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Desarrollo y validacion de un método
microbiologico para la determinacion
de la potencia de la azitromicina

Development and validation of a microbiological method
for the determination of the potency of azithromycin

ALESSANDRA GARCES®, ILIANA Rivas*, MIRIAM REGNAULT* Y LuisA Rossr*

Resumen

Se desarroll6 y validé un método analitico para la determinacion de la potencia del antibiético azitromicina como ma-
teria prima, empleando un método microbiolégico que se fundamenta en la difusion producida desde reservorios
cilindricos de acero inoxidable en placas de Petri de 20 x 100 mm, en agar antibiético # 11 como medio de cultivo,
Kocuria rhizophila ATCC 9341 como microorganismo de prueba y un rango de concentracién del antibi6tico en
estudio comprendido entre 0,20 pg/mL y 3,35 pg/mL. El andlisis de regresién lineal mostré un coeficiente de corre-
lacion promedio de r = 0,9910; un coeficiente de determinacion promedio de r? = 0,9821, una pendiente prome-
dio de b = 6,22 y un intercepto promedio de y = 14,10. Estos datos demuestran que el método fue lineal para el
rango de concentraciones empleadas, una recuperacion promedio del 99,00% y un CV (DSR = 3,07%), tolerancia
de T = 32,00%, indicando una adecuada precisiéon. Se demostro la selectividad del método al no obtenerse una
respuesta cuantificable con el metanol a la concentracién empleada en el ensayo, y la robustez del método se eva-
lué a pH 7, resultando insatisfactoria a este valor de pH. De acuerdo a los criterios de aceptacion exigidos por la
Asociacién Espanola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI), podemos concluir que el ensayo microbiolégico de
cilindro en placa en las condiciones indicadas, puede ser empleado como un método confiable para cuantificar in
vitro la actividad antimicrobiana de la azitromicina y podria ser empleado como punto de partida para el analisis
de este antibidtico en formas farmacéuticas.

Palabras claves: azitromicina, método microbioldgico, difusion en agar, validacion.

Abstract

An analytical method was developed and validated to determine the potency of the antibiotic azithromycin as a raw
material, using a microbiological method based on diffusion produced from cylindrical reservoirs made of stainless
steel in petri dishes of 20 x 100 mm, antibiotic medium # 11 as growth medium, Kocuria rhizophila ATCC 9341 as a
test microorganism and a range of concentrations of antibiotics from 0.20 pg/mL to 3.35 pg/mL. Linear regression
analysis showed an average of correlation coefficient of r = 0.9910, an average of determination coefficient of r? =
0.9821, an intercept of y= 14.10 and an average slope of b = 6.22. This data demonstrates that the method was linear
for the range of concentrations employed, an average recovery of 99.00%, and CV (DSR = 3.07%), tolerance (t =
32.00%), indicating suitable precision. Selectivity of the method was demonstrated, because we had not quantifiable
respond to methanol at concentrations used in the assay, and robustness to pH 7 with unsatisfactory results for this
pH. According to the acceptance criteria required by the Spanish Pharmaceutical Industry Association (AEFI), the
microbiological test of the cylinder plate method on the terms indicated can be used to quantify azithromycin in vitro
and could be used as a starting point for the analysis of this antibiotic in pharmaceutical forms.

Key words: azithromycin, microbiological method, diffusion in agar, validation.

*

Postgrado de Aseguramiento de la Calidad, Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela. Apdo. 40109 Caracas 1040A
Venezuela. Telf. (58-212) 605.275; Fax:(58-212)605.2707. miriamregnault@hotmail.com; alessgarces@hotmail.com



DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA DE LA AZITROMICINA

Introduccién

La azitromicina es un antibiético que forma parte
del grupo de los macrélidos entre los cuales estan: la
eritromicina, la claritromicina, la roxitromicina, entre
otros, llamados asi por su estructura, constituida de
un anillo de lactona macrociclico formado por varios
miembros, a los que se unen uno o mas desoxiazuca-
res. La diferencia entre los miembros de este grupo se
basa en el cambio de sustituyentes presentes en el
anillo o en el namero de atomos que forman el mis-
mo. La eritromicina fue el primer macroélido descu-
bierto, en el ano 1952, sin embargo este antibidtico
present6 una gran cantidad de efectos adversos, por
esta razon los Laboratorios Pliva en Croacia propusie-
ron el incremento en el nimero de miembros del ani-
llo de lactona de 14 miembros de la eritromicina a 15
y 16, resultando un nuevo grupo de macrélidos llama-
do azalidas, lograndose cambios significativos en las
propiedades farmacocinéticas y en el espectro de ac-
cion comparado con los antiguos macrélidos (Turci-
nov y Pepeljnjak, 1998). Asi surge la azitromicina
como consecuencia de la inserciéon de un grupo ami-
no en el anillo de la eritromicina, convirtiéndola asi en
un compuesto semisintético cuya estructura se puede
observar en la figura 1.

N(CH;),

o CH,

Figura 1. Estructura Quimica de la Azitromicina.

Los macrélidos son compuestos bacteriostaticos
que inhiben la sintesis de proteinas al ligarse en forma
reversible a la subunidad ribosémica 50S de microor-
ganismos sensibles. El antibi6tico no inhibe de mane-
ra directa la formacion del enlace peptidico, sino que
bloquea la fase de translocacién del aminoacil-tRNA
en la cual la cadena del péptido en crecimiento se
desplaza del sitio aceptor en el ribosoma al sitio pepti-
dil o donador (Goodman y Gilman, 1996).

La azitromicina fue aprobada por la Food and Drug
Administration (FDA) en noviembre de 1990, y se sa-
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be que alcanza la mayor concentracion intracelular de
todos los macrolidos. Es empleada en afecciones res-
piratorias debido a su actividad contra el Haemophilus
influenzae, Moraxella catharralis, Micoplasma ho-
minis. Es muy eficaz en las enfermedades de trasmi-
sién sexual provocadas por: Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus ducrey, Chlamydia trachomatis y Urea-
plasma urealyticum. Tiene buena actividad contra
Bacteroides spp y anaerobios Gram positivos spp, las
micobacterias atipicas son muy sensibles, no asi My-
cobacterium tuberculosis (Gonzalez y col., 1998).

La azitromicina muestra propiedades farmacociné-
ticas superiores a la eritromicina, es absorbida rapida-
mente alcanzando altos niveles en plasmay en tejidos
por periodos largos, con una vida media tisular de 2 a
4 dias. Su administracion consiste de una sola dosis
diaria para el tratamiento de enfermedades de trans-
mision sexual, infecciones de la piel, infecciones res-
piratorias, etc. por periodos significativamente mas
cortos de 3 a 5 dias. Adicionalmente al compararla
con otros miembros del grupo de los macrdlidos, la
azitromicina presenta menos efectos adversos y me-
nos interaccién con otras drogas (Goodman y Gilman,
1996). Es por ello que en Venezuela, la azitromicina
es ampliamente prescrita por el gremio médico, ade-
mas de ser uno de los antibiéticos de eleccion para
sustituir a las penicilinas en personas hipersensibles a
este antibiotico.

