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Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Preparacion de compuestos bioactivos a partir de una
flavanona natural, su evaluacion antiinflamatoria in vivo en el modelo de TPA y el
desarrollo de una formulacion nanoestructurada para aplicacion percutanea", que
para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna
Jessica Garcia Vega. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que
de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM
le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Luis Enrique Alberto Canedo y Dorantes

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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Presente:

Estimado Dr. Esquivel, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis "Preparacion de compuestos bioactivos a partir de una flavanona
natural, su evaluacion antiinflamatoria in vivo en el modelo de TPA y el desarrollo
de una formulaciéon nanoestructurada para aplicacion percutanea"”, que para obtener
el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Jessica Garcia
Vega. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al
articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el
siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Vera Lucia Petricevich

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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Cuernavaca, Mor., 29 de octubre de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Preparacion de compuestos bioactivos a partir de una
flavanona natural, su evaluacion antiinflamatoria in vivo en el modelo de TPA y el
desarrollo de una formulacion nanoestructurada para aplicacion percutanea", que
para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna
Jessica Garcia Vega. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que
de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM
le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Valeri Dominguez Villegas

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Preparacion de compuestos bioactivos a partir de una
flavanona natural, su evaluacion antiinflamatoria in vivo en el modelo de TPA y el
desarrollo de una formulacion nanoestructurada para aplicacion percutanea", que
para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna
Jessica Garcia Vega. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que
de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM
le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Maria Luisa del Carmen Garduiio Ramirez

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
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Resumen

1. RESUMEN

La preparacion de compuestos bioactivos a partir de productos naturales son puntos de partida viables en
el disefio de quimiotecas de calidad. En el pasado los productos naturales fueron el origen de muchos
farmacos, pero en la actualidad siguen siendo considerado una fuente inagotable de moléculas activas en

la busqueda de nuevas cabezas de serie para el descubrimiento de nuevos farmacos.

Se sabe que la aplicacion percutanea también conocida como aplicacién transdérmica ha resultado de
mucha ayuda en la administracion de farmacos para pacientes que requieren un tratamiento sostenido,
ofrecen numerosas ventajas que los medicamentos de administracién oral o mediante inyeccién no
pueden proporcionar. No dafian el tracto gastrointestinal ni el higado como los medicamentos orales,
evitan el dolor de las inyecciones y controlan la dosis para reducir los efectos secundarios causados por
la absorcidn de fa&rmacos temporalmente excesiva, de manera que alivian la ansiedad y ofrecen un mayor
bienestar a los pacientes. En el dmbito comercial diversos pacientes cuentan con un tratamiento
comercializado en esta novedosa presentacion farmacéutica para padecimientos como: asma,
cardiopatias sistémicas, hipertension y analgesia local; para este Gltimo caso el parche (Voltaren® parche
24H) cuenta con el diclofenaco sédico como principio activo que corresponde a un antiinflamatorio que
posee actividades analgésicas y antipiréticas y estd indicado por via oral e intramuscular para el
tratamiento de enfermedades reumaticas agudas, artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, artrosis,
lumbalgia, gota en fase aguda, inflamacidn postraumatica y postoperatoria, colico renal y biliar, migrafia
aguda, y como profilaxis para dolor postoperatorio y dismenorrea. Sin embargo, el uso prolongado de
este fArmaco ha tenido también importantes aspectos en lo referente a reacciones adversas y efectos
secundarios como el deterioro renal que se encuentra ya repostado al exceder la dosificacion prescrita

por el médico.

La estrategia de farmacomodulacion es una posibilidad en el disefio de nuevos compuestos organicos
pon posible aplicacion terapéutica y permite la preparacion de compuestos derivados a partir de un

compuesto lider, que en este caso corresponde a una flavanona natural.

El empleo de principios activos de origen natural y sus derivados ha demostrado ser una alternativa

potencial para atender la inflamacion neuronal como sistémica pensando en los padecimientos antes
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mencionados y considerando el avance en el desarrollo de formulaciones nanoestructuradas que
conducen a la liberacion controlada de los fArmacos el desarrollo de un parche transdérmico de una serie
de flavanonas activas como agentes antiinflamatorias permitira acercarse cada vez mas a una posible

alternativa terapéutica.

Las flavanonas obtenidas de la especie vegetal Eysenhardtia platycarpa han dado oportunidad al avance
de la investigacion en el disefio de farmacos empleando la estrategia de disefio de farmacomodulacion.
Con ello el disefio experimental del presente proyecto de tesis conducira a la preparacion y
caracterizacion de una serie de compuestos derivados a partir de la flavanona natural 2-(S)-5,7-dihidroxi-
6-metil-8-prenil-flavanona, a los cuales se les realizara la determinacion de la eficacia antiinflamatoria
intrinseca in vivo empleando el modelo de induccion de la inflamacién con TPA, la preparacion de
formulaciones nanoestructuras y su estudio morfométrico, encaminado todo ello para su posible

aplicacion percutanea.
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2. INTRODUCCION

2.1 Inflamacion.

La inflamacion es un proceso tisular (diversos estimulos pueden ocasionar una lesion tisular, ya sean de
tipo exdgeno o enddgeno) constituido por una serie de fendmenos moleculares, celulares y vasculares de
finalidad defensiva frente a agresiones fisicas, quimicas o bioldgicas. Los aspectos basicos que se
destacan en el proceso inflamatorio son en primer lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a
circunscribir la zona de lucha contra el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es
inmediata, de urgencia y, por tanto, preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el
desarrollo posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar, el foco inflamatorio atrae a las células

inmunes de los tejidos cercanos.*

Las fases de la inflamacidn se pueden dividir en 5 etapas:

1. Liberacion de mediadores. Son moléculas, la mayor parte de ellas, de estructura elemental que son
liberadas o sintetizadas por el mastocito, bajo la actuacion de determinados estimulos.

2. Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen alteraciones vasculares y
efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su mayor parte de la
sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

4. Regulacién del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas inmunes, el fenémeno
inflamatorio también integra una serie de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el
proceso.

5. Reparacion. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la reparacion total o parcial de los

tejidos dafiados por el agente agresor o por la propia respuesta inflamatoria.t

La inflamacion presenta dos fases bien diferenciadas: aguda y cronica. La inflamacién aguda es inducida
por dafo tisular debido a un traumatismo, compuestos nocivos o invasion microbiana. EIl proceso de
inflamacidén aguda esta mediado por células inmunitarias, importantes proteinas de sefializacion celular
llamadas citocinas y otras moléculas pequefias. Las anafilatoxinas, pequefias moléculas
inmunomediadoras liberadas en el sitio de la inflamacion, estimulan los mastocitos para que liberaren

histamina, serotonina y prostaglandinas, que hacen que los vasos sanguineos se expandan
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(vasodilatacion) y se vuelvan mas permeables. Esta respuesta permite que las células inmunitarias, como
los neutrofilos, migren hacia el tejido afectado a través de la pared capilar (diapédesis) y respondan al
agente ofensivo (Figura 1). Los neutrofilos son el componente principal de pus; los signos clinicos
adicionales de inflamacion aguda incluyen hinchazon, enrojecimiento, dolor y calor en el lugar del

ataque.?

Figura 1. Diapédesis del neutrofilo.?

La inflamacion cronica, por el contrario, puede ser la Unica respuesta inflamatoria observada en ciertas
infecciones virales y reacciones de hipersensibilidad, particularmente si la causa de la inflamacion es
persistente (Tabla 1). En la inflamacion crénica, las células inmunes primarias son los macrofagos y los
linfocitos T, que producen citocinas y enzimas que causan un dafio mas duradero a las células. En la
inflamacidn cronica, la resolucién de la infeccion aguda da paso a un dafio y destruccién tisular en curso,

que se manifiesta como fibrosis tisular.?

Tabla 1. Caracteristicas de la inflamacidn aguda frente a la cronica.

Inflamacion aguda Inflamacion cronica
Células Infeccion: Neutréfilos. Macrofagos, linfocitos.
Alergia: eosindfilos, mastocitos.
Mediadores Complemento, cininas, prostaglandinas, leucotrienos, Citocinas de macrofagos y

quimicos citoquinas (interleucina 1, interleucina 6) de varias linfocitos T
células inmunes, interferon gamma de células T
Lesion Erupcion, pus, absceso Erupcion, fibrosis,
granuloma
Ejemplos Abscesos (cerebro; piel), reaccion alérgica Afecciones autoinmunes
clinicos (anafilaxis) (lupus; artritis reumatoide),

fibrosis quistica
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2.1.1 Acido araquidoénico.

El &cido araquidonico (AA) es un acido graso poliinsaturado de 20 atomos de carbono que procede de la
hidrolisis de fosfolipidos estructurales de la membrana celular en un proceso catalizado por la fosfolipasa
A,. El &cido araquidonico puede sintetizarse a partir del &cido linoleico, uno de los acidos grasos
esenciales requeridos por la mayoria de los mamiferos. El &4cido araquiddnico se encuentra en el origen
de 2 rutas enzimaticas independientes: la ruta de la ciclooxigenasa, conducente a la biosintesis de
prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) y prostaciclina (PGI2) y la ruta de la lipooxigenasa, que da

lugar a los leucotrienos (LTs).

2.1.1.1 Via de la ciclooxigenasa.

La sintesis de prostaglandinas ocurre en forma gradual por un complejo de enzimas microsémicas de
distribucion muy amplia. En esta via de sintesis, la primera enzima es la endoperéxido de prostaglandina,
Ilamada también ciclooxigenasa. Existen 2 isoformas de la enzima que son reconocidas por sus iniciales
COX-1, COX-2, claramente identificadas; sin embargo, existe la isoforma COX-3 que se encuentra en
estudio y de ella se hablara mas adelante. La primera se expresa en forma constitutiva practicamente en
todas las células y presenta gran ubicuidad; sin embargo, la COX-2 no aparece en forma constitutiva en
las células, pero puede ser inducida por citocinas, factores de crecimiento y endotoxinas, efecto que es
blogueado por la administracion de corticosteroides.

Las ciclooxigenasas actlan sobre el acido araquidonico y provocan dos acciones diferentes: una que
oxigena y produce una estructura en anillo y forma el endoperdxido ciclico PGG; y una actividad de
peroxidasa que transforma PGG. en PGH.. Los endoperdxidos G y H son quimicamente inestables, pero
por accion enzimatica se transforman en diversos productos que incluyen prostaglandinas (PGE2, PGD>

y PGF; a 0 prostaciclina (PGly) y tromboxano (TXA2).*

2.1.1.2 Via de las lipooxigenasas.
Las lipooxigenasas catalizan la oxigenacion de &cidos poliédricos hasta originar los hidroxiperoxidos
lipidos. El acido araquiddnico, que contiene varias dobles ligaduras en su configuracion, es su sustrato,

el cual es metabolizado hasta dar diversos productos con el grupo hidroxi-peroxi en distintas posiciones.*
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Los metabolitos provenientes del &cido araquiddnico reciben el nombre de A4&cidos de
hidroxiperoxieicosatetraenoicos (HPETE). Las lipooxigenasas difieren en su especificidad; asi, por
ejemplo, las plaquetas cuentan sélo con 12-lipooxigenasas Yy sintetizas 12-HPETE; pero los leucocitos
contienen 5 lipooxigenasas y ademas 12-lipooxigenasas y producen por lo tanto 5-HPETE y 12-HPETE.

Los HPETE son analogos inestables a PGG,/PGH, y son metabolizados por diversas enzimas.*

La 5-lipooxigenasa constituye una de las enzimas mas importantes de este grupo, pues a partir de ellas
se sintetizan los leucotrienos. Cuando se incrementan las cantidades de Ca*? intracelular, la 5-
lipooxigenasa se une con la proteina que la activa y dicha union activa la enzima que aumenta la sintesis
de 5-HPETE y leucotrienos.*

ACIDO ARAQUIDONICO
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Esquema 1. Cascada del acido araquidénico.®

2.1.2 Células que participan en el proceso inflamatorio.

Existen dos tipos de células implicadas en la inflamacion, unas que se encuentran en forma permanente
en los tejidos, como son los mastocitos y las células endoteliales, y otras que pueden migrar y acceden al
sitio afectado desde la sangre, como son los neutrofilos polimorfonucleares, monocitos, macréfagos y
linfocitos. Estas células producen una gran cantidad de moléculas activas que, de manera directa o

indirecta, son mediadores del proceso inflamatorio.®



Introduccion

2.1.2.1 Las prostaglandinas.

Las prostaglandinas dan una mezcla de acidos liposolubles. Estos &cidos se conocen por la sigla PG
seguida de las letras E, F, A o B y un indice numérico que puede ser seguido de una letra griega. Las PGs
son reguladores bien conocidos del crecimiento de la célula. Constituyen una familia de compuestos que
se generan en muchos tejidos, se sintetizan a partir del acido araquiddnico por la accién de diferentes
enzimas como las ciclooxigenasas (COXs). La via por la cual el acido araquidénico se metaboliza a
eicosanoides depende del tejido, del estimulo y de la presencia de inductores o inhibidores enddgenos y

farmacoldgicos.®

En 1962, Bergstrom y Samuelsson, dilucidaron las estructuras de varias PGs como el caso de PGE: y la
PGFy, pronto se identificaron otras PGs y se supo que son acidos carboxilicos de 20 atomos de carbono
y que poseen un anillo de cinco miembros, grupos oxigenados en el anillo y una, dos o tres insaturaciones
en las cadenas laterales (Figura 2), congéneres del acido 15(S)-hidroxi-13-transprotendico. Saber que
las PGs constituyen solo una parte de los productos fisiol6gicamente activos del metabolismo del &cido
araquiddnico, permitid el descubrimiento del tromboxano A2 (TXA:>), de la prostaciclina (PGl.) y de los

leucotrienos (LTs).8
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Figura 2. Estructura de prostaglandinas.®

Las hormonas, autacoides y otras sustancias, intensifican la biosintesis de los eicosanoides al interactuar
con los receptores en la membrana plasmatica, los cuales acoplan con las proteinas reguladoras de unién,
como la proteina G. El resultado es la activacion de fosfolipasas o incremento de las concentraciones de
ion calcio (Ca*?) intracelular que culmina con la activacion de las fosfolipasas. Se piensa que estimulos

fisicos hacen también que penetre Ca*2 a la célula que activa a la fosfolipasa A2 (PLA?), la cual hidroliza
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el enlace éster de fosfolipidos de membrana con la liberacion de &cido araquidonico, el cual es
metabolizado rapidamente hasta obtener productos oxigenados, por accion de las COX, o algunas

lipooxigenasas (LOX) o citocromo Paso (cyp 450) y produccion de PGs, TXs y/o LTs (Figura 3).°
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Figura 3. Mecanismo de sefializacion en la biosintesis de las PGs.®

Existen tres isoformas de la enzima ciclooxigenasa que son: COX-1, COX-2 y COX-3. La enzima COX-
1 se expresa de manera constitutiva en casi todas las células. La enzima COX-2 no se encuentra
normalmente, pero pueden ser inducida por estimulos proinflamatorios, algunos factores séricos,
citocinas y factores de crecimiento y se considera que es principalmente responsable de la sintesis de los
mediadores prostanoides del dolor, la inflamacién y la fiebre, efecto que es inhibido por la administracion
de glucocorticoides (GCs) como la dexametasona. Por otro lado, la enzima COX-3, una isoforma de la
COX-1, conocida con el nombre de la COX-1b o variante de la COX-1 (COX-1v), al parecer juega un
papel en el proceso antiinflamatorio y su inhibicion explicaria el alivio del dolor y la reduccion de la
fiebre producida por los AINEs. Las COXs poseen dos actividades diferentes: una de sintasa de
endoperoxido que oxigena y produce una estructura en anillo, en el acido graso precursor para formar
endoperoxido ciclico de PGGy, y una actividad de peroxidasa que transforma la PGG: en PGH;. Las
PGG: y PGH: son muy inestables, por accion enzimatica se transforman en PGI, TXA, PGE, PGF y
PGD.5
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2.1.2.2 Las citoquinas.

Las citoquinas representan un grupo multifuncional de sustancias mensajeras que transportan
informacién de una célula a otra, responsable de la induccion de varias enzimas, como por ejemplo el
oxido nitrico sintetasa (NOS) y la anteriormente mencionada COX-2. Pertenecen a una familia de
proteinas secretadas por las células de inmunidad innata y adaptativa que median muchas de sus
funciones. Se ha identificado més de 100 miembros de la familia de citoquinas y sus receptores
especificos. Generalmente las citoquinas pueden ser clasificadas como pro o antiinflamatorias
dependiendo de la via en la que participen en la inflamacion; por ejemplo, en el grupo de las citoquinas
proinflamatorias tenemos la interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las IL-6 e
IL-8, involucradas en la iniciacion y amplificacion de los procesos inflamatorios, determinantes
fisiopatoldgicos de la sepsis y el shock séptico; en el endotelio estas citoquinas, favorecen la expresion
de moléculas de adhesion (integrinas, selectinas y adherinas) para monocitos y neutrofilos, permitiendo
su posterior migracion tisular. En el grupo de las citoquinas antiinflamatorias tenemos la IL-10, el factor-
transformador de crecimiento (TGF y el activador natural del receptor de la interleucina 1 (IRA), los

cuales modulan negativamente los eventos inflamatorios.®

Las citoquinas son producidas tanto por células fijas como por células del sistema circulatorio
(mastocitos, macrofagos y neutrofilos). Una citoquina a su vez induce su propia produccién y la de otras
citoquinas, a través de la activacion de algunos factores de transcripcion nuclear como son: el factor
nuclear kappa B (NF-kB), el factor activador de proteina-1 (AP-1) y algunas proteinas con actividad
quinasa (PK), como proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK) y la proteina quinasa C (PKC),
que regulan muchos genes indispensables para el mantenimiento de la inflamacion. Un grupo de
quimiocinas, como son: IL8, eotaxin, oncogén relacionado con el crecimiento (GRO), el neutrofilo
quimioatractor-1 inducido por citoquinas (CINC-1) y el regulador de la activacion de expresion y
secrecion de células T normales (RANTES), con la habilidad de incrementar la llegada de leucocitos al
sitio de inflamacion via interaccion con receptores acoplados con GTP. Las citoquinas también pueden
ser responsables por la induccion de algunos receptores como es el caso del factor activador plaguetario
(PAF) y de IL-2 y de moléculas de adhesién como las E-selectinas, e integrinas, la molécula 1 de adhesion

intercelular (ICAM-1) y la molécula 1 de adhesion de las células vasculares (VCAM-1).8
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Las citoquinas TNF-a. e IL1 constituyen los principales mediadores de respuesta bioldgica a los
lipopolisacéridos (LPS) bacterianos y otros estimulos infecciosos. Estas citoquinas producen muchas de
las mismas reacciones inflamatorias que incluyen induccién de fiebre, suefio y anorexia, movilizacion y
activacion de leucocitos polimorfonucleares, induccion de las enzimas COXs y lipooxigenasa,
incremento en la expresion de moléculas de adhesion celular, activacion de linfocitos By T y células
asesinas naturales, y estimulacion en la produccidn de otras citoquinas. Por otro lado, estos agentes
también pueden contribuir en la fibrosis y degeneracion tisular propias de la fase proliferativa cronica de
la inflamacion, estimulacion de la proliferacion de fibroblastos, induccion de colagenasa y activacion de
osteoblastos y osteoclastos. Ambas, TNF-a e IL-1, incrementan la expresion de varios tipos de genes,
probablemente o en parte quiza, por medio de activacion de factores de transcripcion tales como NF-xB
y AP-1. NF-xB existe en la mayoria de las células como complejos homo y heterodiméricos de p50 y
p65 subunidades proteinicas y permanece inactivo en el citoplasma de las células asociado con la proteina
inhibidora de NF-xB (I B). Una vez activado, el NF-xB puede migrar al nucleo y estimular la
transcripcion especifica de determinados genes mediadores de procesos inflamatorios, respuesta
autoinmune, proliferacion celular, y apoptosis (genes reguladores de la produccién de citoquinas, factores
de crecimiento, moléculas de adhesion celular y enzimas proinflamatorias como iINOS y COX-2). NF-
B, juega un importante rol en la inflamacién, por regulacién de los genes involucrados en estos procesos
(Gilmore, 2006). Las citoquinas, quimiocinas y sus receptores, asi como también algunas proteinas
citoplasmaticas como la serina/treonina k (IKK, enzima que fosforila | B y consecuentemente activa NF-
B), el sistema enzimatico fosfatidil-inositol 3 quinasa/proteina quinasa B (PI3K/Akt, que a su vez activa
IKK) y el complejo | B/NF-xB, estadn involucrados en la fisiopatologia de muchas enfermedades
inflamatorias, incluyendo: sepsis, AR, arteriosclerosis, EPOC (en inglés se llama COPD, Chronic
Obstructive Pulmonary Disease) y asma; es por ello, que estas moléculas constituyen un excelente blanco

para la busqueda de farmacos antiinflamatorios.®

2.1.2.3 Especies reactivas de nitrogeno (RNS): El 6xido nitrico (NO).

Tras conocerse que el factor relajante derivado del endotelio (EDRF) es el 6xido nitrico (escrito NO o
simplemente NO), se increment6 el interés por esta molécula. EI NO regula numerosos procesos
fisioldgicos, incluyendo la neurotransmision, la contractilidad del masculo liso, la reactividad plaquetaria
y la actividad citotoxica de las células inmunes. Por otro lado, se ha encontrado elevados niveles de NO

en patologias como artritis reumatoidea, inflamacion cronica intestinal, shock séptico, enfermedad de
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Alzheimer, enfermedad de Parkinson, isquemia cerebral e infarto del miocardio. Esto proporciona los

fundamentos para el disefio de farmacos que modulen selectivamente concentraciones de NO.°

ElI NO es un gas radical libre de facil difusion, con vida media de 10 a 20 segundos, producido de forma
enddgena por una gran variedad de células. Es sintetizado en cantidades equimoleculares por una familia
de oxido-reductasas conocidas como NOS, a partir del aminoécido L-arginina, NADPH y oxigeno. Se
conocen tres isoenzimas de la NOS, una de ellas es inducible (iNOS), también denominada de tipo 1l
(NOS I1); es una enzima no dependiente de calcio, la cual puede ser inducida en macrofagos, hepatocitos,
neutréfilos y en células de la musculatura lisa y del endotelio vascular, como respuesta a diferentes
estimulos inmunolégicos tales como el interferon gamma, el TNF-ou y el LPS bacteriano y ser inhibida
por GCs. La isoforma iNOS cataliza la produccion de gran cantidad de NO, que puede ser toxico en
ciertas circunstancias o para ciertos grupos celulares. EI NO puede funcionar como una molécula
proinflamatoria, mediante la activacion de las enzimas COX y con ello aumentar la produccion de las
PGs.

