the flavonoid
could be related with inhibiting the degranulation of the mast cells
and/or with lowering IgE, IL-4, IL-5, and IL-13 levels, as reported for
other flavonoids (Tanaka & Takahashi, 2013). Further experiments are

necessary to determine the immunomodulatory action of 6-HOF.

3.3 | Invivo acute and sub-chronic toxicological
studies

For preclinical studies in the development of potential drugs, it is
necessary to determine their efficacy and the safety involved in their
use. Thus, we decided to evaluate toxicity in experimental animals to
establish the safety or potential toxicity of 6-HOF. Flavonoids cur-
rently entertain a high impact on several biological systems, which
depends on their chemical structure, because of various substituents
such as glycosides, esters, amides, and hydroxyls, among others, which
modulate the polarity, toxicity, and the extracellular and/or intracellu-
lar actions of these compounds (Flores-Flores et al., 2018; Goszcz
et al, 2017; Harborne & Williams, 2000). Thus, OECD Guideline
425 with modifications was utilized to determine the acute toxicity of
6-HOF. Table 1 reveals that treatment with different doses of the fla-
vonoid (5, 50, 300, and 2,000 mg/kg) did neither cause death in the
animals nor a change in their body weight. Also, the animals were
observed carefully during the first 4 hr and exhibited neither signs of
toxicity such as tremors, seizures, salivation, piloerection, diarrhea,
and lethargy nor in behavioral and physical changes (skin, coat, eyes,
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Representation of the signal transduction pathways involved in the regulation of airway smooth muscle contraction and the potential

interaction of the 6-hydroxyflavone (6-HOF)-induced relaxant effect by calcium-channel blockade and enhanced production of nitric oxide and
cyclic guanosine monophosphate. Green arrows represent pathways activated by 6-HOF and red arrows and crosses show the 6-HOF blockade
of calcium channels, avoiding airway smooth muscle contraction. AC = adenylate cyclase; cAMP = cyclic adenosine monophosphate;

SR = sarcoplasmic reticulum; PIP, = (4,5)-bis phosphate to generate second messengers; IP; = inositol trisphosphate; DAG = diacylglycerol

or mucous membranes). The animals did not show signs of toxicity
during the 14 days following administration. The LDsq of the 6-HOF
was estimated to be greater than 2,000 mg/kg, which allowed classi-
fying it in Category 5 as a nontoxic compound based on OECD Guide-
line 425, with relatively low acute toxicity, but that, under certain
circumstances, it may pose a hazard to vulnerable populations. Com-
pounds classified in this category are less toxic than others.

However, after 28 days of treatment with 6-HOF (50 mg/kg) by
intragastric route, the mice exhibited any significant alterations nei-
ther in blood-glucose and lipid profiles nor in liver-marker enzymes
(alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase) (Figure 8),
indicating that metabolism and liver function was not altered. More-
over, no deaths or symptoms of toxicity were documented during the
28 days of treatment by oral route with 6-HOF. The animals did not
show any changes in general behavioral or in other physiological activ-
ities, such as pain sensitivity and locomotion. A similar absence of tox-
icity was observed regarding food and water consumption; also, no
change in body weight in the treated animals was observed (Figure 9).
Nevertheless, at the end of the sub-chronic study, sham animals
gained weight compared to those treated with the extract or
the vehicle, probably because of the handling of these groups during
6-HOF administration. Finally, there was no change in the relative
weight of the organs dissected out (heart, kidney, lung, and liver) after
28 days of daily treatments with the flavonoid (Figure 10).

Moreover, histological analysis revealed that daily administration
of 6-HOF during the sub-chronic period did not cause pathological
alterations in heart, kidney, lung, and liver when compared with nor-
mal and sham control mice. Histological sections of diverse tissues
from treated or control animals did not demonstrate necrosis or

inflammation (Figure 11), and the cyto-architecture was well

preserved in all studied tissues. Oral, sub-chronic treatment with
50 mg/kg of the flavonoid during 28 days did not alter blood transam-
inases, suggesting that the sample test did not produce toxicity. Fur-
thermore, histopathological analysis of the lung, liver, heart, and
kidney indicates that all of these were normal that, on their being well
intact, correlated with biochemical data. Thus, the results of the pre-
sent study contributed solid evidence in terms of the safety and phar-
macological efficacy of 6-HOF as a potential antiasthmatic drug and
also demonstrated its nontoxic activities at the physiologic and cellular
levels (Avila-Villareal et al., 2016; Cassani et al., 2015; Hernédndez-Vaz-
quez et al., 2017).

4 | CONCLUSION

These experiments suggest that 6-HOF possesses significant relaxant
activity through calcium channel blockade on rat trachea, which inter-
feres with the contraction mechanism of smooth muscle cells in the
airways as main mode of action. It appears that NO and cGMP pro-
duction are involved in the relaxant effect (Scheme 1). Furthermore,
based on the pharmacological and safety evidence, we propose this
flavonoid as a potential lead for the development of novel therapeutic

agents for the treatment of asthma.
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