La United States Pharmacopoeia 32 (USP 2009) y
el Code of Federal Regulations (CFR 21 1997) senalan
que la azitromicina se puede cuantificar por cromato-
grafia liquida de alta resoluciéon (HPLC), utilizando un
detector electroquimico amperométrico. La European
Pharmacopoeia (EP 2008) describe la identificacion y
cuantificacién de la azitromicina por HPLC con detec-
ciéon espectrofotométrica ultravioleta a 210 nm al
igual que la British Pharmacopoeia (BP 2009).

Diversos autores han realizado una serie de estu-
dios que demuestran que la potencia de la azitromici-
na puede ser determinada microbioldégicamente.
Turcinov y Pepeljnjak (1998), determinaron cuales mi-
croorganismos de un grupo de 10, mostraban la mayor
sensibilidad a dicho antibiético y bajo qué condicio-
nes. Para ello emplearon el método de difusion en pla-
cas de agar, resultando la Kocuria rhizophila ATCC
9341 como un microorganismo recomendable para la
determinacién de la potencia de este antibiético, ya
que mostro resultados de sensibilidad, precisiéon y
exactitud aceptables. Igualmente Breier, Garciay Oppe
(2002), realizaron la validacion de un ensayo microbio-
l6gico, aplicando el método de cilindro en placa 3 x 3.
Para la determinacion de la azitromicina, utilizaron la
Kocuria rhizophila ATCC 9341 como microorganismo
de ensayo y trabajaron con concentraciones de 0,1
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a 0,4 pg/mL para capsulas y suspensiones. Calcularon
linealidad, precision y exactitud, concluyendo que el
ensayo microbiolégico era satisfactorio para su cuan-
tificacion. Estos resultados demuestran que la azitro-
micina puede ser determinada microbioldgicamente.

En Venezuela existen en la actualidad once labora-
torios comercializadores de azitromicina, de ellos s6lo
cinco aplican métodos quimicos para determinar la
potencia del antibiotico, de los cuales tres emplean el
método de la USP, y dos métodos propios, esto proba-
blemente debido a la carencia de los equipos especi-
ficos para la cuantificacion de este antibi6tico. Por ello
se han empleado métodos microbiolégicos para la de-
terminacion de azitromicina, a pesar de que éstos no
estan referenciados en los textos oficiales antes men-
cionados. Cabe destacar que las condiciones utiliza-
das por estos laboratorios difieren entre siy en su
mayoria, son las indicadas para la eritromicina.

Por lo antes expuesto fue de nuestro interés desa-
rrollar un método microbioldgico a nivel nacional que
permita unificar los criterios que permitan determinar
la potencia de la azitromicina; estableciendo la meto-
dologia y las condiciones 6ptimas para alcanzar resul-
tados confiables, y al mismo tiempo cumplir con las
normativas existentes para la industria farmacéutica.

Hoy en dia existe gran variedad de textos oficiales
que hablan sobre la validacién de métodos quimicos
y muy pocos sobre la validacién de bioensayos, entre
los que se encuentran los métodos microbioldgicos.
Sin embargo, la Asociacion Espanola de Farmacéuti-
cos de la Industria (AEFI 2001) en su libro: «Validacion
de Métodos Analiticos», publicé la validacién de méto-
dos de analisis en microbiologia, dentro de los cuales
se encuentra la valoracién microbiolégica de antibi6ti-
cos, donde se establece el significado de cada uno de
los parametros de validacion, los criterios de acepta-
ciéon y las herramientas estadisticas necesarias para la
evaluacién de los datos obtenidos para cada una de
estas pruebas. Basandonos en ello, se plante6 desa-
rrollar y validar un método microbiolégico que deter-
mine la potencia de la azitromicina. Esto nos permitira
ofrecer a los laboratorios farmacéuticos nacionales
una metodologia microbiolégica validada para cuanti-
ficar el mencionado antibi6tico, como alternativa a los
métodos cromatograficos en el control de calidad del
antibidtico y demostrar la fiabilidad de los resultados
a través de la validacién del mismo.

Materiales y métodos
ESTANDARIZACION DEL MICROORGANISMO DE ENSAYO

Un cultivo puro y fresco (24 horas) de Kocuria rhi-
zophila ATCC 9341 en agar antibiotico N° 1 (agar de
siembra Penassay, marca BBL), se resuspendi6é en 3 mL
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de solucién salina estéril con perlas de vidrio y se inocu-
16 en una botella de Roux con agar antibiético N° 1. Se
incub6 a una temperatura de 32,5 + 2,5 °C por 24
horas. Posteriormente se recogié el crecimiento mi-
crobiano con 45 mL de solucion salina estéril, y se
prepar6 una dilucién 1:40 la cual proporciono el 25%
de transmitancia al leerse a una longitud de onda de
580 nm en el espectrofotometro (Milton Roy Company
(Spectronic 20D).

Medios de cultivo: Estos fueron preparados siguien-
do las instrucciones del fabricante (BBL). En el caso del
agar neomicina (agar antibiético N° 11, marca BBL) se
ajusto el pH a 8,0 con una solucioén de NaOH 1N. Se
esterilizaron en autoclave (Hogner modelo VAP-5001),
a 121 °C por 15 min, almacenandose a temperatura
ambiente y en ausencia de luz.

Preparacion de patrones y muestras: Las solucio-
nes de patrones y muestras para los ensayos prelimi-
nares se prepararon inmediatamente antes de ser uti-
lizadas. Se prepararon soluciones madre de azitromi-
cina de 10 pg/mL y 100 pg/mL de concentracion. El
antibiodtico se disolvio inicialmente en 10 mL de meta-
nol y luego se llevé a volumen con solucion buffer fos-
fato 0,1M pH 8 y en solucion buffer fosfato 0,1M pH 7
para el estudio de la robustez. Con el propésito de
establecer cudl era el rango de concentracién 6ptimo
para la determinacion de la potencia de la azitromici-
na, a partir de las soluciones madre, se prepararon las
diluciones para cada uno de los rangos de concen-
traciones estudiados en los ensayos preliminares: en-
sayos 1, 2 y 3, rango de concentracion comprendido
desde 0,64 pg/mL hasta 1,56 pg/mL; ensayo 4 y 5 con
un rango de concentracion desde 0,41 pg/mL hasta
2,44 pg/mL; ensayo 6 con un rango de concentracion
en estudio a partir de 0,41 pg/mL hasta 7,45 pg/mL;
ensayo 7 ampliacion del rango a partir de 1 pg/mL has-
ta 32 pg/mLy un ensayo 8 con un rango comprendido
desde 0,05 pg/mL hasta 12,8 pg/mL.