Existen otras isoformas de la enzima NOS, la de tipo constitutiva endotelial (eNOS, también conocida
como NOS 1lI) y la constitutiva/variable neuronal (nNOS o NOS I). Estas enzimas producen NO en
pequefias cantidades y son las responsables de los niveles normales de este gas en el organismo, entre
cuyas funciones resaltamos su participacion en diversos procesos de neurotrasmision, la transduccién de
sefiales y la relajacion del musculo liso vascular y su participacién como una sustancia antiinflamatoria
através de varios mecanismos, por ejemplo, el NO puede inhibir la adhesion de los leucocitos al endotelio

vascular, lo que impide su entrada al tejido lesionado.®

2.1.3 Enfermedades inflamatorias.

Ciertas patologias cursan con procesos inflamatorios tales como: la artritis reumatoidea, el asma,
enfermedad inflamatoria intestinal, la EPOC, bronquiectasias (ej. fibrosis quistica), tuberculosis,
enfermedad inflamatoria pélvica, psoriasis, uretritis, cervicitis, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa,

entre otras.®

Hoy en dia se conoce que una excesiva respuesta proinflamatoria (o deficiente respuesta antiinflamatoria)

es importante en un gran numero de patologias. Igualmente, una deficiente respuesta proinflamatoria (o

10
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excesiva respuesta antiinflamatoria) podria resultar insuficiente para eliminar organismos patdgenos
invasores, lo que conduciria igualmente a efectos deletéreos. Un resultado adverso adicional de la
respuesta antiinflamatoria es el periodo de relativa inmunosupresion (ademas conocido como

inmunoparalisis o sindrome de respuesta antiinflamatoria compensatoria después de un dafio).®

El prolongado sindrome de respuesta antiinflamatoria compensatoria puede ser asociado con una

excesiva morbilidad y mortalidad debido al aumento del riesgo para infecciones nosocomiales.®

2.2 Tratamientos de inflamacion.
Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios: los antiinflamatorios esteroideos o

glucocorticoides y los analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorio no esteroides (AINEs).®

2.2.1 Los antiinflamatorios esteroides.

Los antiinflamatorios esteroides o glucocorticoides son los mas potentes antiinflamatorios, actlan sobre
la inflamacion por diversos caminos, por ejemplo, reducen el nimero y la activacion de eosindfilos,
desencadenando la apoptosis de los mismos y disminuyendo algunos de sus factores quimiotacticos que
incluyen las IL-3y 5, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), eotaxina
y la citoquina RANTES (citoquina expresada y secretada en células T normales), entre otras. También
reducen la proliferacion de linfocitos T, e inducen la apoptosis de los mismos, al disminuir la accion de
la IL-2. Disminuyen también la cantidad de monocitos (células presentadoras de antigeno), células
dendriticas, mastocitos, y otras células inflamatorias, y por lo tanto inducen una disminucién en la
produccion de citoquinas y mediadores proinflamatorios. Estos efectos son producidos por diversos
mecanismos, que incluyen entre otros la sintesis de proteinas con efecto antiinflamatorio y la inhibicién
de la sintesis de numerosos factores proinflamatorios y de crecimiento. En este grupo de farmacos se
encuentran la dexametasona, prednisona, prednisolona, metilprednisolona, cortisona, hidrocortisona,

mometasona, entre otros.5

2.2.2. Los antiinflamatorios no esteroides (AINES).
Los AINESs son un grupo de agentes de estructura quimica diferente que tienen como efecto primario
inhibir la sintesis de prostaglandinas a través de la inhibicion de la enzima COX. Estas drogas comparten

acciones farmacoldgicas y efectos indeseables semejantes.®

11
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Los AINEs son sustancias capaces de suprimir los signos y sintomas de la inflamacion, algunos también
ejercen acciones antipiréticas y analgésicas, pero son sus propiedades antiinflamatorias las que los hacen
atiles en el tratamiento de trastornos en los cuales el dolor esta relacionado con la intensidad del proceso

inflamatorio.®

En los ultimos afios las investigaciones han revelado que los efectos indeseables de los AINEs, tales
como la toxicidad gastrointestinal y renal, se debian al menos en parte, a la inhibicidn de la sintesis de
PGs en el estdmago o en la médula renal. El hecho de la existencia de las dos isoenzimas de la COX en
el organismo podria explicar los efectos antiinflamatorios a traves de la inhibicion de la COX-2 y los
efectos indeseables (como los gastrointestinales y renales), por la inhibicion de la COX-1.°

2.2.2.1. Mecanismo de accion.

Tener presente el apartado de mecanismo de accién de los AINEs, ayuda a entender y prevenir los
posibles riesgos y efectos secundarios. Los AINE tras su absorcion y un primer paso hepatico se unen
fuertemente a la albdmina. Este hecho tiene interés en situaciones de hipoalbuminemia, como en la
cirrosis 0 en artritis crénicas activas, planteando ajustar la dosis por el incremento de mayor
concentracion de farmaco libre. A dosis equivalentes, la eficacia de los distintos AINE es similar, aunque
existe una respuesta individual variable. También el riesgo de posibles efectos secundarios es variable
entre los distintos AINE y los propios pacientes. Esta variabilidad incluye aspectos como la absorcion,

distribucién y metabolismo de los farmacos, e incluso en los diversos mecanismos de accién propuestos.’

2.2.2.2. Inhibicion de la ciclooxigenasa (COX).

Es el mecanismo principal, evitando la produccién de prostaglandinas, que actian como mediadores de
la inflamacion a nivel periférico y central. Inhiben la prostaglandina-sintetasa, afectando a la
transformacion del acido araquiddnico en prostaglandinas, prostaciclina y tromboxano.” Se conocen 3
formas de la enzima COX: COX-1, COX-2y COX-3.

a) COX-1. Es una enzima constitutiva que se encuentra en la mayoria de los tejidos. Se encarga de

regular procesos como la proteccion gastrica, agregacion plaquetaria, funcion renal y la homeostasis

vascular. Por tanto, su inhibicion puede provocar efectos secundarios a estos niveles.

12
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b) COX-2. Esta enzima habitualmente no se detecta en los tejidos y aparece de forma inducida en estados
de inflamacion. Su expresion se inhibe por todos los AINE y también por los corticoides. En estos casos,
los Ilamados AINE selectivos, al inhibir preferentemente la COX-2, consiguen una accién
antiinflamatoria sin los efectos secundarios, especialmente gastricos, al no inhibir la enzima COX-1.
Efectos no mediados por prostaglandinas. Hay estudios que resaltan estos efectos, en relacion a
propiedades fisicoquimicas de los AINE necesarias para la funcion celular, inhibicién de la funcién de
los neutrofilos en la inflamacion o la inhibicién de mediadores proinflamatorios como el 6xido nitrico

inducido por citoquinas.’

c) COX-3. La enzima COX-3 cuenta dentro de sus propiedades la de ser constitutiva como la COX-1y
no inducida como la COX-2, igualmente su concentracion es inversa a la concentracion de perdxidos en
los tejidos. La COX-3 y las PCOX son sintetizadas a partir del gen que codifica la COX-1, la COX-3
ubicada en el cromosoma 9, diferencia de la COX-1 en la retencion de 1 intron en su mRNA. Este cambio
estructural hace que la COX-3 se oriente a nivel celular hacia el reticulo endoplasmaético y la envoltura
nuclear; la COX-3 posee capacidad de realizar glicosilacion similar a la realizada por la COX-1y COX-

2, es decir, tiene la capacidad de sintetizar PGs a partir del AA.2

2.2.3. Compuestos antiinflamatorios de origen natural.
Existen muchos trabajos sobre evaluacion de la actividad antiinflamatoria que se han realizado tanto en
extractos como en metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales. Estos estudios se han realizado

guiados a través de diferentes modelos farmacoldgicos tanto in vivo como in vitro.

Los productos naturales, también conocidos como metabolitos secundarios, son producto de una serie de
reacciones quimicos que aparentemente no tienen una funcién directa en procesos esenciales pero que,
sin embargo, se ha demostrado que tienen actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antidiabética,

anticancerigena, entre otros. Se pueden agrupar en cuatro clases principales:

- Terpenos, (hormonas, pigmentos o aceites esenciales).

- Compuestos fendlicos (cumarinas, flavonoides, ligninas y taninos).

- Glicosidos (saponinas, glicosidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y glucosinolatos).
- Alcaloides.

13
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2.3. Antiinflamatorios comerciales.

Los antiinflamatorios no esteroideos son un grupo variado y quimicamente heterogéneos de farmacos
principalmente antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos, por lo que reducen los sintomas de la
inflamacién, el dolor y la fiebre respectivamente. Todos ejercen sus efectos por accion de la inhibicién
de la enzima ciclooxigenasa. Los antiinflamatorios naturales, segregados por el propio organismo, son
los derivados de los corticoides, sustancias de origen esteroideo de potente accion antiinflamatoria, pero
que cursan con importantes efectos secundarios. En oposicion a los corticoides, el término "no
esteroideo” se aplica a los AINE para recalcar su estructura quimica no esteroidea y la menor cantidad
de efectos secundarios. Como analgésicos se caracterizan por no pertenecer a la clase de los narcoticos

y actuar bloqueando la sintesis de prostaglandinas.®

Los antiinflamatorios no esteroideos disponibles en el mercado inhiben la actividad tanto de la
ciclooxigenasa-1 (COX-1) como a la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y, por lo tanto, la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos.

El AINE prototipo es la aspirina y le acompafian una gran variedad de &cidos organicos, incluyendo
derivados del acido propilico (como el ibuprofeno y naproxen), derivados del acido acético (como la
indometacina) y acidos enolicos (como la piroxicam), todos competidores con el &cido araquidénico por

el sitio activo de la ciclooxigenasa.® Los AINEs se pueden agrupar en varias clases quimicas: *°

Salicilatos Acido acetilsalicilico, 4cido salicilico, diflunisal, salicilato de sodio.
Acidos acéticos Ketorolaco, indometacina, tolmetina, nabumetona, sulindaco, etodolaco
Acidos fenilacéticos Diclofenaco, *Lumiracoxib

Acidos propiénicos Flubiprofeno, ketoprofeno, fenoprofeno, naproxeno, ibuprofeno
Acidos fenamicos Meclofenamato

Sulfonamidas *Celecoxib, *valdecoxib,

Sulfonas *Rofecoxib, *etoricoxib

Acidos endlicos Piroxicam, meloxicam

Otros Paracetamol©

*Inhibidores selectivos COX-2
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2.3.1. Diclofenaco soédico.
Cl
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Figura 4. Estructura de Diclofenaco sodico.!

2.3.1.1. Presentacién farmacéutica.
Voltaren 24 H®. Parche transdérmico.

Forma farmacéutica y formulacion: Cada parche contiene 15 mg (7 x 10 cm) 0 30 mg (14 x 10 cm).

Indicaciones terapéuticas: Analgésico y antiinflamatorio de uso topico: VOLTAREN® 24 H alivia el
dolor en los casos de inflamacién traumatica o reumatica ocasionada por golpes, torceduras y esguinces,
dolores musculares, dolor reumatico, inflamacion de tendones y ligamentos. Formas localizadas de
reumatismo en tejidos blandos como tendinitis (por ejemplo, codo de tenista). También es utilizado para

el alivio del dolor asociado con artrosis leve de la rodilla.

2.3.1.2 Farmacocinética y farmacodinamia.

2.3.1.2.1 Farmacocinética.

Absorcion y distribucion: La cantidad de diclofenaco absorbida sistematicamente del parche de
VOLTAREN®24 H es similar a la absorbida cuando se aplica una cantidad equivalente de
VOLTAREN® Emulgel 99.7 % del diclofenaco esta unido a proteinas plasmaticas, principalmente a la
albimina (99.4 %).

Metabolismo: La biotransformacion del diclofenaco involucra parcialmente la glucoronidacion de la
molécula intacta, pero especialmente hidroxilaciones simples y maltiples lo que resulta en abundantes
metabolitos fendlicos, muchos de los cuales son convertidos a glucorénidos conjugados.

Dos de los metabolitos fendlicos son bioldgicamente activos, aunque en mucho menor grado que el

diclofenaco.
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Eliminacion: La aclaracion sistémica total del diclofenaco a partir del plasma es de 263 £ 56 ml/min. La
vida media plasmética terminal es de 1-2 horas. Cuatro de los metabolitos, incluyendo los dos metabolitos
activos, también tiene una vida media plasmatica corta de 1-3 horas. Un metabolito el 3'-hidroxi-
4'metoxi-diclofenaco, tiene una vida media mas larga, pero es virtualmente inactivo. El diclofenaco y sus

metabolitos son excretados principalmente en la orina.

Caracteristicas en los pacientes: No se espera una acumulacién de diclofenaco o sus metabolitos en
pacientes con falla renal. En pacientes con hepatitis crénica o con cirrosis no descompensada la cinética
y el metabolismo del diclofenaco o sus metabolitos es el mismo que en pacientes sin enfermedad
hepatica.

2.3.1.2.2 Farmacodinamia.

Productos topicos para las articulaciones y el dolor muscular. Preparaciones antiinflamatorias no
esteroideas para uso topico. El diclofenaco es un antiinflamatorio no esteroideo con amplias propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. Su mecanismo de accion primordial es la inhibicién de la

sintesis de prostaglandinas.

El parche de VOLTAREN® 24 H es un parche de matriz que contiene la sustancia activa antiinflamatoria
y analgésica, diclofenaco. El parche topico estd disefiado para tener una accidén analgésica y

antiinflamatoria local en el sitio de aplicacion.*?

Como se ha visto, existe una gran variedad de antiinflamatorios comerciales que tienen también actividad
analgésica y antipirética, este grupo de antiinflamatorios pertenece a los AINES los cuales tienen el
mismo mecanismo de accion (inhibicién de la ciclooxigenasa 1 y la ciclooxigenasa 2). Estos
antiinflamatorios pueden ser administrados de diferentes formas, una de ellas puede ser por
administracion topica. Estos antiinflamatorios topicos han dado un campo de investigacion para poder
administrar aquellos compuestos que no se pueden administrar via oral, asi como también lograr que

tenga una accion sistémica y no solo local.
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2.4 Farmacos topicos antiinflamatorios.

Conceptualmente parece razonable dudar de que un farmaco de este tipo aplicado sobre la piel en la
cercania de un proceso inflamatorio pueda penetrar hasta alcanzar concentraciones terapéuticas en el area
a tratar, y existen pocos estudios clinicos comparativos entre diferentes principios activos y
formulaciones concretas. Los efectos secundarios producidos por los antiinflamatorios topicos suelen ser

poco frecuentes y generalmente revierten al dejar la medicacion.™

Los antiinflamatorios topicos son especialmente eficaces en patologia que afectan a musculos, tendones
y ligamentos. Su uso también permite, en muchos casos, evitar la toma prolongada de un farmaco
antiinflamatorio por via oral y disminuir por tanto los riesgos de efectos secundarios bien conocidos y
frecuentes, como son las alteraciones gastrointestinales. Al alcanzar niveles plasmaticos muy bajos, se
minimizan los efectos sistémicos y las interacciones con otros tratamientos. Estas moléculas asocian a
su accidn antiinflamatoria un efecto analgésico. Aunque ambas acciones estan habitualmente presentes,
la relacion de potencia entre ambas puede variar bastante de una molécula a otra. Podemos encontrarlos
comercializados bajo distintas formas farmacéuticas que van desde las cremas, pomadas y geles (que son

las presentaciones mas comunes) a espray, rool-on, linimentos e incluso parches adhesivos.*3

La eficacia por via topica de cada principio activo en concreto no dependera exclusivamente de su
potencia farmacoldgica intrinseca sino también de su capacidad para ser absorbido y alcanzar la lesion.
Es muy importante, por tanto, una adecuada formulacion galénica. Los principios activos mas utilizados
son los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) como el diclofenaco sédico (con marcas como Voltadol,
Voltaren, Dolotren, etc., y genéricos, entre los que el mas vendido es el de Kern), el etofenamato
(Flogoprofen, Zenavan, entre otros), el ketoprofeno (Fastum, entre otros), dexketoprofeno (Enangel,
entre otros), el ibuprofeno, entre otros. Sin olvidar formulaciones analgésico-antiinflamatorias clasicas a
base de sustancias como el alcanfor y los salicilatos (de metilo, de dietilamina, entre otros). También se
clasifican en este grupo los productos topicos formulados a base de capsaicina, una oleorresina que es
componente activo de varias especies de plantas del género Capsicum. Su accion radica en su capacidad
para inhibir la liberacion, en las terminaciones centrales y periféricas de las fibras tipo C, del
neuropéptido sustancia P, principal neurotransmisor de ciertos estimulos dolorosos. Como consecuencia,

disminuye la actividad de las neuronas sensitivas y bloquea la transmision del dolor, especialmente del
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dolor crénico y activos y formulaciones concretas, pero la practica médica habitual y su uso durante
décadas permiten defender su utilidad terapéutica.

Los efectos secundarios que pueden presentar los antiinflamatorios que se administran via topica son
pocos y los que se llegan a presentar pueden eliminarse en cuanto se suspende el tratamiento. Para estos
antiinflamatorios se debe tener una formulacion que sea adecuada para poder ser administrado, ya que el
farmaco debe de atravesar las capas de la piel para poder llevar a cabo la accion, por lo tanto, es

importante conocer la fisiologia de la piel.

2.5 Piel.
La piel es un drgano indispensable para la vida animal. Consta de tres capas bien diferenciadas:
epidermis, dermis e hipodermis, cada una de las cuales desempefian una serie de funciones,

interrelacionandose entre si.1

No es uniforme en toda su superficie, existiendo variaciones topograficas debidas a sus diferentes
funciones. La piel es un 6rgano que presenta una amplia variedad de funciones, incluyendo la protectora,
la termorreguladora, la sensitiva, la secretora, la inmunoldgica, la produccion de vitamina D y la

excretora.'*

2.5.1 Epidermis.

La epidermis es un epitelio plano poliestratificado y queratinizado que cubre la totalidad de la superficie
corporal. Es la capa de la piel con mayor numero de células y con una dindmica de recambio
extraordinariamente grande. Presenta un espesor variable, con un valor medio de 0,1 mm., pudiendo
alcanzar en zonas como las plantas de los pies y las palmas de las manos espesores de hasta 1 0 2 mm.

Esta normalmente compuesta por cuatro capas diferentes que desde el exterior hacia el interior serian:

* Capa cornea (stratum corneum).

* Capa granular (stratum granulosum).

* Capa de células espinosas (stratum spinosum).
* Capa basal (stratum basale).

* Capa lucida (stratum lucidum).
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El estrato corneo esta considerado la barrera que separa el organismo del medio externo, se comporta
como una barrera semipermeable en la penetracion de sustancias, por eso, constituye la principal barrera

en la absorcion percutanea de farmacos.™

Figura 5. Componentes de la epidermis.’®

La epidermis tiene cinco capas.
a) Las capas de células espinosas y basales estan formadas por células vivas que continuamente se
reproducen por division mitética. Estas células ocuparan el espacio de las células erosionadas en la capa

cérnea y se les llama conjuntamente la capa germinativa.

b) Las otras tres capas constituyen la capa cérnea y comprenden ya a células muertas. En la capa
granular, las células sintetizan la queratohialina, la sustancia precursora de la queratina, la cual se
acumula en granulos en el citoplasma dando esta caracteristica la denominacion a esta capa. La capa
IUcida, que se encuentra normalmente en la parte gruesa de la piel de las palmas de las manos y plantas
de los pies, no existe en la piel delgada. Consiste entre tres y cinco filas de células muertas, claras y
planas que contienen aun actividad enzimatica. El estrato corneo estad formado por células aplanadas y
restos de células situadas unas sobre otras en forma de tejas y fuertemente empaquetadas, que han perdido
nicleo y organulos citoplasmaticos quedando compuestas casi exclusivamente por filamentos de
queratina agrupados en haces denominados monofilamentos. Esta formado por 15 a 20 estratos celulares,
de los cuales el dltimo se va perdiendo por descamacion. Este proceso de continuo desgaste y reemplazo
renueva la totalidad de la capa epidérmica en un periodo aproximado de 30 dias, desde que se produce

la division celular hasta que la célula cae desprendida de la superficie de la piel. °
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2.5.2. Dermis.

La dermis es la estructura de soporte de la piel y le proporciona resistencia y elasticidad. Esta formada
basicamente de tejido conectivo fibroelastico. La matriz extracelular contiene una elevada proporcion de
fibras, no muy compactadas, de colageno (>75%), elastina y reticulina. Es un tejido vascularizado que
sirve de soporte y alimento a la epidermis. Constituye la mayor masa de la piel y su grosor maximo es
de unos 5 mm. Histoldgicamente, se divide en dos capas, que desde el exterior al interior son:

* La capa papilar (stratum papillare).

* La capa reticular (stratum reticulare).

La capa papilar recibe ese nombre por la presencia de proyecciones hacia el interior de la epidermis,
estas proyecciones se denominan papilas dérmicas y se alternan con los procesos interpapilares de la
epidermis. En las papilas se encuentran las asas capilares (sistema circulatorio) que proporcionan los
nutrientes a la epidermis avascular. La capa papilar también contiene numerosas terminaciones nerviosas,

receptores sensoriales y vasos linfaticos.

La capa reticular es mas gruesa que la papilar, y recibe ese nombre por el entramado o reticula de las
fibras colagenas que forman gruesos haces entrelazados con haces de fibras elasticas. Esta estructura es
la que proporciona elasticidad y capacidad de adaptacion a movimientos y cambios de volumen.®®

2.5.3 Hipodermis.

La hipodermis, llamada también paniculo adiposo o tejido celular subcutaneo, esta constituido por células
grasas, que se conocen con el nombre de adipocitos, los cuales se disponen en I6bulos separados por
tejido conectivo llamados septos o tabiques interlobulillares. EI complejo pilosebaceo esta formado por:
complejo pilosebaceo, glandulas sudoriparas y ufias. Las glandulas sudoriparas se dividen en: foliculo

piloso, glandula sebacea y musculo erector del pelo.

El foliculo piloso esta constituido por tres segmentos: superior o infundibulo, medio o istmo e inferior o
bulbo piloso. El infundibulo comprende desde la desembocadura del conducto sebaceo hasta el orificio
folicular y se queratiniza por intermedio de granulos queratohialinos. El istmo comprende desde la
desembocadura del conducto sebaceo hasta la insercion del muasculo erector del pelo, es la porcion mas

corta del foliculo. El extremo inferior o parte inferior o bulbo va desde la insercion del musculo erector
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hasta el bulbo piloso, constituye la parte mas compleja del foliculo piloso, ya que esta formada por varias
estructuras: papila dérmica, matriz del pelo, pelo propiamente dicho y vainas radiculares.®

La papila dérmica (papila capilar dérmica) es la responsable del crecimiento del pelo y es rica en
mucopolisacaridos acidos. La matriz capilar da origen al pelo propiamente dicho y a la vaina radicular
interna. Las células que forman la matriz son de citoplasma muy basofilo y entre ellas estan distribuidos
los melanocitos que dan el color al pelo. El pelo propiamente dicho estd formado de dentro hacia fuera
por médula, cortezay cuticula. La médula capilar sufre queratinizacion gradual por pérdida de los nicleos
y de esta manera se produce queratina dura. La cuticula capilar situada por fuera de la corteza. Las vainas
radiculares son dos: interna 'y externa, la interna esta constituida por tres hojas: cuticula, capa de Huxley
y capa de Henle. Todas estas capas se queratinizan por medio de granulos tricohialinos, los cuales son
escasos en la cuticula, pero numerosos en la de Huxley y Henle. La vaina radicular interna se desintegra
al llegar al istmo. La vaina radicular externa se extiende desde la base del bulbo piloso hasta la
desembocadura del conducto sebaceo, donde constituye la epidermis superficial que tapiza el
infundibulo. Las células que la constituyen son de citoplasma claro por tener grandes cantidades de

glucdgeno.*®

Los farmacos que se logran formular adecuadamente para que puedan penetrar la piel y lograr pasar las
barreras que estad misma tiene, y asi obtener la accion deseada; deben de pasar por una serie de estudios
y analisis, dentro de los cuales se emplean métodos in vivo e in vitro. Pero en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos farmacos se esta empleando el método in silico, el cual ha sido una buena
herramienta para poder predecir el comportamiento del fa&rmaco dentro del cuerpo humano y de coémo va

a interactuar con las diversas estructuras internas.