Preparacion de las placas de Petri: Cada ensayo
requirié una placa de Petri por cada concentracion a
ensayar. Para su preparaciéon se anadi6é a cada placa
21 mL de agar neomicina fundido y se dej6 solidificar
en una superficie plana y nivelada por un periodo en-
tre 20 y 30 minutos, para formar la capa base. Se eva-
luaron diferentes in6culos para determinar la mejor
respuesta en cuanto a tamano, nitidez y definicion de
los halos de inhibicion. Los tamanos de in6culos ensa-
yados fueron: 1,2%; 2%; 3%; 4%, 5%, 10%y 12%, pa-
ra lo cual se anadieron 4,0 mL de agar neomicina ino-
culado al porcentaje seleccionado, a cada una de las
placas que contenian la capa base, distribuyéndose
uniformemente por toda la superficie para formar la
capa semilla y se dejaron solidificar a temperatura
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ambiente alrededor de 20 a 30 minutos. En cada una
de las placas se colocaron 6 cilindros de acero inoxi-
dable (6 £ 0,1 mm de diametro internoy 8 + 0,1mm
de diametro externo). El llenado se realiz6é en forma
de concentraciones creciente (Clavell, 1991; Hewitt,
2004). Se incubaron las placas de Petri en la estufa
(marca Heraus modelo B6060) a una temperatura de
32,5 £ 2,5°C (CFR 21 y USP 32) por un periodo de 18
a 24 horas. Posteriormente se realizaron las lecturas
de cada uno de los halos de inhibicién obtenidos, ha-
ciendo uso del medidor de halos (Fischer Scientific).

Validacion del método
LINEALIDAD

Esta se determin6 ensayando por triplicado el ran-
go de concentraciones escogido (0,2-0,32-0,51-0,82-
1,31-2,10 y 3,35 pg/mL). Para ello se realizaron tres
pesadas del patron USP de azitromicina y de cada pe-
sada se prepararon las diluciones de trabajo y se
siguié la metodologia analitica propuesta. Una vez
obtenidos los resultados, se grafico el logaritmo de la
concentracion pg/mL vs. los halos de inhibicién en
mm y se determiné para cada uno: la ecuacion de la
recta, el intercepto (a), la pendiente (b), los coeficien-
tes de correlacion (r) y determinacion (r?), la varianza
residual, la normalidad de los residuales, se realiz6é un
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de linealidad.

PRECISION (REPETIBILIDAD)

Se determiné con la diluciéon intermedia (0,82
pg/mL) del rango ensayado, para ello se tomaron los
resultados completos de una placa, que contenian 6
réplicas para esta concentracién. Con los datos obte-
nidos, se calcularon el coeficiente de variaciéon (CV) o
la desviacion estandar relativa (% DSR) y la tolerancia,
que son los criterios que miden la precision.

ExAcTITUD

Se determiné para las concentraciones de 0,20
pg/mL, 0,82 pg/mLy 3,35 pg/mL del mismo ensayo,
las cuales corresponden a las concentraciones: baja,
media y alta del rango seleccionado. Para ello sélo se
tomaron 3 lecturas por cada placa de concentracién a
evaluar. Con los resultados obtenidos se calcul6: el coe-
ficiente de recuperaciéon en porcentaje (R), la homoge-
neidad de las varianzas y la prueba de t de Student.

SELECTIVIDAD

Se determino realizando un blanco (metanol y buf-
fer pH 8) de la solucién madre para 6 réplicas y de
esta manera observar si se producia una respuesta
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cuantificable en ausencia del antibiético y corroborar
asi la selectividad del método.

LimiTE DE DETECCION (LD) Y CUANTIFICACION (LC)

Se determiné a partir de un blanco (metanol y buf-
fer pH 8) de la solucion madre en ausencia del anti-
bidtico para 6 réplicas. Con los datos obtenidos y la
pendiente de la curva de calibracion se procedi6 a
realizar la estimacion para el LD y el LC segun lo indica
la guia Q2B de la Internacional Conference on Harmo-
nisation (ICH).

ROBUSTEZ

Se determiné para el rango de concentraciones se-
leccionado (0,2-0,32-0,51-0,82-1,31-2,10-3,35 pg/mL).
La condicion escogida para este estudio fue variar el pH
del buffer fosfato empleado como diluente. Se proce-
di6 a realizar el método propuesto empleando un buf-
fer pH 7 para preparar las diluciones en vez del buffer
pH 8 siguiendo la metodologia analitica propuesta y de
esta manera observar los cambios en las respuestas.

Resultados y discusion

Se eligi6 la Kocuria rhizophila ATCC 9341 ya que
el CFR (1997) la indica para la determinacién de eritro-
micina y es descrita por Turcinov y Pepeljnjak (1998)
como el microorganismo que brindé los mejores re-
sultados en cuanto a precision y exactitud de un total
de 10 microorganismos estudiados. Se utilizé la tem-
peratura de 32,5 * 2,5 °C como la 6ptima que permite
el crecimiento de la Kocuria rhizophila ATCC 9341 y
la difusion del antibiético. Como medio de cultivo se
empleo el agar antibiotico N° 11, debido a que es un
medio adecuado para el crecimiento del microorganis-
mo a ensayar y ofrece un pH 6ptimo (7,8-8,0) que evi-
ta la degradacion de la azitromicina, lo cual ocurre
cuando se trabaja con pHs acidos debido a la naturale-
za basica de esta droga (Turcinov y Pepeljnjak, 1998).
Como diluente se utilizé buffer fosfato pH 8, de mane-
ra de favorecer la estabilidad del antibi6tico y metanol
para disolver la azitromicina ya que al ser éste alcohol
miscible con el agua permite la difusién del antibi6ti-
co en el agar, sin inhibir la respuesta del microorganis-
mo frente al antibi6tico, esto se comprob6 al ensayar
un blanco, utilizando una solucién madre (10 mL de
metanol/ buffer pH 8 csp 100 mL) demostrandose que
no hubo interferencia por parte de éste, al no obtener-
se halos de inhibicion.

Se ensayaron tres concentraciones del antibi6tico
baja, mediay alta (1, 32, 128 pg/mL) para distintos ta-
manos de inéculo (2, 3, 4, 5, 10y 12%), y de esta ma-
nera se determind la cantidad de microorganismo a
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ser empleada en el ensayo. Segun la USP 32 (2009) los
halos de inhibicién obtenidos en un analisis de cilindro
en placa, deben estar por encima de 14 mm de diame-
tro para considerarlos como una zona de inhibicién sa-
tisfactoria. En las evaluaciones realizadas, a tamanos
de in6culos muy elevados (3 a 12%), los halos de inhi-
bicion obtenidos fueron difusos. Se decidié entonces
trabajar con tamanos de in6culos por debajo del 2%,
con los cuales se obtuvieron halos de inhibicion defini-
dos y nitidos a concentraciones bajas, facilitando asi la
lectura de los mismos. Con una concentraciéon del 1,2%
del in6culo, la cual es la empleada por la mayoria de
los laboratorios que aplican métodos microbiologicos
para la azitromicina, los halos de inhibicién obtenidos
tenian diametros mayores a 14 mm con bordes clara-
mente definidos que facilitaron su lectura y mejoraron
la precision en el analisis.

Para determinar el rango 6ptimo de concentracio-
nes a utilizar en el método propuesto, se realizé una
serie de ensayos preliminares, donde se vario el rango
de concentracion del antibiético y se analizaron las
medidas de los halos de inhibicién del microorganis-
mo de ensayo frente a esta variaciéon. Los datos obteni-
dos fueron evaluados segun el capitulo <111> de la
USP «Diseno y Analisis de Ensayos Biologicos» (2009),
para el rechazo de observaciones que parecen fuera
de lugar o aberrantes, y se grafico el diametro de los
halos de inhibicién (mm) vs. logaritmo de la concen-
tracién (pg/mL) tal y como se muestra en la figura 2. Al
analizar este grafico se observa que al aumentar las
concentraciones del antibi6tico disminuye el valor de
la pendiente y por consiguiente la sensibilidad del mé-
todo.

Grifico del total de las lineas de regresion obtenidas en los ensayos preliminares
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Figura 2. Graficos de los Ensayos Preliminares.

Para escoger el rango a emplear en el método pro-
puesto, se realizd un analisis estadistico de las pendien-
tes obtenidas para los diferentes rangos de concentra-
ciones ensayados. Se aplico la prueba de Grubb indica-
da en la norma COVENIN 2972-2: 1997 y se calculd la
desviacion estandar relativa (DSR) de las pendientes
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para determinar cual rango presenta una mayor repeti-
bilidad. De acuerdo a la prueba de Grubb no existen
valores atipicos en la muestra analizada, pero se obtu-
vo una DSR de 20,31% (criterio de aceptacién <5%),
lo que indica que no hay repetibilidad en todo el rango
de concentraciones estudiado que va desde 0,4 hasta
12,8 pg/mL. Sin embargo, se observo que existe repe-
tibilidad para los rangos de concentraciones entre
0,41 hasta 2,44 pg/mL correspondientes a los ensa-
yos N° 1, 3, 4 y 5, obteniéndose una DSR de 4,12%,
asi como para los ensayos 6 y 8 en donde también se
observo repetibilidad con un valor de DSR de 3,43%
pero con una menor sensibilidad (menor pendiente),
ya que en éstos se llegaron a emplear concentracio-
nes mas altas como 7,45 pg/mLy 12,8 pg/mL.

Se concluy6 entonces, que el rango para determinar
la azitromicina se encuentra entre 0,4 y 2,44 pg/mL, ya
que es aqui donde se han observado los mayores valo-
res de pendiente y repetibilidad, ademas de obtener
en este rango de concentracion la mejor definicion en
los halos de inhibicion, facilitando su lectura y dismi-
nuyendo asi los errores durante la medicion. Siendo la
azitromicina un macrolido, semejante a la eritromici-
na, esperabamos conseguir un rango de dosis pareci-
do al utilizado para determinar su potencia 0,64-1,56
pa/mL, (CFR 21, 1997). Adicionalmente de acuerdo
a los estudios de Breier, Garciay Oppe (2002), la azi-
tromicina puede ser determinada microbiologica-
mente a concentraciones bajas en un rango de 0,1 a
0.4 pg/mL.

Validacion del método
LINEALIDAD

El estudio de la linealidad implica una representa-
cioén grafica y una comprobacion estadistica, la cual se
realiz6 empleando todos los datos obtenidos en cada
uno de los ensayos y no los promedios. La figura 3
muestra los graficos obtenidos para los 3 ensayos de
validacion, en ella se aprecian los resultados del anali-
sis de regresion correspondiente y se observa que
existe repetibilidad, ya que los valores de las pendien-
tes presentan una DSR igual a 2,99%. Para el analisis
de regresion lineal se emple6 el programa Minitab® y
se encontrd para los 3 ensayos de validacion un coefi-
ciente de correlacion y determinacion >0,95 y la regre-
sion lineal es estadisticamente significativa ya que
p<0,005.

Para poder realizar el ANOVA, inicialmente se de-
mostré que los residuales provienen de una distribu-
cidén normal, ya que se encuentran formando una linea
recta en donde la prueba de Anderson-Darling revela
un valor de p<0,05. Adicionalmente se puede observar
que la distribucion de los residuales vs. los valores



DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA DE LA AZITROMICINA

Curva de azitromicina para el rango de dosis en logaritmo
(0.2-0.32--0.51-0.82-1.31-2.10-3.35) pg/mL vs el promedio de los diametros
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Figura 3. Ensayos de Validacion.

estimados es aleatoria y no refleja ninguna tendencia,
concluyendo entonces que hay homoscedasticidad in-
dicando la validez del modelo empleado (AEFI, 2001),
por lo cual se procedi6 a realizar el analisis de varianza
para cada uno de los ensayos, resumiendo los resulta-
dos en la Tabla I.

Tabla I
Analisis de Varianza (ANOVA)
(F) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
F1 Tabla
4,075 1823,70 2257,91 2655,45
F2 Tabla
2,492 2,490 0,8467 1,9717

Los tres ensayos cumplen con el ANOVA: Fley, >
Fl,,, indicando que las pendientes son estadistica-
mente diferentes de cero y F2,,, < F2,;, demostrando
la linealidad de los resultados obtenidos. Adicional-
mente se comprobd que existe una pendiente signifi-
cativamente distinta de cero mediante la prueba de t
de Student ya que el tey, > t (ap (0,05, Cumpliendo con la
prueba de linealidad y se calcularon los intervalos de
confianza a partir de la expresion b + t * Sb, siendo en
este caso t el valor de la distribucion de la t de Student
para n -2 grados de libertad y un grado de significacion
a = 0,05; b el valor promedio de las pendientes y Sb la
desviacion estandar de la pendiente; en donde para
ninguno de los 3 ensayos se encontro el cero incluido.

Una vez aplicadas todas las herramientas estadis-
ticas para el calculo de la linealidad, se encontré que
los 3 ensayos cumplieron con los parametros reco-
mendados por la AEFI para determinar la linealidad de
un método microbioloégico, lo cual indica, que en el
rango escogido 0,20 pg/mL a 3,35 pg/mL las respues-
tas fueron lineales.

PRECISION

Se determiné analizando 6 réplicas en una misma
placa de la dilucion intermedia (0,82 pg/mL) del rango
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de concentraciones estudiado, preparada a partir de
la misma soluciéon madre. Con los resultados obteni-
dos se calcul6 el coeficiente de variacion (Tabla II) y la
tolerancia, arrojando respectivamente 3,07% y 32,2.
Los resultados obtenidos indican, que la precision
cumple con los parametros establecidos por la AEFI,
es decir, el método fue repetitivo.