2.6 Los modelos in silico una herramienta para el conocimiento farmacolégico.

La modelizacion de los fendmenos naturales no es una practica que se inicid en los ultimos afios. Sin
embargo, con el avance de la tecnologia, la posibilidad de modelizar los fendmenos naturales se ha hecho
cada vez mas comun, debido a la velocidad a la que se pueden resolver los modelos con la ayuda de las
ciencias informaticas. La interrelacion de las ciencias bioldgicas con las ciencias de la computacion y la
ingenieria han permitido construir y resolver modelos matematicos que permiten llevar a una

computadora un determinado fenémeno.*’
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Los experimentos in silico son novedosos, ya que incorporan la computadora y los softwares de
simulacion, pero no son novedosos en la ciencia. El avance de los modelos in silico ha sido importante
y ya hay quienes plantean el reemplazo de experimentos con animales por experimentos en simuladores.

En muchas areas de la ciencia se ha planteado la duda sobre los modelos in vivo o in vitro.

En cambio, el uso de algoritmos adecuados puede conducir a resultados fiables en mucho menos tiempo.
La utilizacion de modelos Q(SAR) (quantitative structure activity relationship) y Q(SPR) (cuantitative
structure properties relationships) para relacionar la estructura de una sustancia con su actividad o la
estructura con sus propiedades es prometedor. Si bien estos modelos tienen deficiencias, la utilizacion
combinada de més de un software dentro de estas metodologias puede aportar resultados mas fiables que
los experimentos in vivo o in vitro. Los beneficios de la combinacion de modelos son evidentes en

innumerables trabajos de la farmacodinamia y farmacocinética.t’

Dentro de las herramientas que podemos utilizar para emplear los modelos in silico se encuentran los
siguientes programas:
a) Molinspiration. Ofrece una amplia gama de herramientas de software de quimioinformatica.
b) SwissTargetPrediction. Permite estimar los objetivos macromoleculares mas probables de una
molécula pequefia, asumida como bioactiva.
c) PASS Online. predice més de 4000 tipos de actividad bioldgica, incluidos efectos farmacoldgicos,
mecanismos de accion, efectos toxicos y adversos, interaccion con enzimas y transportadores

metabdlicos, influencia en la expresion génica, etc.

2.6.1 Acoplamiento molecular entre ligando y receptor.

El acoplamiento (docking) molecular es un método computacional que busca formas de unién entre
ligandos potenciales (un farmaco) y un blanco macromolecular (normalmente células, proteinas o
procesos quimicos), cuya estructura es conocida experimentalmente. Particularmente, el acoplamiento
molecular se aplica para encontrar la orientacion y posicion de un ligando en el sitio activo de su blanco
macromolecular, sin conocer el resultado final, es decir, la conformacion tridimensional de la union
ligando-receptor. Esta Gltima es normalmente estudiada por la cristalografia de rayos X, o analizando los

complejos de energia de la resonancia magnética nuclear.
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El objetivo de la técnica consiste en encontrar la union mas probable entre el ligando y el receptor, es
decir, la que menos energia requiera (a menor energia, mas fuerte la union) asi como el sitio idoneo de
unién molecular. Es evidente que, al conocer esta respuesta, el investigador esta en posicion de llevarla

a la experimentacion in vivo y asi corroborar sus resultados obtenidos in silico.

Esta forma de trabajo experimental ha resultado de gran valia para entender de qué manera los farmacos
que utilizamos diariamente alcanzan su objetivo dentro de nuestro cuerpo, y también facilita el desarrollo

de nuevos farmacos con caracteristicas bien definidas o con objetivos seleccionados previamente.8

4

Prediccion QSAR
exacta y fiable

+ Medicamentos

* Cosméticos

« Biocidas y pesticidas
* Registro en REACH...

Figura 6. Herramientas de software de quimioinformatica.*®

En cualquier esfuerzo por descubrir, desarrollar o reutilizar moléculas bioactivas, se ha vuelto clave
identificar las proteinas objetivo. Hoy en dia, se puede proporcionar un apoyo eficiente mediante
enfoques bio / quimioinformaticos establecidos para estimar los objetivos méas probables de moléculas
pequefias. Estos métodos de prediccidn de objetivos (también denominados pesca de objetivos) pueden
clasificarse en una de las dos categorias tradicionales de disefio molecular asistido por ordenador, es
decir, haciendo uso de la estructura tridimensional de la proteina (basada en la estructura) o no (basada

en ligandos).?°

Existen algunas herramientas que pueden ayudar en el estudio in silico que a continuacion se mencionan.

2.6.1.1 Molinspiration.
Molinspiration ofrece una amplia gama de herramientas de software de quimioinformatica que respaldan
la manipulacion y el procesamiento de moléculas, incluida la conversion de SMILES y SDfile,

normalizacion de moléculas, generacion de tautomeros, fragmentacion de moléculas, célculo de varias
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propiedades moleculares necesarias en QSAR, modelado molecular y disefio de farmacos, representacion
de moléculas de alta calidad , herramientas de bases de datos moleculares que admiten blsquedas de
subestructura y similitudes. Nuestros productos también son compatibles con el cribado virtual basado
en fragmentos, la prediccion de bioactividad y la visualizacion de datos. Las herramientas de
Molinspiration estan escritas en Java, por lo que se pueden utilizar practicamente en cualquier plataforma

informatica.?

El area de superficie polar molecular (PSA) es un pardmetro muy util para la prediccion de las
propiedades de transporte de farmacos. El area de la superficie polar se define como la suma de las
superficies de los 4tomos polares (generalmente oxigenos, nitrdgenos e hidrogenos unidos) en una
molécula. Se ha demostrado que este parametro se correlaciona muy bien con la absorcién intestinal
humana, la permeabilidad de las monocapas de Caco-2 y la penetracion de la barrera hematoencefalica.
Sin embargo, el célculo de PSA de forma clésica lleva bastante tiempo, debido a la necesidad de generar
una geometria molecular 3D razonable y determinar la superficie en si. Ademas, los calculos requieren
un software especializado para generar las estructuras moleculares en 3D y determinar la superficie. En
la era actual de desarrollo de farmacos moldeado por el cribado de alto rendimiento y la quimica
combinatoria, se requiere un cribado rapido de biodisponibilidad de bibliotecas virtuales que constan de
cientos de miles, incluso millones de moléculas. Esa es la razon por la que en nuestro kit de herramientas
de prediccion de propiedades moleculares se implementa el llamado area de superficie polar topoldgica
- TPSA2

El coeficiente de particién octanol-agua logP se utiliza en estudios QSAR vy en el disefio racional de
farmacos como medida de hidrofobicidad molecular. La hidrofobicidad afecta la absorcion de farmacos,
la biodisponibilidad, las interacciones hidrofébicas farmaco-receptor, el metabolismo de las moléculas,
asi como su toxicidad. LogP se ha convertido también en un parametro clave en los estudios del destino
ambiental de los productos quimicos. EI método para la prediccion de logP desarrollado en
Molinspiration (miLogP2.2 - noviembre de 2005) se basa en contribuciones de grupo. Estos se han
obtenido ajustando logP calculado con logP experimental para un conjunto de entrenamiento de mas de
doce mil, en su mayoria moléculas similares a farmacos. De esta manera se han obtenido valores de
hidrofobicidad para 35 pequefios fragmentos "basicos” simples, asi como valores para 185 fragmentos

mas grandes, caracterizando la contribucion del enlace de hidrogeno intramolecular a logP e
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interacciones de carga. La metodologia de molinspiracion para el calculo de logP es muy robusta y es
capaz de procesar préacticamente todas las moléculas organicas y la mayoria de las moléculas
organometalicas. Para el 50,5% de las moléculas, se predice logP con un error <0,25, para el 80,2% con
un error <0,5 y para el 96,5% con un error <1,0. Solo para el 3,5% de las estructuras se predice logP con
un error>1,0. Los parametros estadisticos enumerados anteriormente clasifican a Molinspiration miLogP

como uno de los mejores métodos disponibles para la prediccion de logP.?*

El volumen molecular determina las caracteristicas de transporte de las moléculas, como la absorcién
intestinal o la penetracion de la barrera hematoencefélica. Por lo tanto, el volumen se usa a menudo en
estudios QSAR para modelar propiedades moleculares y actividad biol6gica. Se pueden utilizar varios
métodos para calcular el volumen molecular, incluidos los métodos que requieren la generacion de
geometrias moleculares 3D, o métodos de contribucidn de fragmentos como la aproximacion de volumen
de McGowan. El método para calcular el volumen de moléculas desarrollado en Molinspiration se basa
en contribuciones de grupo. Estos se han obtenido ajustando la suma de las contribuciones de los
fragmentos al volumen 3D "real™ para un conjunto de entrenamiento de aproximadamente doce mil, en
su mayoria moléculas similares a farmacos. Las geometrias moleculares 3D para un conjunto de
entrenamiento se optimizaron completamente mediante el método semiempirico AM1. EI volumen

calculado se expresa en Angstroems cubicos (A ** 3).2

molinsvpﬁw Etion

Molinspiration now also on Touch Devices!

More than 4500 Citations in Scentific Papers!

Figura 7. Molinspiration cheminformatics.?
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2.6.1.2. SwissTargetPrediction.

La prediccion de objetivos basada en ligandos ha demostrado ser muy eficaz y rapida en la prediccion de
objetivos proteicos correctos de compuestos en contextos de descubrimiento de farmacos. La
cuantificacion de la similitud entre compuestos por diferentes medios permitioé validar la intuitiva

'hip6tesis de similitud molecular' que postula proteinas comunes dirigidas por moléculas similares.?

SwissTargetPrediction es una herramienta basada en la web, en linea desde 2014, para realizar la
prediccion de objetivos basada en ligandos para cualquier molécula pequefa bioactiva. La interfaz
grafica facil de usar protege a los no expertos de las trampas metodoldgicas y a los especialistas de los
tediosos esfuerzos técnicos. Esto permite que cualquiera pueda realizar una seleccion inversa de

bibliotecas quimicas previamente preparadas con cuidado.?

El motor Unico detras de SwissTargetPrediction, ampliamente detallado en otro lugar, calcula la similitud
entre los compuestos de consulta del usuario y los compilados en colecciones seleccionadas y depuradas
de activos conocidos en ensayos de unién experimentales bien definidos. La cuantificacion de la similitud
es doble. En ambos casos, consiste en calcular una comparacion por pares de vectores 1D que describen
estructuras moleculares: la medida 2D utiliza el indice de Tanimoto entre huellas digitales binarias
basadas en trayectorias (FP2), mientras que la medida 3D se basa en una distancia de Manhattan. cantidad

de similitud entre Electroshape 5D (ES5D) vectores flotantes.?

El modelo SwissTargetPrediction se entrend ajustando una regresiéon logistica maltiple en varios
subconjuntos relacionados con el tamafio de activos conocidos para ponderar los parametros de similitud
2D y 3D en una denominada puntuacion combinada. Una puntuacion combinada superior a 0,5 predice
que es probable que las moléculas compartan un objetivo proteico comun. En el cribado inverso, la
puntuacion combinada permite calcular para cualquier molécula de consulta, asumida como bioactiva, la

probabilidad de apuntar a una proteina determinada.?°
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Figura 8. SwissTargetPrediction.?

2.6.1.3. PASS Online.

El espectro de actividad bioldgica de un compuesto quimico es el conjunto de diferentes tipos de
actividad bioldgica que reflejan los resultados de la interaccion del compuesto con diversas entidades
bioldgicas. La actividad bioldgica se define cualitativamente ("'si" / "ninguna™) sugiriendo que el espectro
de actividad bioldgica representa la propiedad "intrinseca" de una sustancia dependiendo Gnicamente de
su estructura y caracteristicas fisicoquimicas. Aunque esto puede ser una generalizacién, brinda la
posibilidad de combinar informacion de muchas fuentes diferentes en el mismo conjunto de
entrenamiento, lo cual es necesario porque ninguna publicacion en particular cubre de manera integral

todas las diversas facetas de la accion bioldgica de un compuesto.?

PASS (Prediccidn de espectros de actividad para sustancias) es un producto de software disefiado como
una herramienta para evaluar el potencial bioldgico general de una molécula organica parecida a un
farmaco. PASS proporciona predicciones simultaneas de muchos tipos de actividad bioldgica basadas en
la estructura de compuestos organicos. Por lo tanto, PASS se puede utilizar para estimar los perfiles de

actividad bioldgica de moléculas virtuales, antes de su sintesis quimica y prueba bioldgica.
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Pa (probabilidad de "ser activo") estima la probabilidad de que el compuesto estudiado pertenezca a la
subclase de compuestos activos (se asemeja a las estructuras de las moléculas, que son las més tipicas en

un subconjunto de "activos" en el entrenamiento PASS colocar).

Pi (probabilidad "de estar inactivo™) estima la probabilidad de que el compuesto estudiado pertenezca a
la subclase de compuestos inactivos (se asemeja a las estructuras de las moléculas, que son las mas tipicas

en un subconjunto de "inactivos™ en el entrenamiento PASS colocar).

IEP (Invariant Error of Prediction) es el error promedio de prediccion que se obtiene para todo el

conjunto de entrenamiento PASS en el procedimiento de validacion cruzada de dejar uno fuera.®

El procedimiento de validacién cruzada de exclusion (LOO CV) se realiza utilizando todo el conjunto de
entrenamiento PASS para la validacién de la calidad de la prediccion. El espectro de actividad biolégica
se predice para cada compuesto usando las relaciones estructura-actividad calculadas a partir de los datos
para todos los demas compuestos. El resultado de la prediccion se compara con datos experimentales
conocidos para el compuesto estudiado. ElI procedimiento se repite para todos los compuestos del
conjunto de entrenamiento PASS; a continuacion, se calculan los valores medios de precision invariable

de prediccion (IAP = 1-1EP) para cada actividad bioldgica y para todas las actividades bioldgicas.?

La solidez del algoritmo PASS significa que PASS proporciona estimaciones razonables de las relaciones
estructura-actividad a pesar de que el conjunto de entrenamiento PASS esta incompleto (o algunos errores
en los datos).

MOLfile es un formato de archivo creado por MDL (mas tarde Symyx, ahora Accelrys), para contener
informacién sobre los atomos, enlaces, conectividad y coordenadas de una molécula. El archivo
MOL consta de informacion de encabezado, la tabla de conexion (CT) que contiene informacion sobre
el atomo, luego las conexiones y tipos de enlaces, seguidos de secciones para obtener informacion mas

compleja.

SDfile pertenece a una familia de formatos de archivo de datos quimicos desarrollados por MDL; esta
destinado especialmente a informacion estructural. "SDF" significa archivo de datos de estructura, y los
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archivos SDF realmente envuelven el formato MOLfile. Los compuestos multiples estan delimitados por
lineas que constan de cuatro signos de dolar ($$$$). Una caracteristica del formato SDF es su capacidad

para incluir datos asociados.??

Way2Drug ==z

MDD online

Get more information

Figura 9. PASS Online.?

Los modelos in silico son de gran ayuda ya que permiten avances en la ciencia y los cuales no generan
grandes gastos. Y se pueden utilizar varios modelos simultdneamente para obtener mejores resultados.
Estos modelos in silico se pueden apoyar en lo que es el disefio molecular de farmacos ya que a partir de
una cabeza de serie con accion farmacoldgica se puede realizar modificaciones en la estructura del
compuesto y antes de llevar a cabo los ensayos in vivo y/o in vitro se pueden realizar los estudios in

silico.

2.7 Disefio molecular de farmacos.

2.7.1 Estrategias generales de farmacomodulacién.

La llamada modificacion molecular o farmacomodulacién que, aun siendo un método en gran parte
empirico, presenta una serie de ventajas que lo han hecho popular. La primera de ellas, inherente a la
propia farmacomodulacién, es la mayor probabilidad de mejorar las propiedades farmacoldgicas en los
congéneres del cabeza de serie, habida cuenta de la estrecha relacion estructural entre los compuestos
resultantes. Por otra parte, en la mayoria de los casos es posible obtener compuestos mas simples que
mantengan o mejoren la actividad del cabeza de serie y para los que puedan emplearse rutas sintéticas
comunes, 0 aproximaciones combinatorias de las mismas, con el consiguiente ahorro de tiempo y dinero.

Por otra parte, el empleo de un mismo método de valoracion farmacoldgica o bioquimica para toda la
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serie de compuestos presente también un incuestionable interés, tanto econémico como cientifico, ya que
permite una mejor comparacion de las actividades y posibilita el establecimiento de relaciones estructura-

actividad mas fiables.?

2.7.2 Finalidad de la farmacomodulacion.
La farmacomodulacion suele explorar las propiedades de una cabeza de serie en relacion a los siguientes
aspectos:

a) Estudio preliminar de las relaciones estructura-actividad.

b) Modificacién del espectro de accion.

c) Modificacion de la farmacocinética.

d) Modificacion de la distribucién.

e) Aumento de la estabilidad quimica.

f) Desarrollo de sustitutos y copias terapéuticas.

2.7.2.1 Estudio preliminar de las relaciones estructura-actividad.

Mediante modificaciones estructurales de la cabeza de serie 0 prototipo, pueden obtenerse series de
farmacos que permitan la gradacion de algunas de sus propiedades farmacoldgicas. Del estudio de dichas
series, podran establecerse criterios para la determinacion de las caracteristicas estructurales mas idoneas

para una determinada accién.

2.7.2.2 Madificacién del espectro de accion.
Se entiende por “espectro de accidon” el conjunto de acciones, con sus respectivas potencias, que
presentan un determinado compuesto. La farmacomodulaciéon puede ser Gtil tanto para potenciar la

accion principal como para potenciar o enmascarar determinados efectos secundarios.

2.7.2.3 Modificacion de la farmacocinética.
Fundamentalmente, se pretende modificar la distribucion plasméatica del farmaco sin afectar
sustancialmente su espectro de accion. Asi, es posible modificar la relacion dosis-efecto de un modelo

mediante modificaciones estructurales que alteran la velocidad de metabolismo y/o de excrecion.
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2.7.2.4 Modificacion de la distribucion.
En muchos casos la modificaciéon molecular tiene como objeto la modulacion de la distribucién del
farmaco entre los diferentes tejidos y 6rganos para conseguir una localizacion preferente en aquellos en

que deba producirse la accion.

Un método alternativo para modificar la distribucién de un farmaco consiste en el empleo de grupos
transportadores. Un grupo transportador es un fragmento que se une por enlace covalente con el farmaco
y que permite la distribucion de este a través de mecanismos de transporte selectivos que son propios del

grupo transportador.®

Una estrategia mas sofisticada consiste en la utilizacion de los mecanismos de pinocitosis por los que
muchas proteinas penetran en la célula. Idealmente, la unién del farmaco a una de esas proteinas daria
lugar a la formacion de vesiculas intracelulares que, por un proceso de hidrdlisis lisosomal, liberaria el

farmaco en el interior de la célula.

El control de la distribucion de un farmaco puede llevarse a cabo por aplicacion de técnicas biofisicas.
Son ejemplos de ello el empleo de formas encapsuladas en liposomas y nanoparticulas (nanoesferas y
nanocapsulas), asi como de implantes en los que el farmaco se une a un soporte polimérico que sirve de

transportador o reserva.?

2.7.2.5 Aumento de la estabilidad quimica.
En muchos casos resulta necesario dotar al farmaco prototipo de una mayor estabilidad quimica,

fundamentalmente frente al medio acido, de modo que sea posible su administracion por via oral.

2.7.2.6 Desarrollo de sustitutos y copias terapéuticas.
La necesidad de mantener la primacia tanto en la patentabilidad como en la comercializacion dentro de
un determinado campo terapéutico, suele conducir a la compafias farmacéuticas al desarrollo de

sustitutos de alguno de sus farmacos ya consolidados.®
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2.7.3 Técnicas de farmacomodulacion.

Antes de considerar las diferentes posibilidades de farmacomodulacion, la primera decision al respecto
se basa en la eleccion de los criterios a seguir. Asi, en la funcion de la complejidad estructural de la
cabeza de serie y de su tamafio, puede resultar mas conveniente su simplificacion (aproximacion
disyuntiva), la conservacion de un grado de complejidad semejante (aproximacién modulativa) o bien la

introduccién de elementos estructurales adicionales (aproximacion conjuntiva).

2.7.3.1 Aproximacion disyuntiva.

Las aproximaciones disyuntivas se basan en la reduccion de la estructura del modelo hasta no conservar
de ella mas que el fragmento esencial para la accién o farmacoéforo. En general, la farmacomodulacion
disyuntiva se aplica a aquellos modelos de estructura mas compleja, en especial productos naturales de
nucleo policiclico, en los que se procede a la apertura de uno o0 mas ciclos, generalmente con supresién

de partes de la molécula que se considera innecesarias 0 no esenciales para la actividad.®

2.7.3.2 Aproximacion modulativa.

Las aproximaciones modulativas tienden a conservar los aspectos estructurales esenciales del modelo
realizando una transformacidn limitada del mismo. Sin embargo, es necesario insistir en este punto que
las modificaciones estructurales, por simples que parezcan, pueden incidir en las propiedades

fisicoguimicas globales de la molécula.

a) Apertura de anillos. La apertura de anillos se ha utilizado frecuentemente en el contexto del
disefio de copias terapéuticas y presentan un interés cuestionable.

b) Formacién de anillos. Esta aproximacion es una de las mas Utiles para el estudio de la
conformacién activa en moléculas flexibles. Dado que el resultado es una molécula con menor
libertad conformacional, uno de los inconvenientes méas frecuentes de esta modificacion es el
derivado de la introduccion de elementos estructurales que pueden alterar tanto la actividad como
las propiedades fisicoquimicas de la molécula original.

c) Variacion del tamafio de anillo. Es una de las modificaciones que menores alteraciones
terapéuticas suele implicar, por lo que es una de las mas utilizadas en las copias terapéuticas.

d) Reorganizacion de anillos. Es quizés el tipo de farmacomodulacion que conduce a variaciones

mas originales con respecto a la estructura del prototipo. Una primera aproximacion consiste en
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f)

9)

h)

)

la transformacién de anillos de tamafio medio o grande en sistemas fusionados, espiranicos o con
puente, de semejante lipofilia a la del prototipo.

Homologia. Se entienden por homdlogos aquellas moléculas que difieren entre si por un grupo
metileno.

Vinilogia. Este fendmeno se atribuy6 a las propiedades del grupo vinilo como “canal conductor
de propiedades electronicas™ entre los grupos carbonilo e hidroxilo.

Gran parte de los problemas asociados a los vinilogos radican en su mayor reactividad metabdlica,
asi como en la posibilidad de dar lugar a metabolitos toxicos debido a la reactividad del doble
enlace conjugado. Por otra parte, los cambios geométricos en la molécula resultante pueden ser
profundos y la actividad impredecible.

Isomerizacion. Puede tratarse de una isomeria de doble enlace (paso de estereoquimica Z a E o
viceversa), isbmeros de posicidn o isomerizacion de grupos funcionales.