Tabla I
Precision del Método Analitico
Halos de Log de la Concentracion | Resultado
Inhibicién | concentracién pg/mL %
(mm) ng/mL
19,8 0,9186 0,8291 101,11
19,8 0,9186 0,8291 101,11
19,6 0,8857 0,7686 93,73
19,7 0,9021 0,7982 97,34
19,8 0,9186 0,8291 101,11
19,7 0,9021 0,7982 97,34
Promedio 98,62
S 3,03
cv 3,07
EXACTITUD

Se determiné calculando el porcentaje de recupe-
racion de 3 réplicas para cada una de las siguientes
concentraciones 0,20 pg/mL; 0,82 pg/mLy 3,35 pg/mL
preparadas a partir de un patréon USP de azitromicina.
Con los resultados obtenidos, se determiné el coefi-
ciente de recuperacion, la homogeneidad de las varian-
zas y la prueba de « de student» (Tabla III). De acuerdo
a los resultados obtenidos: el Geyp, < Ggp l0 que indica
que las varianzas son homogéneas y la prueba de t de
Student arrojo un tey, < tiap., lo que indica que no hay
diferencia entre la recuperacion media obtenida y el
100%. Estos datos nos indican que se cumplié con la
exactitud para el método, es decir, se detectaron las
concentraciones de los extremos sin ningtin inconve-
niente.

Tabla Il
Exactitud del Método Analitico
Criterios de aceptacion Resultados
Coeficiente de recuperacion 99%
para materias prima 80 - 120%
Homogeneidad de variancias
Gexp < 63,2,0‘05 = 0~8709tab Gexp= 0,3532
t de Student: tey;, < tiap = 2,306 texp= 0,6565
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SELECTIVIDAD

Se realiz6 una valoracion microbiologica de 6 répli-
cas para un blanco de la soluciéon madre y el promedio
de las lecturas obtenidas fue de 8,47 mm. Se observo
que no hubo difusion, no hubo respuesta cuantifica-
ble; demostrandose la selectividad del método, ya que
s6lo se obtuvo respuesta en presencia del antibiético.

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se determiné a partir de las lecturas obtenidas pa-
ra 6 replicas de un blanco de la solucién madre (meta-
nol/buffer fosfato pH 8) en ausencia del antibiético.
Con los resultados obtenidos, se determiné la desvia-
cion estandar de las respuestas proporcionadas por el
blanco y con la pendiente de la curva de calibracion
se estimaron ambos parametros, LD y LC siguiendo la
metodologia descrita en la guia ICH Q2B. El valor pro-
medio de las respuestas del blanco fue de 8,47 mmy el
promedio obtenido a la concentracién de 0,2 pg/mL
fue de 15,84 mm (menor concentracion del rango li-
neal); lo que indica que realmente hubo un proceso
de difusion a esta concentracion, ya que el diametro
del halo de inhibicion obtenido es muy superior al ob-
tenido por el blanco. Matematicamente el limite de
deteccion se encontr6 a una concentracion de 0,1264
pg/mL, siendo este valor menor de 0,2 pg/mL la cual
es la menor concentracion utilizada en la curva de
calibracion. El valor del limite de cuantificacion se en-
contr6 que matematicamente estaba alrededor de
0,3828 pg/mL; sin embargo, experimentalmente se
encontré que a un valor de 0,2 pg/mL se contenia una
respuesta cuantificable y satisfactoria seguin los requisi-
tos exigidos en el capitulo <81> de la USP, el cual senala
que los mismos deben estar por encima de 14 mm,
demostrandose ademas que las mediciones efectua-
das a esta concentracion son exactas y precisas, ra-
z6n por la cual se decidio incluirla dentro del rango de
linealidad.

RoOBUSTEZ

El ensayo fue realizado empleando buffer fosfato
pH 7 como diluente en las diluciones de trabajo, para
de esta manera demostrar si el método soporta cam-
bios de pH, sin alterar sus respuestas. Tanto la pen-
diente como el coeficiente de determinacion se man-
tuvieron en el valor estudiado de pH 7, siendo esto
indicativo de que la linealidad del método permanece
constante. Sin embargo, al comparar los halos de inhi-
bicién obtenidos a pH 7 y pH 8 respectivamente, se
observaron cambios en dichas respuestas. Las res-
puestas obtenidas a pH 7 son significativamente me-
nores a los halos de inhibicién obtenidos a pH 8 para
el mismo nivel de concentracion, demostrandose asi
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la degradacion que sufre la azitromicina a este valor
de pH 7. Esto permite concluir que el pH de la solucion
buffer fosfato, es un factor critico, capaz de causar va-
riaciones en los resultados del método; en este caso
los resultados se encontraran por debajo de los valo-
res reales, lo cual indica que el método desarrollado
no es robusto a pH 7.

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados obtenidos en el rango ensayado, in-
dicaron que el método cumple con los parametros de
validacién recomendados por la AEFI: linealidad,
exactitud, precisién, selectividad y robustez, por lo
que se puede senalar que el mismo fue validado satis-
factoriamente y puede ser empleado como método
alterno a los métodos oficiales, en el control de cali-
dad de rutina para la determinacién de la azitromicina
bajo la forma de materia prima, segun los parametros
evaluados en este estudio.

Los parametros de limite de deteccion y cuantifica-
cion no son requisitos exigidos por la AEFI para los
métodos microbiolodgicos utilizados en la determina-
cion de potencia de antibiéticos, pero fueron inclui-
dos en este estudio y calculados seguin la guia ICH
Q2B dandole mayor validez al rango escogido en el
método propuesto.

Con el presente trabajo se logré un avance en el
tema de validacion de los métodos microbiologicos
cuantitativos en Venezuela, especificamente en el en-
sayo de difusion en placas de agar aplicado al analisis
de antibio6ticos, sirviendo de guia en el desarrollo y va-
lidacion de otros métodos microbiolégicos, siendo un
aporte importante en esta rama de investigacion.

Se recomienda emplear el método microbiologico
desarrollado no sélo a materias primas, sino a formas
farmacéuticas, tales como tabletas, capsulas y polvo
para suspension. Adicionalmente es necesario realizar
mejoras en el sistema de medicion de los halos de
inhibicion, tales como acoples a sistemas computariza-
dos en donde se amplie la imagen y se pueda realizar
una mejor lectura o cambiar el medidor de halos por
modelos mas actualizados, de manera de obtener has-
ta dos decimales en cada lectura, facilitando los calcu-
los y por ende mejorando los resultados estadisticos.
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Compuestos fenodlicos y actividad antioxidante
en cervezas venezolanas

Polyphenolic compounds and antioxidant
activity in venezuelan beers

AvLiciIA M Rincon!*, Lizer Bou RACHED! Y FAnNNY C PADILLA!

Resumen

La cerveza junto con el vino, constituyen las bebidas alcohdlicas mayormente usadas, que con el café y el té aportan
polifenoles con actividad antioxidante que pueden prevenir ciertas enfermedades, particularmente ateroesclerosis y
cancer. Los polifenoles en la cervezas provienen de la cebada y el ltipulo. Se evalué el contenido de polifenoles y su
actividad antioxidante en cervezas y las materias primas utilizadas en su elaboracién. Los polifenoles y los flavonoi-
des fueron determinados por espectrofotometria (Folin y cloruro de aluminio), y las propiedades antioxidantes por
poder reductor, capacidad antirradical y decoloracién del -caroteno. Los polifenoles de la cerveza presentaron un
rango de 145,49 - 259,75 mg equivalentes de acido galico (EAG)/L, y los flavonoides de 17,82 — 35,84 mg equiva-
lentes de rutina/L. El poder reductor vari6 de 43,26 a 86,03 mg equivalentes acido ascorbico/L y la capacidad anti-
rradical de 0,21 a 0,37 mM equivalentes de Trolox/L. El % de actividad antioxidante y coeficiente de actividad antio-
xidante variaron entre 28,10-51,27 y 136,36 — 268,66, respectivamente. La cebada, el maiz y el lipulo presentaron
valores de polifenoles de 383,05; 30,96 y 319,44 mg EAG/100g en base seca y los flavonoides de 108,20; 4,76 y
138,65 mg de equivalentes de rutina/100g. El contenido de polifenoles y la actividad antioxidante presentaron corre-
lacién positiva. Se deduce que la cebaday el lupulo son los mayores contribuyentes de polifenoles y actividad antio-
xidante en la cerveza. El cereal usado produjo un aumento en el contenido de polifenoles. Estos resultados sugieren
que el consumo moderado de cerveza podria tener efectos beneficiosos para la salud, similares a los reportados
para el vino.

Palabras clave: cerveza, cebada, lupulo, polifenoles, actividad antioxidante.

Summary

Beer is one of the most commonly consumed alcoholic beverages, which as well as wine, coffee, and tea are present
in the human diet; they contain phenolic compounds with antioxidant activity which seem to prevent several human
diseases, particularly atherosclerosis and cancer. Polyphenols in beer originate from barley and hops. The phenolic
compounds and the antioxidant activity of malt, cereal adjuncts, and hops, and their presence in beer, were investi-
gated. Total phenolics and flavonoids were determined by spectrophotometric methods (Folin and aluminum chlori-
de), and the antioxidant properties by the ferric reducing power, antiradical capacity, and p-carotene bleaching me-
thods. Beer total polyphenolic compounds range was 145.49-259.75 mg gallic acid equivalents (GAE)/L, and flavo-
noids 17.82-35.84 mg rutin equivalents/L. Reducing power varied from 43.26 to 86.03 mg ascorbic acid equiva-
lents/L and the antiradical capacity presented values from 0.21 to 0.37 mM Trolox equivalents/L. The % antioxidant
activity and the coefficient of antioxidant activity values range from 28.10 - 51.27 and 136.36 — 268.68 respectively.
Malt, corn and hops presented values for total phenolic of 383.05; 30.96 and 319.44 mg GAE/100g dry weight and
flavonoids as mg of rutin equivalents/100g were 108.20, 4.76 and 138.65. The antioxidant properties presented a
positive correlation with the polyphenol content. Our results show that hops and malt are the mayor contributors of
polyphenols and antioxidant activity of beer. The cereal adjunct produced an increase in beer’s polyphenolic con-
tent. These results suggest that moderate beer drinking might have some health beneficial effects similar to those
reported for wine.

Key words: Beer, malt, hops, polyphenols, antioxidant activity.
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Introduccién

Es bien conocido que el estrés oxidativo se en-
cuentra asociado a altos niveles de radicales libres o
especies reactivas de oxigeno, los cuales conllevan a
una variedad de lesiones bioquimicas y fisiolégicas
que pueden resultar en disfuncién metabdlica y muer-
te celular (Ames, 1993). Existen evidencias epidemio-
légicas que indican que el consumo de alimentos y
bebidas que contengan compuestos antioxidantes
(flavonoides y otros polifenoles) tiene efectos benéfi-
cos para la salud (Pulido y col., 2000) pues ellos pue-
den proteger el organismo de los radicales libres y
retardar el progreso de varias enfermedades croéni-
cas. Son muchas las enfermedades relacionadas con
la produccién de radicales libres como ateriosclero-
sis, cancer, infarto al miocardio, enfermedades infla-
matorias, trastornos del sistema nervioso central
(Parkinson y Alzheimer), envejecimiento, etc. (Middle-
ton y Kandaswami, 1994; Stadler y col., 1995). Estas
enfermedades tienen una gran prevalencia en los pai-
ses desarrollados y estan directamente relacionadas
con la alimentacion, y sobre todo con los niveles de
los antioxidantes dietarios. Por ello, Kilhnau (1976)
recomienda introducir en la dieta alimentos que con-
tengan compuestos antioxidantes, como frutas, ver-
duras, hortalizas, aceite de oliva y determinadas be-
bidas como el vino y la cerveza, esta ultima rica en
polifenoles y otros compuestos fendlicos capaces de
capturar radicales libres.

Se cree que los antioxidantes son esencialmente
importantes para el organismo por la capacidad que
tienen de proteger a las macromoléculas biologicas
contra el dano oxidativo. Entre los mas conocidos
figuran los tocoferoles, el acido ascorbico, los flavo-
noides, antocianinas, carotenoides, acido fendlicos
(Larson, 1997).

En la mayoria de los paises occidentales las bebi-
das alcohodlicas son una parte integral de la dieta (Re-
naud y Lorgeril, 1992) y representan cerca del 4 al
6% del consumo calérico (Christiansen y col., 1994).
Se asume generalmente que a mayor contenido de
polifenoles en una bebida, mayor sera su actividad
antioxidante (Abu-Amsha y col., 1996). Otros estu-
dios in vitro e in vivo muestran que solamente algu-
nos polifenoles poseen propiedades antioxidantes
(Christiansen y col., 1994; Frankel y col., 1993). Sin
embargo, los compuestos fendlicos presentes en ali-
mentos y bebidas son susceptibles de transforma-
cion durante el procesamiento.

La cerveza es una bebida de bajo contenido al-
cohdlico resultante de fermentar mediante levadura
seleccionada, el mosto elaborado con malta de ceba-
da, arroz, maiz, lupulo y agua (Hough, 1982). Mundial-
mente, la cerveza es una bebida natural tradicional de
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bajas calorias y sin grasa, con acidos organicos y vita-
minas que provienen de la malta, proteinas, lapulo y
agua. La cerveza tiene mayor contenido nutricional
que otras bebidas alcohdlicas debido a sus minerales
y nutrientes esenciales como potasio, magnesio, cal-
cio y sodio. El uso de cereales y malta en la produc-
cion de la cerveza puede contribuir en la ingestién de
compuestos antioxidantes naturales como los polife-
noles; por lo que su consumo podria tener un efecto
beneficioso para la salud, no completamente elucida-
do (Ghiselli y col., 2000; Wei y col., 2001).

Los compuestos fendlicos antioxidantes provie-
nen del lapulo en un 20-30%, mientras que la malta
proporciona un 70-80%. La cebada, contiene como
componente antioxidante principal el acido fertilico,
junto con proantocianidinas, monémeros hasta tetra-
meros, mientras que el lapulo contiene acidos fenoli-
cos, chalconas, flavonoides, catequinas y proantocia-
nidinas (Gerhauser, 2005).

Durante el proceso de obtencion de la cerveza
progresivamente las moléculas grandes reducen su
cantidad, presumiblemente porque son hidrolizadas,
poco solubles en el medio, se precipitan facilmente y
se pierden en la etapas de macerado, coccion, fer-
mentacion, maduracién, y pasteurizaciéon.