Ramificacion, alquilacion y desalquilacion. La alquilacion y la desalquilacion conducen a
cambios en la polaridad de la molécula, siendo especialmente importantes cuando afectan a
grupos hidroxilo o amino, en los que pueden alterarse la capacidad de formar enlaces por puente
de hidrégeno. En cuanto a las ramificaciones, ademas de influir sobre la lipofilia, pueden dar
lugar a cambios conformacionales o estéreos que alteran sustancialmente la actividad del modelo.
Saturacion de dobles enlaces. Este tipo de modificacion puede alterar tanto la conformacion del
farmaco como su capacidad para formar enlaces con la diana, con consecuencias importantes
sobre la accion.

Bioisosteria. La bioisosteria constituye uno de los métodos mas frecuentes de
farmacomodulacion modulativa. Esencialmente, se refiere a la equivalencia entre atomos o
grupos de atomos atendiendo a criterios diversos, tales como el tamafio, distribucion electronica,
efecto sobre las propiedades fisicoquimicas de la molécula, etc.

Es importante tener en cuenta que el término “bioisosteros” carecera de sentido si no indicamos
la propiedad o propiedades que hacen comparables a una pareja de especies quimicas. Asi, por
ejemplo, dos isésteros clasicos de acuerdo con la ley de Grimm, tales como -OH y -ClI, pueden
considerarse bioisdsteros en volumen, pero no en cuanto a la capacidad de formacion de enlaces
con la diana, en su lipofilia o en su distribucidn electronica.

Entre los parametros mas significativos que cabe considerar en relacion a la bioisosteria cabe

mencionar:

33



Introduccion

d)

f)

Tamafio o volumen de los grupos.

Angulos de hibridacion.

Distribucion electronica, polarizabilidad, efectos inductivos, cargas, dipolos y otras
propiedades relativas a los efectos electronicos. La equivalencia en este concepto
permite considerar bioisosteros a los pares de sistemas ciclicos catecol/benzimidazol,
piridina/nitrobenceno o iridinio/anilino.

Solubilidad en lipidos (lipofilia), como en los grupos -CHz- y -S-, 0 bien -CH3z y -Cl,
0 en sistemas mas complejos como benceno o tiofeno.

Acidez (pKa), como en las funciones acido carboxilico, sulfonamida y el heterociclo
tetrazol, cuyo proton ionizable tiene un valor de pKa semejante (Figura 7.32).
Capacidad de fromar enlaces de hidrogenos, como en los grupos -OH de fenol,
CH3SO2NH- (metanosulfonamido) y R-NH-CO-NH- (ureido), en los que las
agrupaciones -OH o -NH- son débilmente &cidas y buenos dadores en enlaces de
hidrégeno.?

2.7.3.3 Aproximacion conjuntiva.

Este tipo de farmacomodulacion consiste en la reunion de elementos estructurales de varios modelos con

la idea de obtener un nuevo compuesto que presente propiedades farmacoldgicas comunes con las de los

prototipos. Dichos elementos estructurales, unidos entre si mediante enlaces covalentes, pueden proceder

de la combinacién de dos moléculas idénticas, lo que recibe el nombre de duplicacion molecular, o de

dos moléculas diferentes, lo que constituye un hibrido o combinacién molecular. En el disefio de este

tipo de moléculas es importante tener en cuenta el curso metabolico del compuesto resultante. Asi, son

posibles dos situaciones:

a) Los componentes precursores pueden regenerarse mediante un proceso metabdlico. En este caso,

b)

la modificacion conjuntiva se ha de considerar equivalente a un profarmaco, teniendo como
ventaja, con respecto a la administracion de los constituyentes por separado, una mejor
farmacocinética o, simplemente, una mejora en las propiedades galénicas.

Los componentes precursores no se regeneran metabolicamente. Los ejemplos de este tipo de
modificaciones son abundantes. Asi, las duplicaciones no reversibles metabdlicamente tratan de
explorar la presencia de una zona accesoria y simétrica en la macromolécula receptora. Esta zona

accesoria seria importante para el aumento de afinidad del analogo duplicado con el receptor.®

34



Introduccion

Dentro de las técnicas de farmacomodulacion es importante considerar la importancia que tienen los
grupos funcionales ya que estos proporcionan propiedades y comportamientos especificos que permiten
que las moléculas del farmaco ejerzan los efectos farmacodindmicos y farmacocinéticos deseados. Para
una molécula de farmaco dada, juegan un papel importante en: solubilidad general en agua / lipidos, ruta
de administracion, capacidad de interactuar con objetivos bioldgicos especificos, mecanismo de accion,
ruta del metabolismo y eliminacion, duracién de la accién, idoneidad para una situacién terapéutica

especifica y tendencia a causar efectos adversos o interacciones farmacoldgicas.?*

2.7.4 Influencia de los grupos funcionales en el disefio molecular de fArmacos.
Es posible alterar los grupos funcionales para mejorar la actividad, aumentar la absorcion, disminuir los

efectos adversos o proporcionar otros beneficios terapéuticos.

Hay tres propiedades quimicas principales que deben considerarse para cada grupo funcional. Cada grupo
funcional tiene un efecto electrdnico, un efecto de solubilidad y un efecto estérico que debe tenerse en
cuenta al evaluar las propiedades farmacodinamicas y farmacocinéticas generales de cualquier molécula
de farmaco dada. La presencia o ausencia de grupos funcionales adyacentes puede afectar drasticamente

las propiedades quimicas de un grupo funcional especifico.?*

Efectos electronicos. El efecto electronico de un grupo funcional se mide por su capacidad para donar
sus electrones a atomos adyacentes o grupos funcionales o para extraer o retirar electrones de atomos
adyacentes o grupos funcionales. Hay dos componentes principales que comprenden el efecto electrénico
general de un grupo funcional, su capacidad de participar en resonancia y sus efectos inductivos

intrinsecos.

Efectos de solubilidad. La solubilidad global en agua y / o lipidos de una molécula de farmaco afecta
su ruta (s) de administracion, distribucion dentro del cuerpo, metabolismo, duracion de la accién y ruta
(s) de eliminacion. Esta solubilidad general es una suma compuesta de las contribuciones de cada grupo

funcional presente dentro de la estructura del farmaco.

Grupos funcionales solubles en agua. Los grupos funcionales que mejoran la solubilidad en agua de una

molécula de farmaco a menudo se denominan grupos funcionales hidrofilos. Las dos propiedades
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principales que contribuyen a la solubilidad en agua de un grupo funcional son su capacidad para ionizar
y / 0 su capacidad para formar enlaces de hidrégeno. La ionizacion de grupo funcional imparte un
aumento en la solubilidad en agua de una molécula de farmaco. Los enlaces de hidrégeno también son

muy importantes para las interacciones entre un medicamento y su objetivo bioldgico.

Grupos funcionales solubles en lipidos. Los grupos funcionales que mejoran la solubilidad en lipidos de
una molécula de farmaco a menudo se denominan grupos funcionales hidrofobos o lipofilos. Los grupos
funcionales que carecen de la capacidad de ionizar o formar enlaces de hidrogeno tienden a impartir una

medida de solubilidad en lipidos a una molécula de farmaco.?*

Efectos estéricos. Cada grupo funcional tiene un tamafio finito o dimension estérica que contribuye a la
conformacidn general o la forma tridimensional de una molécula de farmaco dada. Obviamente, algunos
grupos funcionales son mas grandes y voluminosos que otros, y es imposible que dos &tomos o0 grupos
funcionales ocupen el mismo espacio. Ademas, el tamafio y la forma de cada grupo funcional deben
poder adaptarse a los sitios de union presentes en su objetivo bioldgico. La adicidn de grupos funcionales
a una molécula de farmaco basada principalmente en sus efectos estéricos puede proporcionar una serie

de beneficios terapéuticos para una molécula de farmaco que incluyen:

Mayor selectividad para su objetivo bioldgico. La selectividad de un farmaco hacia un receptor
especifico depende de los grupos funcionales que contiene el farmaco, puede ser que la presencia o

ausencia de un grupo funcional le confiera més selectivo sobre un objetivo bioldgico en particular.

Interacciones de union mejoradas con su objetivo bioldgico. La interaccion entre una molécula de
farmaco y su objetivo bioldgico se basa en la capacidad de la molécula de farmaco de adoptar una
conformacion complementaria a la forma tridimensional del objetivo bioldgico. Algunas drogas tienen
una cantidad considerable de flexibilidad y pueden orientar sus grupos funcionales en una variedad de

conformaciones diferentes.

Alteracion favorable de su tasa de metabolismo. El impedimento estérico es una estrategia comun

utilizada para bloquear o ralentizar una ruta metabdlica especifica. En este enfoque, se agregan atomos
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adicionales adyacentes al grupo funcional que experimenta el metabolismo para bloquear la interaccion

de la molécula del farmaco con la enzima que lleva a cabo la transformacion metabdlica.?

Una estrategia importante para mejorar las propiedades farmacologicas es el empleo de disefio molecular
de farmacos, este es un método que es muy util en donde se modifica la parte de la estructura de un
compuesto, esto puede ser de gran ayuda para poder administrar farmacos con un sistema de liberacion

controlada y asi tener una concentracion 6ptima para llevar a cabo la accidn deseada.

2.8 Sistema de liberacion controlada.
La liberacion controlada de sustancias activas se basa en la idea de proveer la cantidad 6ptima del agente
activo, en el momento preciso y en el lugar adecuado. EI concepto surgio de la necesidad de administrar

una sustancia de forma continua durante cierto periodo de tiempo para obtener el efecto buscado.?®

La liberacion de un medicamento puede ser disefiada para controlar su accién: en funcién del tiempo
(control temporal) o en funcion del lugar accién (control de distribucion o local). En el control temporal,
los sistemas buscan liberar el medicamento durante un tiempo definido (esto es ventajoso para sustancias
que son rapidamente metabolizadas o eliminadas por el organismo). Por otro lado, el control de
distribucion busca liberar el medicamento cuando el dispositivo se encuentra en el lugar apropiado
(target-site) del organismo. Este tipo de sistemas tiene la ventaja de evitar la distribucion del
medicamento donde no es necesario (disminuyendo su toxicidad en ciertos érganos) y aumentar su

eficacia pues permite su disponibilidad donde es requerido.?

En el sector farmacéutico, los sistemas lograban una liberacion continua del principio activo al mezclarlo
con ceras o parafinas, utilizando sustancias porosas o recubriendo las tabletas de materiales insolubles.
Todos estos métodos se mostraron efectivos en retardar la liberacion del medicamento siendo su

inconveniente la baja reproducibilidad de resultados debido a su sensibilidad ante condiciones externas.?®

Si bien el concepto de liberacidn controlada puede ser presentado de una forma simple y sencilla, disefiar
dispositivos, formulaciones o sistemas que logren reproducir el comportamiento buscado puede resultar
extremadamente complicado. En los ultimos afios, los avances en la ciencia de polimeros y de materiales

han aportado herramientas clave para el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion controlada. En

37



Introduccion

muchos casos, el mecanismo y la velocidad de liberacidn de una sustancia activa a través de una matriz
polimérica pueden ser controlados Unicamente por las propiedades del material, siendo casi

independiente de los factores externos.?

Las principales ventajas que aporta el uso de sistemas de liberacion controlada en la dosificacion de
sustancias activas incluyen:

- Concentracién uniforme y/o prolongada del nivel de la sustancia activa, reduciendo el riesgo de una
sobredosis o una dosis insuficiente.

- Optimizacién del uso de la sustancia activa.

- Localizacion del principio activo mediante el uso de dispositivos, limitando efectos secundarios y dafios
laterales.

-Reduccién de la frecuencia de administracion.?®

En los sistemas de liberacion controlada (figura 10), recientemente el uso de nanoemulsiones esta
despertando un gran interés tanto en la comunidad cientifica como en la industria alimenticia, debido a

que representa una aplicacion eficiente y viable para proteger y liberar sustancias activas.
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Figura 10. Representacion de los tipos de nanoparticulas utilizados.?

Los sistemas coloidales utilizados en la administracion cutanea suelen estar basados en lipidos e incluyen
nanoemulsiones (NE), liposomas o vesiculas flexibles, portadores de lipidos nanoestructurados (NLC) y
nanoparticulas de lipidos sélidos (SLN). Estos nanosistemas pueden ofrecer el potencial de mejorar la

biodisponibilidad y la eficacia, dirigir la administracion a las regiones de la piel y los foliculos, aumentar
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la estabilidad del activo y facilitar la formulacion de compuestos lipéfilos poco solubles en agua.

También pueden tener un papel en combinacion con otras tecnologias de mejora de la penetracion.?’

2.9 Desarrollo de emulsiones y nanoemulsiones

Una emulsion es un sistema coloidal de un liquido disperso en otro liquido. Tal dispersion se mantiene
por un tiempo en forma de gotas, con ayuda de un agente emulsionante. El agente emulsionante es afin
a ambas fases y se localiza en la interfase de las gotas formadas evitando su coalescencia. Es decir, es
una unién forzada de por lo menos dos sustancias liquidas que son inmiscibles entre si de manera natural,
formando dos fases: una fase se denomina fase dispersa (las gotas) y la otra es Ilamada fase dispersante

(fase continua).?®

Segun la naturaleza de la fase dispersa y la fase dispersante, existen dos tipos de emulsiones: emulsiones
agua-en-aceite y emulsiones aceite-en-agua. En las emulsiones agua-en-aceite (denominada W/O por sus
iniciales en inglés) la fase dispersa es agua y la fase dispersante es aceite, el contenido de agua es
tipicamente menor al 25 %. En las emulsiones aceite-en-egua (denominada O/W) el contenido del
componente acuoso es generalmente mayor a 31 % pudiendo tener hasta un 80 % de agua; en este tipo
de emulsidn la fase dispersa es un aceite y la fase dispersante es agua. En general, se cumple la ley de
Brancroft que dice que la fase dispersante es aquella en la que es soluble el emulsificante.?®

Existen también las emulsiones multiples, son aquellas en las que la fase interna es también una emulsion;
la simbologia para sefialarlas es W/O/W si se trata de una emulsion multiple de agua-en-aceite-en-agua
y O/W/O si se trata de una emulsion multiple de aceite-en-agua-en-aceite.?® En la tabla 2 se muestra la
clasificacion que proponen los fisicoquimicos sobre los diferentes tipos de emulsiones de acuerdo con su
comportamiento termodinamico y con ello proporcionando determinado tamafio de goticula. En esta
clasificacion es importante resaltar que no se toma en consideracion la presencia de un emulsificante
(tensioactivo) que permita darle estabilidad a la emulsion y que al momento de incorporar este
componente el tamafio de goticula y la estabilidad cambian.?®
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Tabla 2. Clasificacion termodinamica de diferentes tipos de emulsiones

de acuerdo con su tamafio.?

Tipo de Intervalo de Estabilidad Relacion Apariencia

emulsion diametro termodinamica superficie/masa m?/g
Macroemulsion  0.1a 100 pm Inestable 0.07a70 Turbio/opaco
Nanoemulsiéon 20 a 100 nm Inestable 70a330 Transparente
Microemulsion 5a50 nm Estable 130 a 1300 Transparente

Al momento de considerar la aplicacion especifica de estas emulsiones y la consideracién de adicionar
tensioactivos el campo de aplicacidn es basto, en la construccion, los polimeros, metaldrgica, alimentaria

o farmacéutica.

2.9.1. Nanoemulsiones.

Las nanoemulsiones son dispersiones de, por lo menos, dos fases liquido-liquido, con tamafio de gota
inferior a 0.5 micras y han sido denominadas, segun la época y los grupos que las han estudiado, como
“emulsiones ultrafinas”, “microemulsiones inestables”, “emulsiones sub-micrométricas” o “emulsiones
finamente dispersas”. Estas denominaciones son correctas, pero no se usan con frecuencia y la
terminologia mas aceptada y comdnmente utilizada para describir estas dispersiones de tamafio de gota
pequefio es “miniemulsiones” o “nanoemulsiones”. Cabe sefialar que nanoemulsion es también un
término erréneo pues el tamafio de gota de estos sistemas esta en el rango entre 20 y 500 nm, lo que es
mucho mayor que 1 nm, si nos apegamos al estricto término de medicién lineal nanémetro. Sin embargo,

él término “nano” es mucho Mas atractivo que el de “mini” y por ello ha prevalecido en la literatura,

tanto por motivos cientificos como comerciales.*®

Las nanoemulsiones en su aplicacién dentro de la nanomedicina se consideran como dispersiones
coloidales traslucidas de dos liquidos inmiscibles estabilizadas por un tensoactivo, con un tamario de gota
comprendido entre los 20 y los 200 nm. Este pequefio tamafio de gota hace que la nanoemulsion posea
una elevada estabilidad cinética, frente al cremado, sedimentacion, floculacion y coalescencia. A pesar
de su elevada estabilidad cinética, son termodinamicamente inestable, siendo necesaria la aportacion de
energia para su formacion.®! En este espacio de aplicacion dentro de la nanomedicina encontramos que

el rango del tamafio de goticula de las nanoemulsiones responde a la necesidad de la incorporacién del

40



Introduccion

miscelo a la célula, por lo cual el requerimiento de la estabilidad cinética y el tamafio de goticula
responden al blanco terapéutico especifico, y este rango de 20 a 200 nm se considerd para tratamientos

oncologicos.

En la preparacion de nanoemulsiones dependiente de su aplicacion dentro de la industria alimentaria y
farmacéutica, una nanoemulsién aceite-agua (O/W) se considera nanoemulsion si el tamafio de goticula

se encuentra en una escala de 50-1000 nm.32

Se han reportado también otras denominaciones a las emulsiones de acuerdo con el proceso de
preparacion como se reporta en la patente de Solans, C. et al 2004; en donde se denomina
“microemulsiOn” a aquella emulsion que se forma espontaneamente al mezclar sus componentes y tienen
un tamafio de goticula inferior a 20 nm. Menciona asi mismo que dentro de la industria existe gran interés
por otra emulsion denominada “nanoemulsion” que se han obtenido con tamafio de goticula entre 20 y

500 nm.%3

La figura 11 muestra la imagen de una fotografia fija de las goticulas de una nanoemulsion tomada a

través de la microscopia de transmision electronica (TEM por sus siglas en inglés).
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Figura 11. Nanoemulsion. Microscopia de Transmision Electronica (TEM).3!

La preparacion de las nanoemulsiones se encuentra en funcion de la fuente utilizada para suministrar la

energia requerida podemos distinguir dos métodos de preparacion:
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Métodos de alta energia: utiliza homogenizacion de alta presion, ultrasonidos entre otros, que rompen
las gotas de la emulsion. La adicion de tensoactivo permite disminuir la energia necesaria para la
formacion de la nanoemulsién. No obstante, el tensoactivo también pueden producir coalescencia de las
gotas recién formadas debido a la colision entre ellas. EI tamafio de particula obtenido dependera del
instrumento empleado, asi como del tiempo y temperatura utilizado durante la preparacion y de los
propios componentes de la formula. Este método de preparacion permite tener un mayor control sobre el

tamario de gota y una mayor veracidad de ingredientes disponibles.!

Métodos de baja energia: también Ilamados métodos de condensacion. Estos aprovechan la energia
contenida en el sistema para formar gotas de pequefio tamafio. La emulsificacion se lleva a cabo
cambiando los parametros que afectan al balance hidro-lipéfilico del sistema, como la temperatura y
composicidn, por este motivo la seleccion de los excipientes a utilizar es un paso critico. Asi se pueden
distinguir dos procedimientos: a temperatura constante (variando la composicion) o bien a composicion
constante (variando la temperatura). Este ultimo método también es conocido como método de la
temperatura de inversion de fases, siendo el método de baja energia més utilizado. Las nanoemulsiones
pueden clasificarse como la fase externa acuosa (OW) o de fase externa oleosa (W/O), en funcién de cuél

sea el componente mayoritario de la fase continua en la formulacion, agua o aceite, respectivamente. 3!

Ventajas de las nanoemulsiones sobre otras formas de dosificacion: aumento de la absorcion vy
disminucion de la variabilidad en el tracto gastrointestinal, solubilizacion farmacos tanto lipéfilos e
hidréfilos, aumento de la biodisponibilidad y mejora de perfil farmaco cinética, utilizacion en diversas
rutas de administracion, rapida y eficiente penetracion del farmaco, enmascaramiento de sabores
desagradables, proteccion frente hidrolisis y oxidacion del farmaco, buena aceptacidén por parte del
paciente, requieren comparativamente menos energia para su formacion, elevada estabilidad cinética y

se pueden esterilizar mediante filtracion.®

2.9.1.1. Seleccion de los componentes de la nanoemulsion.
Los componentes utilizados para la preparacion de las nanoemulsiones deben ser seguros, no toxicos y
no irritantes, segun los que aparecen en la lista de componentes generalmente reconocidos como seguro

(Generally Regarded As Safe, GRAS). En este sentido es de especial interes la eleccion del surfante, ya
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que sulen ser los compuestos mas irritantes, y se encuentran en una relativamente elevada concentracion,

necesaria para la estabilizacion dl sistema coloidal.!

-Fase oleosa: En primer lugar se selecciona la fase oleosa es la responsable de la solubilizacion de
farmacos hidrofobos. En este caso es convenente seleccionar el aceite en el cual el farmaco presente una
mayor solubilidad. Asi pues para la seleccion de esta fase, se realiza un screening de aceites. Para evaluar
la solubilidad en estos, se disuelve un exceso de farmaco en un volumen determinado, se agita o sonica
y se deja en un agitador rotatorio durante 48-72 horas hasta alcanzar el equilibrio. Finalmente la
concentracion de farmaco solubilizado por el aceite es analizado mediante una técnica analitica

apropiada.®

-Tensoactivo: Tras la seleccion de la fase oleosa se ha de seleccionar el tensoactivo apropiado. Con el
fin de recionalizar el comportamiento de los tensoactivos se determin6 su balace hidro-lipofilico (HLB).
Este tiene en cuenta la contibucion relativa del fragmento hidréfilo e hidréfobo en la molécula del
tensoactivo. Los tensoactivos con HBL se considera liofilos y favorecen la formacion de emulsiones de
fase externa oleosa. Los co-tensoactivos, son tensoactivos generalmente alcocoles o esteres alcohdlico
de cadena corta, que se afiaden con el fin de reducir ain mas tension interfacial, facilitando la
emulsificacion del sistema. La adicion de un co-tensoactivo, generalemente aumenta la estabilidad del

sistema y la solubilidad del compuesto en el mismo.!

Los nanoemulsiones suelen contener un contenido de tensioactivo relativamente bajo con una menor
irritacion de la piel. Mejoran la permeacién en la piel por: (i) su alta capacidad de solubilizacién de
compuestos tanto lipofilicos como hidrofilicos aumentan la capacidad de cargay la aplicacion de la dosis;
(ii) su gran superficie y buen contacto con la piel, junto con su naturaleza oclusiva, aseguran el contacto
superficial con el estrato cérneo; (iii) sus componentes o0leosos y tensioactivos pueden tener un efecto de

mejora de la permeacion directa sobre la estructura lipidica del estrato corneo.?’

Como se ha visto el desarrollo de las nanoemulsiones abre una ventana para el estudio de nuevas
formulaciones de aquellos compuestos que no son solubles en agua o como por ejemplo los compuetsos
que no se pueden administrar por via oral ya que podrian ser toxicos o irritantes. Las nanoemulsiones de

pueden aplicar para los compuestos que apenas se estan desarrollando, que son obtenidos de los
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compuestos naturales (metabolitos secundarios) como por ejemplo el frupo de los flavonoides que se

encuentran en diversas plantas, vegetales y frutos.

2.10. Flavonoides.

El nombre de los flavonoides es el nombre genérico de un grupo de moléculas generadas por el
metabolismo secundario de los vegetales.®* Los flavonoides comprenden un amplio grupo de compuestos
polifendlicos. Poseen un origen biosintético comun (en el caso de los flavonoides, a través de la ruta del
acido shikimico y la ruta de los policétidos) y, por ese motivo, un mismo elemento estructural basico con
diferentes grados de oxidacion, dando lugar a las distintas familias estructurales: flavonas, flavonoles,

flavanonas, catequinas (o flavanoles), antocianos, isoflavonas, chalconas y auronas.®®

Figura 12. Estructura general de los compuestos flavonoides.3®

Las diferentes modificaciones quimicas que tienen lugar dentro de cada una de estas clases, tales como
hidrogenaciones, hidroxilaciones, sulfuraciones, metilaciones y acetilaciones, asi como la incorporacion
de distintos restos azucarados, dan lugar a la gran diversidad de flavonoides que se pueden encontrar en
la naturaleza. La mayoria de los flavonoides se encuentran en forma de heterdsidos, y entre los azlcares
que entran a formar parte de su estructura se incluyen la D-glucosa, la L-ramnosa, la glucoramnosa, la
galactosa y la arabinosa. La presencia generalizada de los flavonoides en los alimentos implica su
consumo regular en una dieta normal, aunque varia la cantidad diaria dependiendo de los hébitos

dietéticos de una poblacion determinada.®

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comdn de
difenilpiranos (Cs-C3-Cs), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C
de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del

anillo B desde el 2' al 6' (figura 12). La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
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propiedades redox de sus grupos hidroxifenolicos y de la relacion estructural entre las diferentes partes
de la estructura quimica. Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y

variaciones en el anillo C. En funcidn de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en posicién 4 y un grupo -
OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y carecen del
grupo hidroxilo en posicion C-3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademéas poseen un doble enlace

entre los carbonos 3y 4 del anillo C.%’
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Chalconas Flavonas

Flavonoles Flavanonas Flavan

Isoflavonas Antocianidinas

Figura 13. Estructuras quimicas de las distintas clases de flavonoides.3®

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion: a) La presencia en el anillo B de la
estructura catecol u O-dihidroxi; b) La presencia de un doble enlace en posicién 2,3; c) La presencia de
grupos hidroxilo en posicion 3 y 5. La quercitina presenta las tres caracteristicas, mientras que la
catequina solo presenta la segunda y la diosmetina la primera (figura 13). A los flavonoles y las flavonas
se unen azucares, preferentemente a la posicion C-3 'y con menor frecuencia al C-7 del anillo A, de forma
que estos compuestos se encuentran cominmente como O-glicosidos, siendo la D-glucosa el residuo
azucar mas frecuente. Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-

xilosa, asi como el &cido D-glucurénico. La parte sin azlcares de la molécula flavonoide se llama
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aglicona. Los glicésidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su

aglicona o flavonoide respectivo.*’

Catequina Quercitina Diosmetina

Figura 14. Caracteristicas estructurales de los principales tipos de flavonoides.

Los flavonoides son una clase importante de productos naturales; en particular, pertenecen a una clase
de metabolitos secundarios de plantas, que se encuentran ampliamente en frutas, verduras y ciertas
bebidas. Tienen diversos efectos bioquimicos y antioxidantes favorables asociados con diversas
enfermedades como el cancer, la enfermedad de Alzheimer (EA), la aterosclerosis, etc. Los flavonoides
estan asociados con un amplio espectro de efectos que promueven la salud y son un componente
indispensable en una variedad de aplicaciones nutracéuticas, farmacéuticas, medicinales vy
cosméticas. Esto se debe a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anti mutagénicas y
anticancerigenas, junto con su capacidad para modular las funciones clave de las enzimas
celulares. También se sabe que son potentes inhibidores de varias enzimas, como la xantina oxidasa

(X0), la ciclooxigenasa (COX), la lipoxigenasa y la fosfoinositida 3-quinasa.®®

En la naturaleza, los compuestos flavonoides son productos extraidos de plantas y se encuentran en varias
partes de la planta. Los flavonoides son utilizados por los vegetales para su crecimiento y defensa contra
las placas. Pertenecen a una clase de compuestos fendlicos de bajo peso molecular que estdn ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Constituyen una de las clases mas caracteristicas de compuestos en
plantas superiores. Muchos flavonoides se reconocen facilmente como pigmentos de flores en la mayoria
de las familias de angiospermas. Sin embargo, su aparicién no se limita a las flores, sino que se
encuentran en todas las partes de las plantas. Los flavonoides tambien se encuentran abundantemente en

alimentos y bebidas de origen vegetal, como frutas, verduras, té, cacao y vino.*
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2.10.1. Biosintesis de los flavanoides.

Los flavonoides se sintetizan a través de la ruta fenilpropanoide, la transformacién de la fenilalanina en
4-cumaroil-CoA, que finalmente entra en la ruta de biosintesis de flavonoides (Figura 15). La primera
enzima especifica para la ruta de los flavonoides, la chalcona sintasa, produce andamios de chalcona de
los que se derivan todos los flavonoides. Aunque la via central para la biosintesis de los flavonoides se
conserva en las plantas, dependiendo de la especie, un grupo de enzimas, tales como isomerasas,
reductasas, hidroxilasas y varias dioxigenasas dependientes de Fe2 */ 2-oxoglutarato modifican el
esqueleto flavonoide bésico, Las diferentes subclases de flavonoides (Martens et al., 2010). Por ultimo,
las tranferasas modifican el esqueleto del flavonoide con azucares, grupos metilo y / o restos acilo,
modulando la actividad fisioldgica del flavonoide resultante al alterar su solubilidad, reactividad e

interaccion con dianas celulares.3®

Camino

general Fenilpropanoide === p-Cumaroil CoA + 3 X manoil CoA

l CHS

Chalcona

l CHI

Naringinina
FNS
F3H
Flavona Dihidroflavonoles
/ 1 FLS

Tricina DFR l
Isovitexina

Leucoantocianidinas Flavonoles

ANS l

3-OH-antocianidinas
l MT, GT, RT

Antocianinas

Figura 15. Biosintesis de los flavonoides.*°

2.10.2. Flavanonas.

Las flavanonas, son precursores de otros flavonoides mas complejos, pero se encuentran como tales en
altas concentraciones en los citricos. Las mas importantes son naringenina, presente en el zumo de
naranja, limon o pomelo, dandole un sabor amargo; liquiritigenina, presente en el regaliz; y eriodictiol,
se presenta en el guisante actuando como quimioatrayente para interactuar con agrobacterias (Mitscher
etal, 1983).4
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De acuerdo a todos los antecedentes medicinales que presentan los flavonoides, en el presente trabajo de
investigacion se aborda el estudio de un grupo especifico de flavonoides que corresponde a las flavanonas
preniladas naturales. Es por ello, que a continuacion se presentan antecedentes quimicos y

farmacoldgicos de flavanonas preniladas.**

El descubrimiento de nuevas sustancias a partir de plantas con actividad terapéutica constituye una meta
de la humanidad. EI reino vegetal contiene un enorme potencial de moléculas por descubrir; se estima
que mas del 90 % de las especies no han sido estudiadas. La naturaleza ha demostrado ser una fuente
importante de compuestos anticancerigenos efectivos: como por ejemplo medicamentos derivados de
microorganismos y de plantas. Los productos naturales representan el 50 % de los farmacos de uso clinico
en paises desarrollados, el 25 % de los cuales derivan de plantas superiores; por ello, las plantas tienen
una larga historia de uso en el tratamiento del cancer, la inflamacién y otras enfermedades relacionadas,
como artritis reumatoides, enfermedad de Alzheimer y asma entre otras; sin embargo, se han visto ain
con cierto escepticismo principalmente cuando dichas plantas presentan flavonoides como metabolitos
secundarios (Graf et al 2005; Rzedowski, J, 2006; Stoclet et al, 2011; Yochum et al, 1999;).4

Las flavanonas son compuestos interesantes por las actividades biolégicas demostradas en modelos in
vivo e in vitro. Se sabe que algunas especies de la familia fabacea cuentan con la produccién de este tipo

de metabolitos como es el caso de la planta Eysenhardtia platycarpa.

2.11. Planta: Eysenhardtia platycarpa Pennell & Safford.
E. platycarpa se ha descrito como fuente de importantes compuestos de tipo flavonoide. A continuacion,

se menciona la descripcion botanica de la planta.

2.11.1. Descripcion botéanica.

Arbol de 10 m de altura, con tronco de mas de 25 cm de diametro, de corteza delgada y esponjosa (figura
16); planta moderadamente pubescente; hojas de 10 a 20 cm de largo; foliolos 15 a 25 pares,
principalmente de 10 a 18 mm de largo, pubescentes o casi glabros, con muchas glandulas pequefias,
pedicelos de 1 mm de largo; céliz de 3 a 3.2 mm de largo, siempre pubescente; corola 6 a 8 mm de largo,

los I6bulos al secarse se tornan con manchas o rayas rojizas; fruto 12 a 13 mm de largo o mas por 3.5 a
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4 mm de ancho, glabro, glandular-punteado, ascendente en los racimos (figura 17), se propaga mediante
semillas (SAGARPA, 2011).42

Figura 16. Eysenhardtia platycarpa en su habitat natural, Tetipac, Guerrero (Fotografia propiedad de

Gardufio Ramirez, M.L., 2007, proximidades del municipio de Tetipac, Guerrero).

Figura 17. Flores de Eysenhardtia platycarpa.*?
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2.11.2. Clasificacion Taxondmica.
La clasificacion taxonémica de E. platycarpa esta conformada de la siguiente manera:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Eysenhardtia

Especie: Eysenhardtia platycarpa Pennell & Saff.

2.11.3. Distribucion Geografica.

Especie caracteristica y abundante de selva baja caducifolia, se distribuye en los estados de Sinaloa,
Nayarit, Colima, Jalisco, Michoacéan, Guerrero, Puebla y Oaxaca de la republica mexicana mostrados en
la figura 18 (Enciclopedia of Life., 2011).

Figura 18. Mapa de distribucion de E. platycarpa en México (Enciclopedia of Life., 2011).

2.11.4. Usos tradicionales.
Algunos de sus usos en la medicina tradicional han sido como diurético y antidiabético. También se ha
reportado con actividad antiséptica y para el tratamiento de infecciones de rifién y la vejiga. Se conoce

199 ¢ nn

como “Ocoicui” “taray", "palo dulce", y "palo azul" (Narvaez et al, 2007).43
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2.11.5. Antecedentes quimicos.

La especie vegetal Eysenhardtia platycarpa ha sido objeto de estudio anteriormente en el grupo de
investigacion. De esos estudios se ha logrado el aislamiento y caracterizacion de 5 flavanonas
isopreniladas mayoritarias a partir del extracto metandlico de las hojas y las ramas de esta especie: 5,7-
dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (2) 5,7-
dihidroxi-6-prenil-flavanona (3), 5,7-dihidroxi-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (4), 5-hidroxi-7-metoxi-6-

prenil-flavanona (5), entre otros compuestos (figura 19) (Narvaez et al, 2008).

(4) ()

Figura 19. Estructuras de la flavanonas naturales.

2.12.6. Preparacién de farmacomodulados.

Andrade en 2013 y 2017, realiz6 una estrategia de disefio molecular para la preparacion de
farmacomodulados en busca de agentes citotdxicos, por lo cual se prepararon los derivados acetilados,
metilados, ciclizados y vinilogo-ciclizados, de las flavanonas 1, 2 y 3.

2.12.7. Antecedentes farmacologicos.

2.12.7.1. Toxicidad frente a Artemia salina.

Para el afio 2004, Carrillo, en su tesis de licenciatura, desarroll6 el modelo de toxicidad frente a Artemia
salina del extracto metandlico de las hojas de Eysenhardtia platycarpa y de las flavanonas (2S)-5,7-
dihidroxi-6-prenil flavanona (3) y (2S)-5,7-dihidroxi-8-prenil-4”-metoxi-flavona (4), encontrando
valores de dosis letal promedio (DLso) menor a 17.78 ppm para el extracto, mayor a 1000 uM para la
flavanona (3) y menor a 10 uM para la flavanona (4).4*
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2.12.7.2. Citotoxicidad en lineas celulares.

Andrade en 2013, preparo la serie de farmacomodulados esterifiado, metilado, ciclizado y ciclizado
vinilogo a partir de los compuestos 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) 5,7-dihidroxi-6-metil-8-
prenil-4’-metoxi-flavanona (2). Se ensayaron estos compuestos sobre las lineas celulares Hela y Vero,
resultando al menos 2 de los compuestos selectivos sobre la célula cancerosa HelLa, que fueron el
derivado metilado de 5,7-dihidroxi-6metil-8-prenil flavanona y el derivado ciclizado vinilogo de 5,7-

dihidroxi-6-metil-8-prenil- 4’-metoxiflavanona.

Andrade en 2017, prepar6 una nueva serie de farmacomodulados sobre el compuesto 5,7-dihidroxi-6-
prenil-flavanona (3), y los sometio a ensayos de citotoxicidad frente a las lineas celulares: Vero, HEK-
293, Mia-PaCa-2, M21 y Hela.

2.12.7.3. Actividad hipoglucemiante y antidiabética.

En el afio 2006, Narvaez et al, reportaron la actividad hipoglucemiante (en ratas sanas) y antidiabética
(en ratas diabetizadas con estreptozotocina (STZ)) de los extractos de las hojas, las ramas y la madera de
E. platycarpa, observando que los extractos de las hojas y las ramas presentan disminucion del nivel de
glucosa en sangre de manera significativa, tanto en ratas sanas como diabetizadas, con porcentajes de
variacion de glucemia en la dosis mas alta ensayada (300 mg/kg). Se alcanzé una disminucion de glucosa

del -60.8 + 4.5 % a las 9 horas posteriores a la administracion oral en el modelo de STZ.%®

De acuerdo con el reporte de Narvaez (2007), se han realizado estudios hipoglucemiante y antidiabético
en el modelo de estreptozotocina sobre la influencia del triterpeno pentaciclico 3-O-acetil-11a,12a-
epoxi-oleanan-28,13-B-6lido aislado de las ramas de la planta E. platycarpa, en donde se encontro una
diferencia significativa al disminuir los niveles de glucosa en sangre y los niveles de malonaldehido

(MDA al tratar a los animales de experimentacion con 100 mg/kg de peso del triperpeno mencionado.*

2.12.7.4. Actividad antimicrobiana.

En 2009, Camacho-Corona et al, reportaron actividad sobre cepas multi-drogo reistentes de
Mycobacterium tuberculosis evaluando 35 metabolitos secundarios aislados de 11 de plantas, entre ellas
E. platycarpa, de la cual se considero a la flavanona 5,7-dihidroxi-8-prenil flavanona. Para la flavanona
(4) los valores reportados de MIC (ug/mL) sobre las cepas H37Rv mayor a 50, 345 con valor de 200, M-
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12 con valor de 200 y M-20 con valor mayor a 200, reconociendo que para estreptomicina se obtuvieron

valores de MIC por debajo de 25 para

2.12.7.5. Actividad antioxidante.

las cepas ensayadas.*®

Por otra parte, también se han reportado estudios sobre la actividad antioxidante con diferentes métodos

de extractos metanolicos y compuestos de especies del género Eysenhardtia que incluyen a E. platycarpa

y de E. subcoriacea mostrados en las tablas 3 y 4 (Narvaez et al, 2008).%

Tabla 3. Actividad antioxidante de extractos de especies del género Eysenhardtia (Narvaez et al,

2008).

Antioxidant and DPPH Radical Scavenger Activities of Extracts from Eysenhardtia Species

‘ Part used AOA (EC,,)? DPPH (EC,,)"”
Plant species
(&) CH,Cl, MeOH CH,Cl, MeOH
E. platycarpa Leaves (300) nd 283+38 nd 102.3+3.4
Branches (2500) nd 27.8+5.1 nd 79.6+3.5
Bark (500) nd 21.6x29 nd 21.2+0.1
E. punctata Leaves (373) =100 86.4x11.2 690.2=8.7 94.6+4.8
Branches (1522) 88.6=6.9 56.7x17.3 476.7x6.8 55.1x6.1
E. subcoriacea Leaves (1300) =100 26.2+5.8 =>1000 43.5%0.5
Branches (920) 583+7.7 20.8+4.7 113.5+2.8 39.8+0.5
Bark (550) 269+4.9 22.2+37 96.5x4.6 9.2+0.1

EC,,=the concentration of organic extracts (ppm) required to reduce at 50% the a) pancreatic lipid peroxidation (expressed as antioxidant activity=AOA) and ») DPPH ab-
sorption at 512nm. Values are from three independent determinations and are expressed as means=S.E.M. Quercetin (EC,,): AOA=18.1=2.1 um, DPPH=14.3=1.1 um, nd: not
determined. Untreated group=0.02=0.01 nmol MDA mg protein™".

Tabla 4. Actividad antioxidante reportada para compuestos de tipo flavonoide y cumarinas (Narvaez et

al, 2008).

Antioxidant activity of coumarin and flavan-3-ols

Compound AOA ECsy + SEM (uM) DPPH ECs, = SEM (uM) GSH + SEM (pg GSH mg protein ']
Untreated (0.88 + 0.05) APPH (0.22 + 0.06)

1 9114 1.1 512423 0.99 +0.05" 0.92 +0.05"
3 114403 10.1 +2.5 1.02 +0.03" 1.09 +0.24"
4 112403 712413 1.15 £ 0.02" 1.01 £0.02"
5 37.14 0.7 325412 0.87 +0.01 0.85 +0.02
7 73406 16.8 +23 0.86 + 0.09 0.85 +0.06
Quercetin (reference) 18.1+ 1.1 143+1.1 0.88 £0.01 0.86 +0.02

Each value represents the mean of three independent assays + standard error of the mean (SEM).

* Turkey’s multiple comparison test showed a significant difference compared to the untreated group (p < 0.001).
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2.12.7.6. Actividad antiinflamatoria.

La actividad antiinflamatoria realizada por Carrillo en 2004 de las flavanonas (3) y (4) obtenidas del
extracto metandlico de las hojas de E. platycarpa se desarrollé en el modelo de TPA en oreja de raton,
encontrando un % de inhibicion de edema de 46.43 y 51.79 %, respectivamente; esta actividad resulta
moderada si se considera la actividad observada para indometacina de 91. 6 %, en el mismo reporte de

Carrillo.*

En 2014, Dominguez-Villegas reportd la actividad antiinflamatoria en el modelo de TPA para las
flavanonas 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) con un porcentaje de inhibicion de la
inflamacién de 12.24 + 00.00; para 5,7-dihidorxi-6-metil-8-prenil-4"-metoxi-flavanona (2) de 68.35 +
1.45; para 5,7-dihidroxi-6-prenilflavanona (3) de 66.67 = 1.55; y para 5-hidroxi-7-metoxi-6-
prenilflavanona (4) de 46.43 £ 1.54, evaluadas de forma intrinseca, es decir, libre de formulacion sélo

vehiculizadas en acetona para su facilidad de solubilidad y aplicacion topica.*!

Quintana en 2015, en su trabajo de investigacion de Maestria logré identificar las moléculas del proceso
inflamatorio que son reguladas por la actividad de flavanonas preniladas naturales: 5,7-dihidroxi-6-metil-
8-prenilflavanona (1), 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (2), 5,7-dihidroxi-6-prenil-
flavanona (3), 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenil-flavanona (5), las cuales fueron obtenidas del extracto
metanolico de hojas de Eysenhardtia platycarpa para elucidar su mecanismo de accion; en donde las
cuatro flavanonas ensayadas mostraron actividad antiinflamatoria en el modelo de induccion de la
inflamacién con carragenina en pata de raton, con base en los resultados obtenidos se sugiri6 que la
actividad antiinflamatoria obtenida por efecto de las flavanonas se da por la inhibicion de la enzima
PLA:: asi mismo, esta actividad se favorece por la produccion de interleucina IL-10, mencionando que
las diferentes posiciones que guardan los sustituyentes en las estructuras de las flavanonas juegan un

papel importante en la actividad observada.*®

2.12.7.7 Aplicacion de sistemas nanoestructurados en flavanonas de E. platycarpa.

Dominguez-Villegas y colaboradores en 2014, realizaron trabajos sobre el aislamiento de flavanonas de
la planta Eysenhardtia platycarpa con un potencial de su actividad farmacoldgica las cuales fueron: 5,7-
dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1); 5,7-dihidorxi-6-metil-8-prenil-4"-metoxi-flavanona (2); 5,7-
dihidroxi-6-prenilflavanona (3); y 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona (4), desarrolladas bajo sistemas
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de nanoemulsion y nanoparticulas poliméricas con tamafios de gota menores a 70 nm, demostraron que
la actividad antiinflamatoria de las cuatro flavanonas que fueron aisladas de Eysenhardtia platycarpa.
Muestran que la vehiculizacion en nanoparticulas presenta una gran ventaja en el mejoramiento de
efectos terapéuticos y como consecuencia de la administracion via topica presentan una mejor
permeacion y gran acumulacion en el sito de accion de la inflamacion evidenciaron que las formulaciones
poseen propiedades antiinflamatorias adecuadas considerando que la flavanona (3) cargada en NE y NP
mostré mejor resultado de liberacidon y permeacion sobre la piel asi como una notable actividad en la
disminucion de la inflamacion. Adicional a ello, fue posible observar que las formulaciones
nanoestructuradas permitieron mejorar la eficacia antiinflamatoria de las flavanonas cuando se aplicaron
de forma intrinseca. Asi es factible considerar que una liberacién controlada de las flavanonas dispuestas
en sistemas nanoestructurados permitiran un mejor transito de los compuestos a través de la piel para
llegar a su sitio de accion. Andrade en 2017, prepar6 nanoparticulas poliméricas con PLGA y

nanoemulsiones de la serie de compuestos farmacomodulados obtenidos a partir del compuesto (3).*

2.12.7.8 Estudio preliminar sobre el desarrollo de un dispositivo transdérmico, estudio en reposo y
estudio dinamico.

En 2013 Cardenas, a través de su tesis de Quimico Industrial, desarroll6 un dispositivo preliminar de
membrana impermeable de polisulfona como control de liberacion de farmacos; este dispositivo fue
cargado con una formulacion nanométrica de la flavanona (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona
(1) y otro con diclofenaco sédico. El ensayo consistio en determinar la cantidad liberada en un sistema
en reposo (liberacion dentro de un vaso de precipitados) y en un sistema dindmico (colocando un magneto
de agitacion en el vaso de precipitados) resultando una mayor liberacion de la flavanona (1) en el estudio
dinamico; adicional a ello, Céardenas ensay6 la liberacion de la flavanona (1) desde el prototipo de
dispositivo en células de Franz para determinar qué concentracion se liberaba de la flavanona (1) con
una membrana de control como es la membrana de polisulfona y sin ella, resultando una menor

concentracion permeada a través de la membrana de polisulfona pero con mayor control de liberacion.
En 2018, Terrero formulé en una nanoemulsién la flavanona (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-

flavanona (1) obteniendo un valor de tamafio de goticula de 632.03 + 54.90 nm, con una polidispersion

de 0.40 £ 0.35, y realizo el estudio de permeacion ex vivo en piel porcina reportando una concentracion
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de 2.65 + 1.66 pg/ml en el registro de las 24 horas y un porcentaje de inhibicion de la inflamacién de
16.13 + 1.40 con una dosis aplicada desde el parche transdérmico de prueba de 0.4 mg por parche.*

2.12.7.9 Deteccion de los niveles de citocinas.

Quintana en 2015, en su trabajo de investigacion de Maestria logré destacar que la posicion del
sustituyente prenilo en las flavanonas tiene un papel importante en la actividad antiinflamatoria. Ya que
las flavanonas (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) y 5,7-dihidorxi-6-metil-8-prenil-4"-
metoxi-flavanona (2) con el prenilo 8 del anillo A tiene mayor actividad antiinflamatoria y estimulan una
mayor produccion de IL-10 con respecto a 7-dihidroxi-6-prenilflavanona (3); y 5-hidroxi-7-metoxi-6-
prenilflavanona (5) que tiene el sustituyente prenilo en el carbono 6 del anillo A. por otro lado, la
presencia del grupo metoxilo en las flavanona (3) y (4), estimulo la produccion temprana de IL-10. Si
bien las cuatro flavanonas, tuvieron actividad antiinflamatoria y estimularon la produccion de IL-10, la

flavanona (1) es la que presentd mayor actividad antiinflamatoria.*®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inflamacion ha sido atendida por excelencia mediante la administracion oral de firmacos comerciales
y recientemente por via percutanea como el caso del parche transdérmico voltaren 24H, lo cual abre un
nuevo campo en el desarrollo de medicamentos; aunado a ello se sabe del avance en el desarrollo de
formulaciones nanoestructuradas que conducen a la liberacion controlada de los farmacos con su posible
aplicacion percutanea a través de parches transdérmicos, en el caso particular del presente trabajo de tesis
se trabaja en una serie de flavanonas activas como agentes antiinflamatorias que dara pauta para acercarse

cada vez mas a una posible alternativa terapéutica.