A los polifenoles se le atribuyen diversas propie-
dades funcionales; ellos influyen sobre la estabilidad
coloidal de la cerveza, siendo responsables de la tur-
bidez originada por la interaccién con las proteinas
de la cerveza y asimismo, tienen importancia en las
caracteristicas nutricionales y sensoriales (color,
aroma, sabor).

El comportamiento antioxidante de los compues-
tos fenolicos parece estar relacionado con su capaci-
dad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa, cap-
tar radicales libres y descomposicion de peroxidos.
Los compuestos fenolicos pueden también actuar co-
mo prooxidantes quelando metales, bien de manera
que mantienen o incrementan su actividad catalitica
o bien reduciendo metales, incrementando asi su ca-
pacidad para formar radicales libres de los perdxidos
(Decker, 1997).

Para que un compuesto fendlico sea clasificado
como antioxidante debe cumplir dos condiciones ba-
sicas. La primera es que cuando se encuentre en una
concentracion baja con relacién al sustrato que va a
ser oxidado pueda retrasar, reducir o prevenir la auto-
oxidacion o la oxidacidon mediada por un radical libre.
La segunda es que el radical formado tras el secues-
tro sea estable y no pueda actuar en oxidaciones pos-
teriores.

Se ha sugerido que los polifenoles como la fenil-
chacona y los fenilflavonoides de la cerveza ejercen
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un efecto protector ya que son capaces de inhibir la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
in vitro (Miranda y col., 2000). Igualmente, las chal-
conas procedentes de la cerveza presentan actividad
antioxidante, que protegen de la peroxidacion lipidi-
ca inducida por terbutilhidroperoxido en hepatocitos
aislados de rata (Rodriguez y col., 2001).

Tomando en consideracion los beneficios que pa-
ra la salud presentan los polifenoles gracias a su acti-
vidad antioxidante, aunado al hecho que no existen
datos acerca del contenido de polifenoles y actividad
antioxidante en las cervezas nacionales y la materia
prima usada en Venezuela en su elaboracion, en el
presente trabajo se plantea realizar la evaluacion del
contenido de polifenoles y su actividad antioxidante
en dichas bebidas alcohdlicas.

Materiales y métodos
TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras soélidas: cebada y adjuntos fueron
sometidas a molienda y tamizadas por un tamiz ma-
lla 60. A todas las muestras se les determino el con-
tenido de humedad.

Las muestras liquidas obtenidas en diferentes es-
tablecimientos comerciales se desgasificaron con
ultrasonido durante 15 min. y se analizaron directa-
mente. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Un gramo de muestra se extrajo a temperatura
ambiente con una mezcla de metanol-agua acidifica-
da (0,8% HCI)(50:50) durante 1h con agitacién cons-
tante, se centrifugd a 3000 rpm y se filtr6, el residuo
se extrae luego con acetona-agua (70:30), se centrifu-
go y se filtro, los filtrados se combinaron en el balén
aforado de100 mly se llevo a volumen con una mez-
cla 50:50 de las dos soluciones extractivas (Rincén y
col., 2005; Padillay col., 2008).

Se determinaron los polifenoles totales mediante
el método de Folin-Ciocalteau (Singleton y col., 1999),
modificado por Dewanto y col. (2002), en una alicuo-
ta de 125 pL del extracto que se mezclaron con 0,5
mL de agua destilada y 125 pL del reactivo Folin-Cio-
calteau, después de 6 min. se agregaron 1,25 mL de
una solucion de Na,COsal 7% en aguay 1 mL de agua
destilada, después de 90 min. se leyo la absorbancia
a 760 nm, tomando como blanco agua destilada,
usando una curva patron de acido galico en un rango
de concentracion de 20-500 pg/ml y los resultados se
expresaron como gramos equivalentes de acido gali-
co (EAQG) /100g de muestra seca.

Este método utiliza como reactivo una mezcla de
acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio
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basico, que se reducen al oxidar los compuestos feno-
licos, originando 6xidos azules de wolframio (WgO,x)
y molibdeno (MogO,5).

Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales fue determi-
nado usando un método colorimétrico descrito por
Dewanto y col. (2002). Los flavonoides forman un
complejo coloreado con el tricloruro de aluminio cu-
ya intensidad se mide a 415 nm, la concentracion de
flavonoides se determina con una curva patrén de
rutina y se expresa en mg de equivalentes de rutina
(ERT)/ 100 g de muestra o/L. El método consiste en
tomar 1 mL de la muestra o extracto, se mezcla con
1 mL de AICI5 en etanol (20 g/L) y se diluye con eta-
nol a 25 mL. Se lee la absorbancia a 415 nm después
de 40 min. a 20 °C. El blanco se prepara a partir de
1 mL de muestra, 1 gota de acido acético, sin AlCl5 y
se diluye a 25 mL con etanol. Todas las determinacio-
nes se hicieron por cuadriplicado.

f3-Caroteno/Linoleato

El método B-caroteno/linoleato (Sujay col., 2005)
se basa en la oxidacion del acido linoleico en presen-
cia de O,  que pasa a radical hidroperoxido que oxida
al 3-caroteno, el cual se decolora con el tiempo. La
relacién dosis/respuesta de la actividad antioxidante
para los extractos se determina a diferentes concen-
traciones e intervalos de tiempo (cada 15 min). La
actividad antioxidante (AA) de los extractos es evalua-
da en términos de decoloracion del f3-caroteno usan-
do 2-ter-butil-4-hidroxianisol (BHA) en etanol (100
ppm) para propoésitos comparativos. Un ml de una
solucién de f3-caroteno en cloroformo (0,2 mg/mL) se
mezcla en un baléon aforado de 50ml con 20 mg de
acido linoleico y 200 mg Tween 40. Se evapora el
cloroformo con corriente de nitrégeno, al residuo se
anaden lentamente con agitacion vigorosa, 10 ml de
agua destilada y oxigenada por agitacién, para formar
la emulsion, se lleva a volumen con agua destilada.
Se toman alicuotas de 4 ml de la emulsién y se colo-
can en tubos de ensayo que contienen: a) 0,2 ml del
extracto metandlico de la muestra, b) 0,2 ml de una
solucion de (100ppm) BHA en metanol que se usa
como comparacion, c) 0,2 ml de metanol como con-
trol y. d) un blanco con 4 ml de la emulsion sin adi-
cion de B-caroteno y 0,2 ml de metanol. Se leen las
absorbancias a 470 nm de todos los tubos al tiempo
cero (t=0). Los tubos se cubren con papel de alumi-
nio, se colocan en un bano de agua a 50 °Cy se leen
las absorbancias cada 15 min hasta desaparicién del
color del 3-caroteno en el tubo control. La actividad
antioxidante de los extractos se basoé en tres parame-
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tros diferentes: la actividad antioxidante (AA), la rela-
cion de la velocidad de oxidacion (Ror) y el coeficien-
te de la actividad antioxidante (CAA). El indice de acti-
vidad antioxidante (AA) fue determinada como el por-
centaje de inhibicion relativa al control.