De las flavanonas obtenidas de la especie vegetal Eysenhardtia platycarpa se consider6 a la flavanona
natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona para la aplicacion de un estudio in silico y de la
estrategia de disefio de farmacomodulacion reconociendo que ésta flavanona natural, con sus propiedades
fisicoquimicas de origen, no proporcionaban una eficacia antiinflamatoria notable en el modelo in vivo
ensayado como se puede ver en los antecedente, de hecho su baja eficacia antiinflamatoria con respecto
al resto de las flavanonas naturales permitieron observar que una serie de modificaciones estructurales
bajo disefio daban la oportunidad de avanzar en la investigacion y por ello el disefio de farmacos
empleando por un lado la estrategia del analisis in silico para reconocer sus propiedades fisicoquimicas
y la posible actividad bioldgica que proporcionan las herramientas y plataformas actuales de prediccion
podrian ayudar a reconocer su los derivados propuestos contaban con posibilidades terapéuticas, y por
otro lado, la estrategia de disefio molecular como lo es la farmacomodulacion permite establecer las
condiciones propicias para mejorar estructuralmente mediante derivatizacion la eficacia de aquel
compuesto lider como lo era la flavanona natural. Con ello el disefio experimental del presente proyecto
de tesis conducira a la preparacién y caracterizacion de una serie de compuestos derivados a partir de la
flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona, a los cuales se les realizard la
determinacion de la eficacia antiinflamatoria intrinseca in vivo, la preparacién de formulaciones
nanoestructuras y su estudio morfométrico, en la basqueda de nuevas moléculas antiinflamatoria para su

posible aplicacion percutanea.

57



Obijetivos

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

A partir de la flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona (1), preparar una nueva
familia de compuestos andlogos modulados (farmacomodulados) de tipo: éster (1a), metoxilado (1b),
ciclizado (1c) y vinilogo-ciclizado (1d) primeramente a traves de su andlisis in silico y posteriormente
mediante su preparacion en laboratorio, evaluar de forma intrinseca su potencial antiinflamatorio en el
modelo in vivo por induccion de inflamacion con TPA en oreja de ratdn y posteriormente formularlos en
nanoemulsion para obtener sus caracteristicas morfométricas idéneas para su posible aplicacion

percutanea.

4.2 Objetivos particulares.
1. Analizar in silico la serie de compuestos propuesta mediante diferentes herramientas
computacionales disponibles como son: Molinspiration, SwissTargetPrediction y PASS on line
para identificar sus propiedades fisicoquimicas y actividades biologicas predecibles para su

posible aplicacién como compuestos antiinflamatorios.

2. Preparar y caracterizar estructuralmente la nueva familia de compuestos farmacomodulados a
partir de la flavanona isoprenilada de origen natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona

(1), considerando las reacciones de acetilacion, metilacion, ciclizacion y vinilogo-ciclizacion.

3. Evaluar el potencial antiinflamatorio de la flavanona natural (1), los farmacomodulados (1a-1d)
e Indometacina, de forma intrinseca (libres de formulacion), empleando el modelo in vivo de
induccidn de inflamacién por TPA en oreja de ratén y analizar los resultados antiinflamatorios
obtenidos para considerar al compuesto de mayor efecto antiinflamatorio competitivo frente al

farmaco de referencia.
4. Formular la flavanona natural (1) y sus farmacomodulados (1la-1d) en nanoemulsion para

establecer mediante su caracterizacion morfométrica la obtencién de formulaciones

nanoestructuradas homogeéneas e idoneas para su aplicacion percutanea.
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5. HIPOTESIS

A partir de la flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) se prepararan sus
derivados éster (1a), alquilado (1b), ciclizado (1c) y vinilogo ciclizado (1d), y al ser evaluados de forma
intrinseca en el modelo in vivo de inflamacion por induccion con TPA en oreja de raton mejorara la
eficacia antiinflamatoria del compuesto lider (1) y sera posible obtener compuestos que presenten
porcentajes de inhibicion de la inflamacion semejante al obtenido por la aplicacion de indometacina. Asi
mismo si lograra la preparacion de nanoemulsiones monofasicas con tamafio de goticula inferiores a una

micra para ser consideradas para su posible aplicacion percutanea.

59



Material y Métodos

6. MATERIAL Y METODOS.

6.1. Consideraciones Generales.

6.1.1. Analisis in silico

Para el andlisis in silico se emplearan las plataformas: Molinsiration, SwissTargetPrediction y PASS On
line disponibles de linea. Con los datos obtenidos mediante este andlisis serd posible identificar las

propiedades fisicoquimicas moleculares y la prediccion de su bioactividad.

El andlisis in silico de la flavanona natural (1), sus derivados (1a-1d) e indometacina, se realizaran para
obtener sus  propiedades fisicoquimicas estructuralesy las  predicciones de actividades
farmacoldgicas en la busqueda de nuevas moléculas antiinflamatorias, empleando las plataformas:
Molinspiration, SwissTargetPrediction y PASS Online; reconociendo los criterios basicos necesarios
para su aplicacion terapéutica y las potenciales actividades farmacoldgicas que conduzcan a su aplicacion

antinflamatoria.

6.1.2 Aislamiento de la flavanona natural.

La cromatografia en columna a presion reducida (CCPR) se efectuara empleando silica gel 60 GF2s4 de
Merck. Las cromatografias en columna (CC) se realizaran con silica gel 60 Merck en una proporcion de
30 g de silica por cada gramo de muestra analizada. EI monitoreo de las columnas cromatogréficas y de
la pureza de los productos de reaccion se llevard a cabo por cromatografia en capa fina (CCF) en
cromatofolios de aluminio TLC de silica gel 60 F2s4 Merck. Las cromatografias en capa fina preparativa
(CCFP) se efectuaran en cromatofolios de aluminio de alta resolucién HPTLC de silica gel 60 F2s4 de
Merck. Los métodos de visualizacion que se utilizaran son luz ultravioleta originada por una lampara
portatil Mineralight 254/366 nm modelo UVGL-25; y como reactivo cromogénico, una solucién de 12 g
de sulfato cérico amoniacal y 22 ml de &cido sulfarico concentrado en 350 g de hielo. Los puntos de

fusion se determinaran en un equipo Fisher-Johns.
6.1.3 Caracterizacion estructural.

Los espectros de infrarrojo se expresan en cm™ y se determinan en un espectrofotometro Bruker con

detector Vector 22, en pastilla de KBr.
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Los espectros por resonancia magnética nuclear (RMN) de *H y RMN 3C se obtienen a 400 MHz y 100
MHz, respectivamente, en un espectrometro Mercury 400 MHz y un espectrometro Varian INOVA-400
los espectros de RMN *H y RMN 3C a 200 MHz y 75 MHZ, respectivamente, utilizando cloroformo
deuterado (CDCls) como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos (8) estan reportados en partes por millon; las constantes de acoplamiento (J)

Se encuentran en Hertz.

Los espectros de masas presentan fragmentos de masa/carga y se obtienen en un equipo de gases Agilent
6890 acoplado a un detector selectivo de masas Agilent 5973N por ionizacion de impacto electronico

EM-IE a un voltaje ionizante de 70 eV.

6.1.4. Determinacion de tamafio de goticula.
Los tamafios de goticulas (nanoemulsiones) se determinan por medio de espectroscopia de correlacion

de fotones utilizando un Nano Zetasizer ZS (Malvern Instruments, Marlvern, GB).

6.2. Obtencion de la flavanona (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1).
A partir del extracto metandlico de la especie Eysenhardtia platycarpa, se aisl6 y caracteriz la flavanona
natural que sera la estructura lider para la obtencién de los derivados planteados en el presente proyecto.

Se tomaré en cuenta la estrategia propuesta por Andrade, B. 2013 y Andrade-Carrera, B. et al 2017.

6.3. Técnicas de separacion.

Del fraccionamiento ya realizado previamente al extracto metandlico de las hojas de E. platycarpa se
realizard cromatografias en capa fina para la deteccion con muestra de referencia de aquellas fracciones
que contengan la flavanona de interés. Asi se lograré la recuperacion de la flavanona. Las CCF se va a

desarrollar en un sistema de elucion 8:2 Hexano:Acetato de Etilo contando con la muestra de referencia.**

6.4. Preparacion de los compuestos farmacomodulados.

Los grupos hidroxilo que se encuentran en la flavanona natural (1) pueden ser transformados por medio
de diferentes reacciones, ya sea de esterificacion o de metilacién para obtener grupos acetatos o
metilésteres, respectivamente, la ciclizacién para anclar el libre giro del grupo prenilo y la ciclizacion

viniloga para generar rigidez en la molécula cambiando la hibridacion de los carbonos de sp3 a sp2 lo
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que incrementa adicionalmente su electronegatividad. Basandose la preparacion en Andrade, B. 2013
considerando las concentraciones de materia prima empleadas como las condiciones de reaccion.>

Esquema 2

Por lo que se realizaron reacciones de semisintesis para hacer las modificaciones estructurales
consideradas y una vez obtenidos los compuestos modulados se continud con el anélisis e interpretacion
de las sefiales espectroscopicas y espectrométricas correspondientes comparando el producto natural y
sus modulados. Los desplazamientos quimicos que se producen en las sefiales espectroscopicas fueron

indicadores de la posicion, del entorno quimico y el grado de asociacion en los nuevos modulados

- L 9
)
e {12}
j\ o CH,N, HsC
Eter etilico
o MV
{AcO)s
Py,24 h.rt
HO

@ DDQ
Benceno seco
reflujo 56 h

obtenidos.

{1e}

Esquema 2. Esquema general de las reacciones para la obtencion de los modulados.

6.4.1 Preparacion de (2S)-5,7-diacetil-6-metil-8-prenilflavanona (1a).

La flavanona natural (1) se puso a reaccionar en una mezcla (1:2) piridina:anhidrido acético con agitacion
constante por 24 horas a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de agitacion, la mezcla de reaccion
fue disuelta con hielo para finalizar la reaccion y se realizo el proceso de separacion del producto por
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filtracion o por extraccién; para obtener el compuesto la y se determinaron sus parametros fisicos,

espectroscopicos y espectrométricos, correspondientes. >°

o O
HaC (1a)

6.4.2. Preparacion de (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-metil-8-prenilflavanona (1b).

Dando seguimiento a la metodologia en la preparacion del modulado metilado se colocé el compuesto
(1), bajo las condiciones de reaccion en éter dietilico y adicionando una solucion del diazometano
preparado suspendido en éter, hasta que el color amarillo persista, la solucién se dejé reposar por 5 horas;
a continuacion, el disolvente se removera a presion reducida hasta sequedad y lograr asi la conclusion de

la transformacion de la materia prima en el modulado metilado (1b). *°

H,CO o.

HsC (1b)

OCHy, O

6.4.3. Preparacion de (8S)-5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-dihidropirano-[4a,10a:6,7] flavanona (1c).
Para lograr la ciclizacion de la cadena isoprenilica con el grupo fenolico, se prepard una solucion de
acido formico con la flavanona (1), esta mezcla se calenté en bafio de agua a 60 °C con agitacion constante
durante un periodo de 2 horas y se dejo reposar por 6 horas a temperatura ambiente para posteriormente
recristalizar en bafio de hielo y realizar la extraccion organica del producto para obtener el compuesto
modulado (1c).>°
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6.4.4. Preparacion de (8S)-5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-dehidropirano-[4a,10a:6,7] flavanona (1d).

La preparacion del modulado vinilogo-ciclizado del compuesto (1d), se llevd a cabo de la siguiente
manera: el compuesto (1) se sometid a reaccién en un matraz de 3 bocas con 2,3-dicloro-5,6-
dicianobenzoquinona (DDQ) en benceno seco a reflujo a una temperatura de 78 °C por un periodo de 5
horas, concluida la reaccion se filtro en caliente y se lavo con CH2Cl, obteniéndose un crudo de reaccion,
mismo que por recristalizacion permitio obtener el modulado vinilogo-ciclizado (1d), una vez concluida

la reaccion se determinara sus propiedades fisicas y espectroscopicas.

6.5. Elaboracion de nanoemulsiones.

La nanoemulsion se preparé por disolucion de componentes especializados proporcionados por la
empresa farmacéutica Gattefose y la flavanona y los modulados al 5 %, generando asi las nanoemulsiones
correspondientes (NE1, NEla-NE1ld y NEINDO). La proporcién optima de cada uno de los
componentes de la nanoemulsion fue determinada anteriormente en un trabajo de investigacion previo,
la identidad de los componentes que muestra la tabla 5 quedan bajo confidencialidad, de acuerdo al
convenio especifico que existe entre la Universidad Autdnoma del Estado de Morelos y la Universidad
de Barcelona, los datos como las cantidades y componentes utilizados en este proyecto de investigacion

no pueden ser revelados completamente para la preparacion de las nanoemulsiones.
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Tabla 5. Descripcion de los componentes de la nanoemulsion.

Componente Descripcion
Flavanona o modulado Principio activo
Componente 1 Tensoactivo
Componente 2 Co-tensoactivo
Componente 3 Emoliente
Componente 4 Humectante

Una vez elaborada la mezcla de componentes con el principio activo, se coloca 10 minutos en un bafio
ultrasénico y posteriormente 15 minutos en un bafio de agua a 32 °C y nuevamente 10 minutos mas en el
bafio ultrasonico. La emulsidn resultante se congela a -20 °C durante un periodo de 24 h. Transcurridas
las 24 h la emulsion se descongela, resulta una formulacion transparente, clara y monofasica, lo que es

indicativo de una emulsion estable.*!

Asimismo, se determiné el tamarfio de goticula para establecerlas en el rango nanométrico; para ello se

empled el equipo Z-sizer como determinador del tamafio de goticula.

6.6. Caracterizacion de los sistemas nanoestructurados.
El proceso de caracterizacion de las nanoemulsiones se realizé de forma visual y a través de su analisis

por la técnica de Dinamic Light Scatering para determinar el tamafio de goticula.

6.6.1. Caracterizacion visual de las NEs.
Se realizd la inspeccion visual para distinguir entre las composiciones homogéneas transparentes de las
heterogéneas o turbias, si las NES se encuentran en una zona monofasica, se observo una Unica fase, por

el contrario, si no se encuentra en esta zona, se distinguieron dos fases o turbidez en la nanoemulsion.

6.6.2 Carcaterizacion mediante Z-Sizer
Para la caracterizacion de los sistemas nanoestructurados obtenidos, se utilizé el instrumento de medicion
Z-SIZER MALVERN, el cual determina el tamafio de goticula, el indice de polidispersion, el porcentaje

de goticulas de diferente tamafio y el valor promedio del diametro de la media de las goticulas.

El tamafio de la fase dispersa de una formulacion se mide mediante la técnica de dispersion dinamica de

luz (Dynamic Light Scattering). Esta técnica mide las fluctuaciones de la intensidad de la luz que incide
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en las goticulas dispersas de la formulacion a ensayar. Las goticulas que forman parte de una
nanoemulsion o formulacidon nanoestructurada se mueven mediante un movimiento Browniano y la
intensidad de la luz incidida (I(t)) fluctta rapidamente con el tiempo. De esta manera, se puede conseguir
una funcion entre I(t) y el tiempo. Un sistema informatico recoge esta funcion y proporciona la media de

la fase dispersa y la distribucion en esta.

Para la determinacion del tamafio de goticula se utiliza la espectroscopia de correlacion fotonica (PCS)
en el Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK). Esta técnica calcula el diametro promedio
(D) de la goticula y el indice de polidispersion (PDI) que indica la distribucion del tamafio de goticula.
Esta técnica determina el tamafio de goticula midiendo la rapidez de fluctuacién de la intensidad de la
luz laser difractada por las goticulas cuando se difunden a través del fluido. Las mediciones de la
espectroscopia de correlacion fotonica se realizaron con un angulo de deteccion de 90° que permite una
mejor intensidad relativa de dispersidn. Las muestras se colocaron en microcubetas de poliestireno de 10
mm de camino Optico. Se realizaron tres experimentos distintos con los sistemas nanoestructurados y los

datos se expresan como la media + la desviacion estandar (SD).

6.7. Evaluacion antiinflamatoria.
El modelo a emplear para la determinacion de la actividad antiinflamatoria fue el modelo in vivo de

induccidn de la inflamacion por TPA en oreja de raton.

6.7.1. Eficacia antiinflamatoria intrinseca.

Para la evaluacion antiinflamatoria in vivo, se ensayaron por triplicado los compuestos libres de forma
intrinseca, Unicamente disueltos en una solucion organica y empleando el modelo in vivo desarrollado
por De Young en 1989. Se aplico via topica 1 mg de compuesto por oreja y se desarrolld todo el

experimento de acuerdo con la metodologia descrita por De Young.**

Se empled una solucién de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (figura 20) como agente inductor
de la inflamacidn tomando en consideracion el modelo in vivo desarrollado por De Young en 1989. Por
lo que en la oreja derecha del animal se aplicaron 10 ul de la solucion de TPA cuya concentracion es de

2.5 uM; posteriormente, se aplico la solucion orgénica dispensando 1 mg por oreja de cada compuesto
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de prueba y en la oreja izquierda se aplicaron s6lo 10 ul de etanol y de la solucién orgénica libre de

compuesto como oreja control.*!

O

Figura 20. Estructura quimica del compuesto TPA.

Los animales de experimentacion utilizados en la evaluacion antiinflamatoria seran ratones macho de la
cepa CD-1 de pesos corporales de entre los 22 y 25 g, las evaluaciones se realizaran bajo condiciones de
Bioterio y el procedimiento de eutanasia de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-
1999.

La cuantificacion de la respuesta antiinflamatoria se obtendra por la diferencia de peso de la oreja control
con s6lo los 10 ul de etanol y la oreja con el agente inductor de la inflamacién TPA. Donde los valores

del porcentaje de inhibicion se obtendrén bajo la siguiente formula:

% de inhibicion = [(A/B) x 100] — 100

6.8. Analisis y métodos estadisticos

Se empleara el analisis de varianza ANOVA para determinar si existe diferencia significativa entre las

poblaciones de los grupos control y de referencia con los de diferentes tratamientos a un valor de

significancia p < 0.05.
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7. RESULTADOS.

7.1. Analisis in silico.

7.1.1. Analisis mediante Molinspiration.

Para el estudio molecular in silico, es imprescindible comprender las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas: es por ello que a través de la plataforma Molinspiration fue posible contar con los datos
béasicos para la flavanona (1) y para los farmacomodulados (1a-1d), asi como de indometacina. La tabla
6, muestra los datos obtenidos que representan: Coeficiente de particion de molinspiration (miLogP),
area superficial polar topolégica (TSPA), nimero de atomos (Natoms), peso molecular (M.Wt), nimero
de enlaces aceptores de hidrégeno (nON), nimero de enlaces donantes de hidrégeno (nOHNH), nimero
de infracciones o violaciones moleculares (NVio), nimero de enlaces rotativos (Nrob) y Volumen

Molecular (Volumen).

Se sabe que la Regla de los cinco de Lipinski (Ro5) no es considerada para los productos naturales por
tener en si mismos comprendidas todas las propiedades fisicoquimicas iddneas para un ambiente
fisioldgico®!; sin embargo, para compuestos semisintéticos y sintéticos deben aplicarse para reconocer si
se cumplen en cierto limite los parametros para una buena absorcién oral o con la permeabilidad

membranal considerados como la primera directriz en Quimica Medicina Nicolaou.>?

Esta regla predice si pudiera haber una mala absorcion o permeacion si la molécula presenta méas de 5
enlaces donantes de hidrégeno, mas de 10 enlace aceptores de hidrdgeno, si el peso molecular peso es
mayor de 500 y si el valor del coeficiente de particion calculado es mayor de 5y para el caso de miLogP
4,15

Es asi que la tabla 6, muestra que el compuesto (1b) presenta un valor de miLogP superior con 5.08 y a
su vez muestra una infraccion molecular. En cuanto al nimero de enlaces rotatorios (Nrotb) el compuesto
(1a) es el que presenta mayor numero de ellos, lo cual se puede interpretar como la molécula con mayor
flexibilidad del presente estudio. El resto de los pardmetros muestras que las moléculas cumplen con la

Regla de los cinco de Lipinski, indometacina al ser un farmaco sintético comercial también cumple.
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Tabla 6. Datos fisicoquimicos obtenidos a partir de la plataforma Molinspiration para (1, 1a-1d) e

Indometacina.

Compuesto milLogP TPSA | Natoms | MWt. | nON | nOHNH | nVio. | Nrotb | Volume
@ 4.81 66.76 25 338.40 4 2 0 3 316.14

(1a) 4.35 78.92 31 422.48 6 0 0 7 389.17

(1b) 5.08 55.77 26 352.43 4 1 1 4 333.67

(1c) 4.60 55.77 25 338.40 4 1 0 1 312.16

(1d) 3.83 55.77 25 338.40 4 1 0 1 312.21
Indometacina 3.99 68.54 25 357.79 5 1 0 4 303.24

Coeficiente de particion de molinspiration (miLogP), area superficial polar topolégica (TSPA), nim. de
atomos (Natoms), peso molecular (M.Wt), nim. de enlaces aceptores de hidrégeno (nON), nim. de
enlaces donantes de hidrégeno (hnOHNH), nim. de infracciones o violaciones moleculares (NVio), num.

de enlaces rotativos (Nrob) y Volumen Molecular (Volume).

Por otra parte, Molinspiration permite la prediccion de actividades biologicas aportando un célculo de la

puntuacion de bioactividad; reconociendo que entre mas cercano a 1 sea el valor mayor probabilidad de

contar con dicha bioactividad. Es asi que se muestra la bioactividad como posible ligando para receptores

acoplados a proteina G (GPCR-L), modulador de canales idnicos (ICM), inhibidor de quinasa (Kl),

ligando para receptores nucleares (NR-L), inhibidor de proteasa (P1) y en general inhibidor enzimatico

(EM).

La tabla 7, muestra los valores obtenidos del célculo de puntuacién de bioactividad obtenido por

molinspiration para los compuestos (1, 1la-1d) e indometacina; con los resultados obtenidos es posible

identificar cual es la bioactividad predictiva para cada uno de ellos.
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Tabla 7. Datos de bioactividad obtenidos a partir de a partir de la plataforma Molinspiration para (1,
la-1d) e Indometacina.

Bioactividad (1) (1a) (1b) (1c) (1d) Indometacina
GPCR-L 0.23 0.10 0.20 0.29 0.05 0.24
ICM -0.12 -0.16 -0.15 -0.04 -0.23 -0.31
Kl -0.21 -0.25 -0.21 -0.30 -0.56 -0.11
NR-L 0.70 0.51 0.63 0.71 0.37 0.42
Pl 0.11 0.04 0.07 0.27 -0.13 -0.11
El 0.44 0.29 0.40 0.36 0.33 0.30

Ligando para receptores acoplados a proteina G (GPCR-L), modulador de canales idnicos (ICM),
inhibidor de quinasa (K1), ligando para receptores nucleares (NR-L), inhibidor de proteasa (PI) y
en general inhibidor enzimético (EI).

7.1.2. Analisis mediante SwissTargetPrediction

Las diferentes técnicas de disefio de farmacos asistido por computadora son importantes para respaldar
de manera eficiente el desarrollo experimental de nuevos farmacos, las propiedades calculadas y
predictivas dependen de las caracteristicas de las moléculas en estudio y con ello es posible aproximarse
con la farmacodinamia o la farmacocinética de las estructuras moleculares que se investigan. La tabla 8,
muestra los blancos moleculares bioldgicos mas relevantes obtenidos a través de la plataforma
SwissTargetPrediction, con los cuales podrian tener interaccion importante los compuestos (1), (1a-1d)
e indometacina y las propiedades moleculares consideradas para el disefio molecular considerando la
biodisponibilidad oral. De la prediccion obtenida a partir de la plataforma SwissTargetPrediction es
posible observar que la interaccidén enzimatica cuenta con el mayor porcentaje para los compuestos (1,
lay 1b), seguido de un alto porcentaje de posible interaccion con receptores nucleares y para el caso de
(1c) los dos blancos méas destacados son la liasa y receptores nucleares, finalmente tanto el compuesto
(1d) como indometacina tienen con mayor porcentaje de posible interaccion con receptores acoplados a
la familia A de la proteina G, seguido de su posible interaccion con enzimas. Por otra parte, en la misma
tabla 8 es posible apreciar que todas las moléculas analizadas caen en la zona permitida para una
biodisponibilidad oral favorable al cumplir los rangos establecidos para ello: Lipofilicidad (LIPO): - 0.7
< XLOGP3 < +5.0; Tamafio (SIZE): 150 g/mol < MV <500 g/mol; Polaridad (POLAR): 20 A < TPSA
130 A; Insolubilidad (INSOLU): 0 < Log S (ESOL) < 6; Insaturacion (INSATU): 0.25 < fraccion Csp3
< 1y Flexibilidad (FLEX): 0 < Num. enlaces rotatorios < 9.
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Tabla 8. Prediccion de los porcentajes de interaccion con blancos moleculares bioldgicos con los cuales

podrian tener interaccién importante los compuestos (1), (1a-1d) e indometacina y las propiedades

moleculares consideradas para el disefio molecular considera.

Molécula

Prediccion de los porcentajes de
interaccion con blancos moleculares

Propiedades moleculares
identificadas para el disefio

B Nuclear receplor Cytochrome P450 Primary active transporter

Enzyme FamiyAG

Oxidoreductase

INSOLL

bioldgicos molecular considerando la
biodisponibilidad oral

13.3%

6.7%
20.0%
(1) 20.0% FLEX /\ -
6.7% /
. 6.7% £ \/
6.7% nSA POLAR
6.7%
13.3%

Family A G proteincoupled receptor Ml Prolease

0y
6.7% 20.0% tes -
20.0% FLEX A SIZE
6.7% K
(1a)
Y e
L >
1 3 .3% INSATU \/ POLAR
13.3%
13.3% soL
B Primary active transporler B Huclear receplor B Cylochrome P450
Enzyme Hydrolase Prolease
Family A G protein-coupled receptor [l Taste family G protein-coupled receptor
6.7% 6.7% oo
20.0% : A
(1b) 26.7% | ) / \\,
i
6.7% . ’ N/
13.3%
13.3%
6.7%
B Nuclear receptor B Cytochrome P450 Primary active transporter
I Enzyme Oxidoreductase Hydrolase
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Continuaciéon Tabla 8.

6.7% itee
13.3% uro
20.0% -
13.3% /\
AT |
/’/ /[
~_ /7
4
(1c) ~
13.3% 20.0%
6.7% 6.7%
B Huclear receplor B Primary active transporter W Cytochrome P450|
Oxidoreductase Family A G protein-coupled receptor Enzyme
Taste family G protein-coupled receptor M Lyase
33.3% oo
PO
FLEX sizi
6.7% I 1ZE
.
(1d) o I
6.7% / - /‘
6.7% T
INSATL POLAR
6.7%
6.7%
6.7% INSOLU
20.0%
I Kinase Family A G protein-coupled receptor Other nuclear protein
Voltage-gated ion channel Electrochemical transporter Membrane receptor
Enzyme B Tollike and II-1 receptors Other cytosolic protein
20.0% i
6.7% "
\ FLEX Sizt
o /
y |
Ind . 13.3% / \
ndometacina 13.3% i / ]
. / /
BN L
6.7% N ~ .
Y
INSH
40.0%
B Nudear receptor [l Enzyme B Secreted protein
0 Oxidoreductase Family A G protein-coupled receptor  [7] Primary active transporter

7.1.3. Analisis mediante PASS Online.
Para el analisis de la prediccion de actividad bioldgica de diferentes moléculas es posible utilizar la

plataforma PASS Online. PASS (Prediccion de espectros de actividad para sustancias) es un producto de

software disefiado como una herramienta para evaluar el potencial bioldgico general de una molécula

organica parecida a un farmaco. PASS proporciona predicciones simultaneas de muchos tipos de

actividad biologica basadas en la estructura de compuestos organicos. Por lo tanto, PASS se puede utilizar

para estimar los perfiles de actividad bioldgica de moléculas virtuales, antes de su sintesis quimica y

prueba bioldgica. Pa (probabilidad de "ser activo™) estima la probabilidad de que el compuesto estudiado
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pertenezca a la subclase de compuestos activos (se asemeja a las estructuras de las moléculas, que son
las més tipicas en un subconjunto de "activos” en la biblioteca de PASS). Pi (probabilidad "de estar
inactivo") estima la probabilidad de que el compuesto estudiado pertenezca a la subclase de compuestos
inactivos (se asemeja a las estructuras de las moléculas, que son las mas tipicas en un subconjunto de
"Inactivos” en la biblioteca de PASS). La tabla 9, muestra los valores de Pa y Pi para los compuestos en
estudio (1, 1la-1d) e indometacina; considerando la probabilidad de ser activo hasta el 70 %. Como es
posible observar en la tabla 9, todos los compuestos presentan una alta probabilidad de actividad
antioxidante y antiinflamatoria entre otras actividades que directa o indirectamente se encuentran

relacionadas con la actividad antiinflamatoria.

Tabla 9. Valores de Pa y Pi obtenidos por PASS Online para los compuestos en estudio (1, 1a-1d) e
indometacina; considerando la probabilidad de ser activo hasta el 70 %.

Flavanona 1

Pa Pi Activity name
0,946 0,004 Membrane integrity agonist
0,926 0,002 UGT1A9 substrate
0,922 0,002 Lipid peroxidase inhibitor
0,904 0,003 CYP2C19 substrate
0,883 0,003 Reductant
0,860 0,002 NOS2 expression inhibitor
0,864 0,006 CYP2C substrate
0,857 0,002 Free radical scavenger
0,852 0,001 Skin whitener
0,861 0,017 CDP-glycerol glycerophosphotransferase inhibitor
0,833 0,004 UGT1A substrate
0,833 0,004 UDP-glucuronosyltransferase substrate
0,809 0,001 Melanin inhibitor
0,811 0,003 Cytochrome P450 stimulant
0,798 0,004 Cardiovascular analeptic
0,816 0,027 Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor
0,793 0,007 CYP1A substrate
0,782 0,008 Antiinflammatory
0,778 0,004 Antioxidant
0,767 0,004 UGT1A1 substrate
0,765 0,005 Chemopreventive
0,764 0,015 TP53 expression enhancer
0,753 0,018 Antineoplastic
0,739 0,007 Anticarcinogenic
0,738 0,010 CYP3A4 inducer
0,739 0,012 Respiratory analeptic
0,751 0,034 CYP2J substrate
0,720 0,006 Hepatoprotectant
0,725 0,013 Apoptosis agonist
0,711 0,004 UGT1A3 substrate
0,711 0,008 Antihypercholesterolemic
0,713 0,011 CYP3A inducer
0,703 0,005 Antiulcerative
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Flavanona la

Pa Pi Activity name
0,925 0,002 Lipid peroxidase inhibitor
0,879 0,016 Membrane integrity agonist
0,828 0,024 CDP-glycerol glycerophosphotransferase inhibitor
0,824 0,008 CYP2C substrate
0,803 0,007 Antiinflammatory
0,796 0,001 Skin whitener
0,793 0,013 Antineoplastic
0,793 0,003 Free radical scavenger
0,788 0,004 Reductant
0,788 0,012 TP53 expression enhancer
0,765 0,005 UGT1A9 substrate
0,744 0,011 Apoptosis agonist
0,738 0,007 UGT1A substrate
0,735 0,003 Expectorant
0,735 0,012 UDP-glucuronosyltransferase substrate
0,729 0,005 Antineoplastic (breast cancer)
0,726 0,005 CYP2C19 substrate
0,723 0,005 Antiulcerative
0,718 0,007 Hepatoprotectant
0,710 0,014 Respiratory analeptic
0,704 0,008 Anticarcinogenic

Flavanona 1b

Pa Pi Activity name
0,934 0,002 UGT1A9 substrate
0,927 0,002 Lipid peroxidase inhibitor
0,922 0,006 Membrane integrity agonist
0,905 0,003 CYP2C19 substrate
0,896 0,002 Free radical scavenger
0,867 0,001 Skin whitener
0,848 0,002 NOS2 expression inhibitor
0,851 0,007 CYP2C substrate
0,849 0,019 CDP-glycerol glycerophosphotransferase inhibitor
0,832 0,005 UDP-glucuronosyltransferase substrate
0,822 0,004 UGT1A substrate
0,816 0,004 Reductant
0,798 0,004 Cardiovascular analeptic
0,792 0,003 UGT1A3 substrate
0,787 0,001 Melanin inhibitor
0,790 0,007 CYP1A substrate
0,800 0,033 Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor
0,762 0,004 UGT1A1 substrate
0,756 0,005 Chemopreventive
0,752 0,009 CYP3A4 inducer
0,742 0,005 Cytochrome P450 stimulant
0,744 0,007 Anticarcinogenic
0,740 0,011 Antiinflammatory
0,747 0,019 Antineoplastic
0,727 0,006 Hepatoprotectant
0,723 0,011 CYP3A inducer
0,720 0,013 Apoptosis agonist
0,709 0,005 CYP1A inhibitor
0,709 0,005 Antiulcerative
0,706 0,003 Expectorant
0,723 0,022 TP53 expression enhancer
0,702 0,002 CYP1ALl inhibitor
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Flavanona 1c

Pa Pi Activity name

0,930 0,002 Lipid peroxidase inhibitor

0,907 0,004 CYP1A substrate

0,893 0,002 Cytochrome P450 stimulant

0,876 0,004 CYP1A1 substrate

0,876 0,018 CYP2C12 substrate

0,856 0,004 CYP3A4 inducer

0,824 0,005 CYP3A inducer

0,801 0,008 CYP2B6 substrate

0,786 0,003 Free radical scavenger

0,780 0,004 Antioxidant

0,797 0,030 CDP-glycerol glycerophosphotransferase inhibitor

0,777 0,013 TP53 expression enhancer

0,755 0,005 Chemopreventive

0,759 0,010 Apoptosis agonist

0,743 0,011 Antiinflammatory

0,715 0,002 NOS2 expression inhibitor

0,718 0,008 CYP1AZ2 substrate

0,723 0,015 CYP2C substrate

0,718 0,023 CYP3A4 substrate

0,742 0,047 Membrane integrity agonist

Flavanona 1d
Pa Pi Activity name

0,902 0,005 HIF1A expression inhibitor

0,861 0,002 NOS2 expression inhibitor

0,862 0,003 Cytochrome P450 stimulant

0,844 0,002 Free radical scavenger

0,823 0,005 CYP1A substrate

0,813 0,006 CYP3A4 inducer

0,796 0,001 Skin whitener

0,793 0,001 Melanin inhibitor

0,790 0,004 Lipid peroxidase inhibitor

0,807 0,028 CDP-glycerol glycerophosphotransferase inhibitor

0,807 0,035 CYP2C12 substrate

0,778 0,007 CYP3A inducer

0,762 0,005 Chemopreventive

0,772 0,015 Antineoplastic

0,759 0,004 Antioxidant

0,757 0,006 CYP1ALl substrate

0,747 0,011 Apoptosis agonist

0,698 0,009 CYP1AZ2 substrate

0,701 0,017 CYP2C substrate
| Indometacina [
| Pa ]| Pi || Activity |
| o085 || 0003 || Antipyretic |
| 0,832 ]| 0,010 || Gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) inhibitor |
| 0,755 ]| 0,004 || Non-steroidal antiinflammatory agent |
| 0,711 ]| 0,014 || Antiinflammatory |
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Es asi que el analisis in silico realizado a los compuestos (1, 1a-1d), permite identificarlos con alta
posibilidad de contar con actividad antiinflamatoria y contar con las propiedades fisicoquimicas

necesarias para considerarlos potenciales agentes antiinflamatorios.

7.1. Obtencion de (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona (1).

La flavanona (1) se obtuvo del extracto metanolico de las hojas de Eysenhardtia platycarpa, a través de
una cromatografia en columna abierta partiendo de 10 gramos de extracto; estos se adsorbieron en 10
gramos de silica gel y se mont6 una columna con 150 gr de silica gel 60, se eluyé la columna con un
sistema Hexano: Acetato de etilo, iniciando con 100 % hexano y aumentando gradualmente la polaridad
con proporciones de acetato de etilo. La flavanona (1) se obtuvo como un sélido amarillo (121 mg) se
obtuvo en un sistema 96:04 Hexano:Acetato de etilo, su punto de fusion fue de 174 - 177 °C y su Rf =
0.454 (4:1 Hex: AcOEt), con estos datos fue autentificada con una muestra auténtica disponible en el

laboratorio para su caracterizacion inequivoca mediante cromatografia en capa fina.

7.2. Obtencion de los compuestos farmacomodulados.
7.2.1 (2S)-5,7-diacetil-6-metil-8-prenilflavanona (1a).

Siguiendo la metodologia propuesta para la preparacion del modulado éster se colocaron 10 mg (0.0295
mmol) del compuesto (1) bajo condiciones de acetilacion y una vez concluida la reaccién al observar el
proceso de la misma mediante TLC se procedid a realizar la extraccidon correspondiente obteniéndose
22.6 mg del compuesto (1a) s6lido amarillo con punto de fusion de 68.70 °C y un Rf = 0.45 (4:1
Hex:AcOEt).
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El compuesto (1a) fue autentificado con una muestra auténtica disponible en el laboratorio para su

caracterizacion inequivoca mediante cromatografia en capa fina.

7.2.2. (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-metil-8-prenilflavanona (1Db).

Dando seguimiento a la metodologia en la preparacién de los modulaos metilados se colocaron 14.5 mg
(0.0428 mmol) del compuesto (1), bajo las condiciones de reaccidon en éter dietilico y adicionado 10 ml
de la solucion del diazometano preparado suspendido en éter, hasta lograr la conclusion de la
transformacion de la materia prima en el modulado metilado (1b) identificAndolo como la (2S)-5-hidroxi-
6-metil-7-metoxi-8-prenilflavanona obteniendo 15.1 mg y se obtuvo como un sélido amarillo y su punto
de fusion fue de 108-111 °C con un Rf =0.73 (2:3 Hex:CH2Cl).

El compuesto (1b) fue autentificado con una muestra auténtica disponible en el laboratorio para su

caracterizacion inequivoca mediante cromatografia en capa fina.
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7.2.3. (85)-5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-dihidropirano-[4a,10a:6,7] flavanona (1c).

Se sometieron a reaccion 17.5 mg (0.0517 mmol) del compuesto (1), bajo las condiciones de reaccion
para la preparacion del modulado ciclizado con 10 ml de acido formico 2 horas a reflujo a 60 °C en bafio
maria con agitacion; transcurrida la reaccion se dejé enfriar 6 horas y por recristalizacion en bafio de
hielo se obtuvieron 19.4 mg del correspondiente modulado (1c), como un s6lido amarillo con punto de
fusion de 51-53 °C y Rf = 0.76 (1:4 Hex : CH2Cly).

El compuesto (1c) fue autentificado con una muestra auténtica disponible en el laboratorio para su

caracterizacion inequivoca mediante cromatografia en capa fina.

7.2.4. (8S)-5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-dehidropirano-[4a,10a:6,7] flavanona (1d).

La preparaciéon del modulado vinilogo ciclizado (1d), se llevé a cabo de la siguiente manera: 34.2 mg
(0.1012 mmol) del compuesto (1), se sometieron a reaccion en un matraz de 3 bocas de 100 ml con 94
mg de DDQ en 10 ml de benceno seco a reflujo a una temperatura de 78 °C por un periodo de 4 horas,
concluida la reaccion se filtro en caliente y se lavé con CH2Cl, obteniéndose un crudo de reaccion de
peso 73.5 mg, mismo que por recristalizacion se obtuvieron 17 mg del modulado vinilogo ciclizado (1d)
como un liquido amarillo oscuro con Rf = 0.48 (3:7 Hex : CH2Cl;), una vez concluida la reaccién se
determinaron sus propiedades fisicas y espectroscopicas reconociendo que este modulado ya ha sido
reportado con anterioridad por Ahluwalia en 1988, corroborandose la identidad del modulado (1d) por
comparacion con los datos espectroscopicos reportados anteriormente encontrandose que se trata de la
misma sustancia quimica.>
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El compuesto (1d) fue autentificado con una muestra auténtica disponible en el laboratorio para su

caracterizacion inequivoca mediante cromatografia en capa fina.

Para los cuatro farmacomodulados se les realiz la comparacion y el analisis por Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrégeno (RMN-'H) y Carbono 13 (RMN-C), en las tablas 10 y 11, se presentan los datos

correspondientes para estos compuestos disponibles en el laboratorio.>

Tabla 10. Analisis por Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno (RMN-'H) de la flavanona natural
y los farmacomodulados.

1 la 1b 1c 1d
Hidrdgeno & (ppm); multi; J | & (ppm); multi; J | & (ppm); multi; J | & (ppm); multi; J | & (ppm); multi; J
(Hz) (Hz) (Hz) (Hz) (Hz)
400 MHz
H-2 5.40;dd; 12.8,3 | 5.44;dd; 12.8,3.2 | 5.42; dd; 12.8,3.2 | 5.38; dd; 12.8, 3.2 | 5.37; dd;12.8, 3.2
H-3a 3.04; dd; 20, 16 3.03; dd; 16.8, 3.05; dd; 17.2, 3.02; dd; 17.2, 2.99; dd;16.8, 12.8
12.8 12.8 12.8

H-3B 2.85; dd; 20, 3 2.87;dd; 16.8,3.2 | 2.86;dd; 17.2,3.2 | 2.83;dd; 17.2,3.2 | 2.80; dd; 16.8, 3.2
5 (-OH) 12.35s - 12.02;s 12.33;s 12.19;s
6 (-CHs) 2.04s 2.03;s 2.10;s 1.98;s 1.96; s
7 (-OH) 6.30s
-CeHs 7.44 m 7.44; m 7.45; m 7.43; m 7.42; m
H-1" 3.38;d;8 3.31;d;6.8 2.64;1d;7.2,3.2 6.60; d; 10
H-2 525,18 4.89;tc; 6.8, 1.2 5.21;1tc; 6.8,1.2 1.79;t,6.8 5.47;d; 10
3>’ (-CHs) 1.84s 1.77;s 1.79; s 1.35;s 142;s
3>’ (-CHs) 1.78 s 1.67;s 1.69;s 1.25;s 1.40; s
5 (-OCOCH3) 2.03; s
7 (-OCHhs) 3.75;s
7 (-OCOCHa) 2.33;s
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Tabla 11. Analisis por Resonancia Magnética Nuclear de carbono (RMN-3C) de la flavanona natural y
los farmacomodulados.

Carbono 1 la 1b 1c 1d
6 (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm)
C-2 78.83 79.32 78.76 78.60 78.80
C-3 43.70 45.50 43.97 43.76 43.66
C-4 196.04 198.179 197.34 196.25 196.21
C-4a 103.05 106.557 105.35 101.79 102.70
C-5 159.11 159.67 159.21 159.23 159.52
C-6 103.57 128.857 115.59 102.18 102.80
6 (-CHa) 7.72 10.029 9.02 7.76 7.70
C-7 162.45 161.33 165.37 161.20 160.14
C-8 106.40 106.78 109.94 104.51 104.72
C-8a 158.36 156.86 158.23 157.25 156.37
C-1° 139.29 138.67 138.93 139.44 138.98
C-2°/C-6’ 126.16 126.03 126.00 126.13 126.70
C-3’/C-5° 129.04 128.94 128.93 128.95 128.91
C-4 128.80 128.94 128.90 128.95 128.70
C-1” 21.58 23.84 22.37 27.01 115.77
Cc-2” 121.81 121.31 122.87 126.13 126.09
C-3” 136.19 132.33 131.81 128.95 128.70
3”’ (-CHy) 26.11 25.88 18.16 16.18 28.77
3”’ (-CHy) 18.11 18.16 26.05 27.22 28.67
5 (-OCOCH:)
5 (-OCOCHs) 21.33
7 ((OCOCHs) 169.11
7 ((OCOCHs) 79.32

7.3. Resultados de la evaluacion antiinflamatoria.

7.3.1. Eficacia antiinflamatoria intrinseca.

Una vez realizada la experimentacion in vivo de los compuestos libres, los resultados obtenidos en la
evaluacion de antiinflamatoria empleando el modelo in vivo de induccion de inflamacion por TPA en

oreja de raton descrito en la metodologia se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Resultados de la evaluacién antiinflamatoria intrinseca.

Compuesto Porcentaje de inhibicién de la

inflamacién

1 12.20+1.12

la 16.02 + 1.47

1b 36.66 + 2.02

1c 71.64 +7.86"

1d 37.79+2.83
Indometacina 91. 00 + 0.46"

Analisis de varianza ANOVA "P<0.05 en comparacion a la flavanona 1.
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Con los resultados obtenidos de la evaluacion antiinflamatoria de los compuestos libres sin formular es
posible identificar que la actividad antiinflamatoria aumento con respecto a la flavanona natural de
partida (1) considerado compuesto lider o cabeza de serie, encontrando que el compuesto (1c) es el que
presenta el mayor efecto con un porcentaje de inhibicion de la inflamacion de 71.64 + 7.86; al identificar
que se trata del modulado ciclizado es posible postular que la rigidez molecular favorece la interaccion

molecular con alguno de los blanco terapéuticos implicados en la inflamacion.

7.4. Preparacion de las nanoemulsiones.

Inicialmente se elaboré la nanoemulsién blanca (NEB), la cual present6 un color amarillo claro, a partir
de esto fue posible formular por separado los diferentes compuestos (1), (1a), (1b), (1c) (NE1, NEla-
NEZ1c), obteniéndose para cada una de ellas un liquido fluido monoféasico de un color amarillo claro y
por su parte, la nanoemulsion de indometacina (NEINDO) mantuvo la coloracion natural de los
componentes de la formulacion, siendo también monofésica, la caracterizacion realizada fue visual.
(figura 20). Sin embargo, no fue posible la preparacion de la nanoemulsion de 1d (NE1d), quedando

pendiente para un estudio posterior. (figura 20)
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Figura 20. Preparacion de las nanoemulsiones.

7.5. Resultados de la caracterizacion de los sistemas nanoestructurados.

7.5.1. Determinacion de la caracterizacion visual.

Las nanoemulsiones se observaron en contraste contra una superficie lisa y se logro evidenciar que eran
monofésicas y homogéneas por lo cual fue posible continuar con su caracterizacion mediante el equipo
Z-sizer.

7.5.2 Determinacion de tamafio de goticula por medio de Z-Sizer.

La caracterizacion de las nanoemulsiones (NEB, NEINDO, NE1, NEla-NE1c), consistio en determinar
la medicion del tamafio de goticula a una temperatura de 25 °C, los resultados se muestran en la tabla
13, en este analisis se empleo el equipo Z-Sizer como se menciona en la metodologia; cabe destacar que

la caracterizacion se realizé por triplicado. (figura 21)

Figura 21. Determinacion del tamafio de goticula.
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Tabla 13. Valores promedio de tamafios de goticula e indice de polidispersién de las nanoemulsiones
NEB, NEIND, NE1, NEla-NE1d) a 25 °C.

Nanoemulsion Valores promedio de indice de
tamafio de goticula (nm) polidispersion (IPD)
NEB 13.07 £1.973 1.000
534.3+140.4
NEINDO 581.00 + 128.3 0.434
NE1 12.96 £ 2.945 1.000
573.6 +173.3
NEla 633.7 £ 166.2 0.664
NE1b 17.93 £ 4.954 0.985
381.8 +205.5
NE1c 48.45 + 10.85 1.000
580.6 £ 213.8
NE1d ND ND

ND= No Determinado
A continuacion, se describe la caracterizacion morfométrica de cada formulacion.
7.5.1.1. Nanoemulsion blanca (NEB).
La nanoemulsién blanca permite establecer el referente de comparacién con respecto al comportamiento

morfométrico con respecto a las formulaciones elaboradas para los diferentes compuestos en estudio.

A una temperatura de 25 °C la NEB presentd un tamafio de goticula de 534.3 £ 140.4 nm y un indice de

polidispersién de 1.000 como se muestra en la gréafica 1.

Size {d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 72.38 Peak 1: 534.3 836 140.4
Pdl; 1.000 Peak 2: 13.07 16.4 1.973
Intercept: 0.696 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Graéfica 1. Z-Sizer de la nanoemulsion (NEB).
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Se logré observar la presencia de una poblacion de goticulas de 13.07 = 1.973 nm, esta poblacion de
goticulas suele presentarse en la formulacion libre cuando la presencia de tensoactivo es ligeramente
superior a la requerida para la formulacion ya que ese ligero exceso se requiere para las interacciones
con el principio activo cuando se incorpore a la formulacion, por ello no se considera de importancia al

preparar formulaciones blancas en las cuales no se cuenta con la presencia del principio activo.?®

7.5.1.2. Nanoemulsion con Indometacina (NEINDO).

La determinacion del tamafio de goticula y del indice de polidispersion para la nanoemulsién con
indometacina (NEINDO) a una temperatura de 25 °C, los valores obtenidos son 581.00 £ 128.3 nm y un
indice de polidispersion de 0.434 como se muestra en la grafica 2. La tendencia de las goticulas que el

Z-Sizer proporciona para confirmar a nivel de la formulacion que es monomodal.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 4200 Peak 1: 581.0 100.0 128.3
Pdl: 0.434 Peak 2 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.692 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Grafica 2. Z-Sizer de la nanoemulsion (NEINDO).

Como es posible observar en la gréfica anterior se presenta una Unica poblacién en donde la totalidad de
la formulacién cuenta con una poblacion promedio en donde las interacciones moleculares entre los

componentes de la formulacion y el principio activo incorporado son 6ptimas.
7.5.1.3. Nanoemulsion con la flavanona natural 1 (NE1).

Los valores del tamafio de goticula y del indice de polidispersion para la nanoemulsion (NE1) a una

temperatura de 25 °C son: 573.6 + 173.3 nm y un indice de polidispersién de 1.000 como se muestra en
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la gréafica 3. La tendencia de las goticulas que el Z-Sizer proporciona para confirmar a nivel de la
formulacién que es bimodal.

Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average {d.nm): 35,70 Peak 1: 5738 J0,2 173,32
Pdl: 1,000 Peak 2: 12,96 288 2,594
Intercept: 0,553 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

o1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Grafica 3. Z-Sizer de la nanoemulsion (NE1).

Para la formulacion NEZ1, se observa una nanoemulsién bimodal que puede responder a dos fenémenos,
el primero que quizas no se requeria la misma cantidad de tensoactivo que el resto de las formulaciones;?
0 bien, que las interacciones moleculares entre el principio activo y los componentes de la formulacion
presenten interacciones que permitan la formacién de dos tamafios de goticula, este fendmeno de
interacciones moleculares reducen la viscosidad de la nanoemulsién pero a la vez la vuelve mas
estable.314

7.5.1.4. Nanoemulsion con modulado éster 1a (NE1a).

Los valores del tamafio de goticula y del indice de polidispersion para la nanoemulsién (NEla) a una
temperatura de 25°C son: 633.7 £ 166.2 nm y un indice de polidispersion de 0.664 como se muestra en
la gréafica 4. La tendencia de las goticulas que el Z-Sizer proporciona para confirmar a nivel de la
formulacion que es monomodal, considerando que la proporcién de la poblacion de tamafio de goticula
de 6.862 = 0.9893 es menor al 10 %.

85



Resultados

Size (d.nm): % Intensity Width {d.nm):
Z-Average (d.nm): 3481 Peak 1: 6337 926 166,2
Pdl: 0664 Peak 2: 6,862 74 09893
Intercept: 0,579 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

o1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Graéfica 4. Z-Sizer de la nanoemulsion (NE1a).

7.5.1.5. Nanoemulsion con modulado alquilado 1b (NE1b).

Los valores del tamafio de goticula y del indice de polidispersién para la nanoemulsion (NE1b) a una
temperatura de 25 °C son: 17.93 £ 4,954 y 381.8 + 205.5 nm y un indice de polidispersion de 0.985 como
se muestra en la gréafica 5, solo en una de las repeticiones se observa un tamafio de goticula superior a
3,000 nm probablemente por una lectura de aglomeracién de goticulas. La tendencia de las goticulas que
el Z-Sizer proporciona para confirmar a nivel de la formulacion que es bimodal con alta dispersion. En
el caso de la formulacion del compuesto 1b es posible observar que la formulacion es bimodal y que

responda a alguno de los dos fendmenos que se han explicado para el caso de la formulacién NEL1.

Size (d.nm): I Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2659 Peak 1: 17,93 483 4,954
Pdl: 0,985 Peak 2: 381.8 447 20648
Intercept: 0,522 Peak 3: 3931 7.0 1083

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
o

04 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Gréfica 5. Z-Sizer de la nanoemulsion (NE1D).
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7.5.1.6. Nanoemulsion con modulado ciclizado 1c (NE1c).

Los valores del tamafio de goticula y del indice de polidispersion para la nanoemulsion (NE1c) a una
temperatura de 25°C son: 580.6 + 213.8nm y un indice de polidispersion de 1.000 + 0.000 como se
muestra en la grafica 6. La tendencia de las goticulas que el Z-Sizer proporciona para confirmar a nivel

de la formulacion que es bimodal respondiendo de igual forma a los fendmenos explicados anteriormente.

Size (d.nm): % Intensity Width {d.nm):
Z-Average (d.nm): 1027 Peak 1: 580,68 a7 2138
Pdi: 1,000 Peak 2: 48,45 203 10,85
Intercept: 0,439 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
m

/ ..... ................

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Grafica 6. Z-Sizer de la nanoemulsion (NELc).

La preparacion de las nanoemulsiones permiten reconocer que la naturaleza de cada compuesto con
respecto a la concentracion de los componentes de la formulacion responden de diferente manera, esto
permite reconocer que las interacciones moleculares juegan un papel importante en la formacion de las

goticulas. 3%
En la literatura se han encontrado compuestos formulados en emulsiones bimodales como es el caso de

taxanos 1o que permite reconocer que estas formulaciones con una distribucion bimodal logran su

objetivo de utilizarse en aplicaciones terapéuticas.>®

87



Discusion

8. DISCUSION

8.1 Andlisis in Silico

Con el andlisis in silico fue posible identificar que los compuestos en estudio cumplen la Regla de las 5
de Lipinski,> lo cual permite considerar que a futuro podrias aplicarse por via oral y tener una buena
absorcién y/o permeacion membranal. Por ello, se considera que la tabla 6 representa las propiedades
mas importantes para el disefio molecular; se sabe que existen flavonoides formulados para su
administracion via oral que tienen parametros de absorcion importantes cuando se realizaron pruebas in
vivo, sabiendo también que son potenciales antiinflamatorios y que comparten propiedades similares con
las flavanonas en estudio.®® Por lo cual, con la prediccion realizada con Molinspiration es posible pensar
que las flavanonas (1), (1a-1d) podrian contar con una buena absorcién si se administrara por via oral.
En cuanto a la bioactividad que ofrece Molinspiration, es posible identificar que los valores cercanos a
1, son los mas promisorios y asi la tabla 7, en la prediccion muestra con mayor porcentaje la actividad
como ligando de receptores nucleares y como inhibidores enzimaticos; con ello se reconoce que estos
podrian ser mecanismos de accion por los cuales podrian actuar las flavanonas en estudio considerando
su posible interaccién con las citocinas, o bien, inhibiendo las enzimas involucradas en la cascada del
4cido araquiddnico.>”°® La flavanona natural (1) ya ha mostrado interaccion tanto en la inhibicion de
Fosfolipasa A2 (PLA2) como ciclooxigenasa e interaccion con la expresion de interleucinas de una forma

de baja a moderada.

Con el andlisis realizado mediante SwissTargetPrediction, confirma con alto porcentaje la interaccion
con los mismos blancos terapéuticos considerados por Molinspiration, por lo cual, es posible confirmar
la posibilidad de contar con potenciales sustancias con actividad biologica sobre receptores nucleares y/o
inhibicidn enzimatica. SwissTargetPrediction también ofrece caracteristicas importantes sobre aspectos
farmacocinéticos, principalmente la alta biodisponibilidad de los compuestos ya que se confirma su

cumplimiento de la regla de las 5 de lipinski. (Tabla 8)

Mediante PASS Online es posible predecir el espectro de actividad de las sustancias analizadas y
proporciona los valores de Pa (Probabilidad de ser activo) y Pi (Probabilidad de ser inactivo). (tabla 9)
El valor maximo que se consigue con esta plataforma predictiva es de 1 por lo cual se puede considerar

como 100 % de probabilidad de ser activo cuando Pa sea igual a 1.0; es asi que para este analisis se
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decidio considerar la prediccion por PASS Online hasta un valor de Pa entre 0.70 a 1.0; es decir, solo
aquellas actividades en las cuales se tuviera hasta el 70 % de probabilidad de ser activo como se muestra
en la tabla 9. bajo esta consideracion, se encontré que todos los compuestos analizados podrian contar
con la capacidad antiinflamatoria, antioxidante y/o antineoplésica entre otras. Este hecho concuerda con
los datos obtenidos para algunas flavanonas anteriormente reportadas por Dominguez. V. 2014 y
Andrade, 2013 y 2017. Por lo cual, los farmacomodulados en estudio podrian contar con actividad

antiinflamatoria al ser evaluados en el modelo in vivo de TPA en oreja de raton.

8.2 Obtencion de los derivados (1a-1d) a partir de la flavanona natural (1)

Se logro la preparacion de los farmacomodulados (1a-1d) siguiendo la metodologia correspondiente. La
caracterizacion de las moléculas se corrobordé por comparacion directa con muestras auténticas
disponibles en el laboratorio y a traves de su analisis por resonancia magnética nuclear. (tablas 10y 11)
Se confirma que las metodologias empleadas para todos los casos son reproducibles tanto en las
condiciones de reaccién como en las cantidades obtenidas de cada uno de ellos, confirmado la pureza de

cada uno de ellos a traves de cromatografia en capa fina.

La farmacomodulacién como estrategia de disefio de farmacos permite modular algunos aspectos
moleculares como el paso de la lipofilia con la formacién del derivado éster, la electronegatividad al
modificar un grupo hidroxilo por un éter metilico, la libertad conformacional al impedir el libre giro del
grupo preniloy la disposicion de electrones de mayor energia como los electrones = al generar el derivado
vinilogo-ciclizado.® Todas estas modificaciones se conducen hacia la mejora molecular de la flavanona
natural que por si mismo evaluada in vivo no presentaba un porcentaje de inhibicion de la inflamacion
alto (12.20 + 1.12) de acuerdo con lo reportado por Dominguez-Villegas, V. et al 2015. De aqui la
importancia de no dejar fuera ningln producto natural que por si mismo no tenga potencial
farmacologico, ya que con la aplicacion estratégica molecular ese hecho puede cambiar como en su
momento lo afirmaba en 2012 el Dr. Arturo San Feliciano de la Universidad de Salamanca, Espafia,
catedratico dedicado a la Quimica Farmacéutica al encontrar derivados potenciales de moléculas que no

posefan ninguna actividad.>®
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8.3 Eficacia antiinflamatoria intrinseca

Los resultados de la evaluacion en disolucion realizada de los compuestos (1), (1a-1d) e indometacina
en el modelo in vivo de inflamacion inducida por TPA en oreja de raton se muestran en la tabla 12, en
donde puede observarse que el mejor porcentaje antiinflamatorio después de indometacina es el derivado
(1c) una vez que se han aplicado sobre la piel en el tejido auricular (aplicacion percutanea) obteniendo
un porcentaje de inhibicion de la inflamacién de 71.64 + 7.86, considerado alto comparado con el
porcentaje obtenido a partir de la flavanona natural (1) con un 12.20 £+ 1.12. Si se considera la estrategia
de modulacion empleada puede establecerse que el restar flexibilidad molecular y reducir los grados de
libertad favorece la interaccion con los blancos terapéuticos de mejor forma que la flavanona (1);
analizando el resultado obtenido entre los compuestos ciclizados (1c) y (1d), se observa que el cambio
de hibridacion de sp® a sp? de los carbonos C-1°" y C-2’’, no favorece la actividad ya que para (1d) se
observa menor porcentaje de inhibicion de la inflamacién; por lo tanto, el aumento de la planaridad
molecular no favorece la eficacia antiinflamatoria y por consiguiente el hecho de dispensar electrones
n.2 Si se correlaciona este resultado con el resultado de la prediccion de actividad antiinflamatoria
obtenida por PASS Online es posible observar concordancia; ya que para el derivado (1c) el valor de Pa
es igual a 0.743 y para (1d) es de 0.7. Por lo cual, es posible corroborar que las modificaciones
estructurales si repercuten cuando se restan grados de libertad al anclar el grupo prenilo formando un

anillo.

Por otra parte, se observa que los compuestos en estudio no resultan competitivos frente a indometacina
ya gue ninguno cuenta con un porcentaje de inhibicion de la inflamacion igual o superior a 91.00 + 0.46

observado.

8.4 Preparacion de las nanoemulsiones

Las formulaciones preparadas presentaron un color amarillo claro al realizar el analisis visual, asi mismo,
todas fueron monofasicas (NEB), (NEla-NE1c) y (NEINDO). No fue posible prepara la formulacién
del compuesto (1d) por falta de disponibilidad de compuesto y completar el 0.5 % requerido para la
formulacion. Concluida la caracterizacion visual se procedio a la determinacion del tamafio de goticula;
la tabla 13 muestra los valores obtenidos del didmetro correspondiente a cada distribucién. Todas las
formulaciones preparadas excepto la formulacion de indometacina presentaron 2 poblaciones de

nanoparticulas ofreciendo una distribucion bimodal y por su parte la nanoemulsion de indometacina fue
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monomodal; este resultado responde a las interacciones fisicoquimicas entre el compuesto y los
componentes de la formulacién nanoestructurada que regularmente ocurre por cuestiones de solubilidad
en el surfactante.®® El tamafio de las goticulas que representan la poblacion mas distribuida oscila entre
381.8 +205.5 para (NE1b) y la mayor de 633.7 + 166.2 para la (NE1a). Es importante reconocer que no
se ha desarrollado un diagrama ternario para cada una de los derivados preparados en el presente proyecto
de investigacion, por esta razon la poblacion de tamarfio de goticula inferior a 50 nm en todos los casos
se debe a factores que deben tomarse en cuenta en el proceso de optimizacion de la formulacion como
son: la naturaleza del surfactante (aniénico, catiénico, no ionicos), el tiempo y proceso de agitacion
(ultrasonido, microondas, agitacion magnética) para lograr una monodispersion homogénea y estable.®*
Se ha demostrado que el cambio de surfactante favorece la monodispersion al momento de optimizar
formulaciones nanoestructuradas experimentales, como es el caso para curcumina en donde el cambio

de surfactante favorece la distribuciéon monomodal.®!

Para una aplicacion percutanea de una nanoemulsion de alguno de los derivados preparados tendria que
tomarse en cuenta la nanoemulsion (NE1c), ya que en la evaluacion de forma intrinseca (en disolucion)
fue el compuesto con mayor porcentaje de inhibicion de la inflamacion, esperando una mayor
biodisponibilidad una vez cargado en la formulacién nanoestructurada como fue el caso de la flavanona
natural (1) reportado por Dominguez, V, 2014, que al evaluarse en el modelo in vivo de induccion de
TPA en oreja de ratdn favorecié la biodisponibilidad del compuesto elevando la eficacia antiinflamatoria

de un 12.24 + 0.00 a un 88.29 + 1.45 al formularla en una nanoemulsién.
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9. CONCLUSIONES

Se obtuvo la flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona (1), asi como los
farmacomodulados: (2S)-5,7-diacetil-6-metil-8-prenilflavanona (1a), (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-metil-
8-prenilflavanona (1b), (8S)-5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-dihidropirano-[4a,10a:6,7] flavanona (1c) y (8S)-
5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-dehidropirano-[4a,10a:6,7] flavanona (1d). La obtencion de los compuestos se
corroboro con el analisis de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno y Carbono 13, con excepcion

del compuesto 1a que se esta en espera de los resultados.

En los resultados de la inhibicion de la inflamacion en el modelo de TPA en oreja de raton se obtuvo que
la flavanona natural (1) tiene una inhibicion de 12.20 + 1.12, lo cual demuestra que la eficacia
antiinflamatoria es minima, al preparar los farmacomodulados se esperaba que la inhibicion de la
inflamacién aumentara, lo cual se demostré de acuerdo con los resultados obtenidos, para el compuesto
(25)-5,7-diacetil-6-metil-8-prenilflavanona (1a) a 16.02 + 1.47, el (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-metil-8-
prenilflavanona (1b) a 36.66 = 2.02, en el caso de (8S)-5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-dehidropirano-
[4a,10a:6,7] flavanona (1d) a 37.79 + 2.83, y para el compuesto (8S)-5-hidroxi-2,2-dimetil-3,4-
dihidropirano-[4a,10a:6,7] flavanona (1c) el porcentaje de inhibicion de la inflamacién fue de 71.64 +
7.86, siendo el compuesto de mayor efecto antiinflamatorio seguido de la indometacina empleada como
farmaco de referencia que obtuvo un valor de 91.35 0.46 de porcentaje de inhibicion. Estos resultados
demuestran que al modificar la molécula de la flavanona natural (1) evaluados en el modelo de TPA en
oreja de ratdbn a una concentracion de 1 mg por oreja favorece el incremento de la actividad

antiinflamatoria.

Se prepararon las nanoemulsiones a las cuales se les realizé el analisis de tamafio de goticula y el indice
de polidispersion (IPD). Los resultados demuestran que la nanoemulsion de indometacina (NEIND)
tiene un IPD de 0.434 lo cual indica que se cuenta con una formulaciéon monomodal y homogénea, ya
que las nanoemulsiones que cuentan con valores de IPD igual a 1.000 su poblacion de nanogoticulas no
es homogenea como fueron los casos de las formulaciones: NE1, NE1lb y NElc. Lananoemulsion NEla
presenta un IPD de 0.664 lo cual es posible interpretar que existe una homogeneidad intermedia. Los
resultados de tamafio de goticula que se obtuvieron y que se representan en las graficas muestran que
para las nanoemulsiones NEB, NE1, NEla, NE1b y NE1c son formulaciones bimodales, 1o que quiere
decir que existen dos poblaciones con diferente tamafio de goticula, la estabilidad de estas formulaciones
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hasta el momento se ha mantenido sin cambio; por ultimo, la formulacion de indometacina (NEINDO)

fue monomodal y homogénea.

Es asi que la preparacion de diferentes derivados quimicos disefiados a partir de la estrategia de
farmacomodulacion y evaluados de forma intrinseca en un modelo in vivo con induccion de la
inflamacidn con TPA en oreja de raton se logro la obtencion del derivado (1c¢) que al reducir los grados
de libertad de la molécula lider de partida (flavanona natural (1)) de mejorar la eficacia antiinflamatoria
y que al preparar una formulacion nanoestructurada en forma de nanoemulsion se logran tamafios de
goticula inferiores a la micra por lo cual caen en el rango de formulaciones nanoestructuradas; que si
bien, cuentan con actividad antiinflamatoria ensayada in vivo, a través de las predicciones consideradas
del analisis in silico también podrian contar con actividad anticancerigena. Se piensa en ellas para una
aplicacion percutanea ya que los parametros de permeacion obtenidos para la flavanona natural (1)
formulada en nanoemulsion permite a priori considerar que el derivado (1c¢) preparado podria ser un buen
candidato para posteriores estudios biofarmacéuticos en espera de un agente antiinflamatorio aplicado
por via percutanea para enfermedades dermatolégicas en los que el proceso inflamatorio se encuentre

involucrado.
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