Aa =[(Rcontrol — Rmuestra) /(Rcontrol)]100

donde Regnirol Y Rmuestra Fepresentan la velocidad de
decoloracion del 3-caroteno sin y con la adicion de
antioxidante respectivamente. La velocidad de degra-
daciéon (Rd) fue calculada de acuerdo con cinética de
primer grado:

Rd =1n(At/ Ax)(1/¢)

donde In es el log natural, A; es la absorbancia inicial
a470nm a (t = 0) y A, es la absorbancia a 470 nm a
t=15, 30, 45,... min.

La relacion de la velocidad de oxidacién se calcu-
la segun:

=R /R

muestra

ROR

control

Donde Ry yestra Y Reontrol F€presentan la velocidad
de decoloracion del 3-caroteno sin y con la adicion de
antioxidante respectivamente.

El coeficiente de la actividad antioxidante (CAA)
es calculado usando:

CAA =[(A,00) = Augo0) Ae) ~ Ao 1000

donde Ay (90, €S la absorbancia de la muestra conte-
niendo antioxidante a un tiempo t=90 min., Ac (g0 €S
la absorbancia del control a un tiempo t=90 min., y
Ac (o) €s la absorbancia del control at = 0 min.

Poder reductor

Los antioxidantes, causan la conversion del Fe*3
del complejo ferricianuro usado en este método a la
forma ferrosa. Se forma azul de Prusia que absorbe a
700 nm y se compara contra una curva patron de
acido ascorbico.

El poder reductor fue determinado de acuerdo al
método de Yen y Duh (1993), modificado. La modifi-
cacion consistidé en comparar los resultados con una
curva estandar de vitamina C. Los ensayos se realiza-
ron por triplicado, expresandose los resultados en
equivalentes de Ac. Ascorbico (EAAs)mg / 100g de
muestra en base seca (bs). El método consiste en
tomar 1ml de muestra se anaden 2,5 ml de buffer
fosfato (0,2 M, pH 6,6) y 2,5 ml de ferricianuro de
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potasio al 1% en tubos de 10 mL. La mezcla se colo-
ca por 20 min en un bano de agua a 50 °C, luego de
este tiempo se le agrega 2,5 ml de acido tricloroacéti-
co al 10% se centrifuga a 5.000 rpm por 10 min. Se
toman 2,5 ml del sobrenadante se mezclan con 2,5 ml
de agua destilada y 0,5 ml de cloruro férrico 0,1%.
Finalmente se mide la absorbancia a 700 nm en el
espectrofotémetro. Se realiza una curva patrén con
acido ascorbico en un rango de 25 a 200 ppm

Capacidad antirradical

La capacidad antirradical se determiné mediante
meétodo del radical DPPH" (1,1-difenil-2-picril- hidracil)
(Arnaous y col., 2002), el cual se basa en la reduc-
cion del radical DPPH™ por los antioxidantes de la
muestra. El barrido de los radicales libres es uno de
los mecanismos conocidos mediante el cual los
antioxidantes inhiben la oxidacién de los lipidos. El
ensayo permite evaluar en forma rapida la actividad
antioxidante in vitro de compuestos especificos o
extractos. El radical (DPPH") en solucién metandlica
al 0,025g/L es estable y tiene una coloracion purpura
que se pierde progresivamente cuando se anade la
muestra conteniendo sustancias antioxidantes. La
decoloracién del radical se determinaa 515 nm y la
cuantificacién se realiza empleando una curva
patron de Trolox. Este método refleja la habilidad de
los compuestos antioxidantes, capaces de donar
hidrégeno, para secuestrar el radical DPPH" (Miller y
Rice-Evans, 1997), y se define como la concentra-
cion de una solucién de Trolox con un potencial an-
tioxidante equivalente a una concentracion mM del
compuesto fendlico a estudiar.

El analisis se realiza sobre 0,025 mL de la mues-
tra se mezclan con 0,975 mL de soluciéon de DPPH
(60 pM en metanol) después de agitar se mide la
absorbancia en el tiempo O (t = 0) y después de trein-
ta minutos (t = 30 min). Los resultados se expresan
en equivalentes de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (ETR) mM / L. Se
realiza una curva patréon con Trolox en el rango de
0,08 - 1,28 mM.

Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por tripli-
cado y se expresaron los valores como los prome-
dios * la desviacion estandar (DE).

Resultados y discusion

Los polifenoles juegan un papel importante en la
estabilidad del sabor y estabilidad coloidal de la cer-
veza (Vanderhaegen y col., 2008). Los polifenoles de

13



AviciA M RINCON, LizeT Bou RACHED Y FANNY C PADILLA

las cervezas variaron de 145.49-259.75 mg EAG/L, y
los flavonoides de 17.82-35,84 mg ERT/L, mostran-
do el mayor valor la cerveza tipo Ice 1 para los polife-
noles mientras que la tipo Pilsen 2 present6 el mayor
valor de flavonoides (Tabla I). El contenido de polife-
noles resulté ser similar al obtenido por Zhao y col.
(2010), quienes encontraron valores entre 152,01 y
339,12 mg EAG/L,

Tabla I

Contenido de polifenoles y flavonoides
en las cervezas venezolanas

Muestra Polif.Totales Flavonoides
EAG! mg/L ERT? mg/L

Tipo Ice 1 259,75 + 2,855 17,82 + 1,444

Tipo Ice 2 162,16 + 3,214 22,80+ 1,814

Tipo Pilsen 1 212,61 + 5,246 33,33 + 3,441

Tipo Pilsen 2 145,49 + 4,949 35,84 £ 2,429

Tipo Pilsen 3 152,87 + 2,526 29,39+2,110

I EAG = Equivalentes de acido galico
2 ERT = Equivalentes de rutina

En cuanto a la actividad antioxidante (Tabla II) re-
presentada por el poder reductor los valores variaron
de 43,26 a 86,03 EAAs mg/L donde la cerveza tipo
Ice 1 present6 el valor mas alto y la tipo Pilsen 2 el
mas bajo. Estos resultados se correlacionan bien con
el contenido de polifenoles. Las propiedades reduc-
toras estan asociadas a la presencia de compuestos
fendlicos que ejercen su acciéon a través del rompi-
miento de la reaccion en cadena de los radicales li-
bres por donacién de un atomo de hidrégeno (Duh y
col., 1999) y con la presencia de reductonas. Las pro-
cianidinas presentes en la cerveza podrian actuar de
manera similar a las reductonas por donacion de
electrones (Jayaprakasha y col., 2001). Es de hacer
notar que la diferencia en la estructura quimica de
cada uno de los polifenoles presentes los puede ha-
cer reaccionar como donadores de electrones o no.

La capacidad antirradical present6 valores de
0.21 a 0.37 mM Trolox/L., en este caso la Pilsen 1 y
la Pilsen 2 presentaron los valores mas altos y mas
bajos respectivamente. Estos resultados también
son similares a los encontrados por Zhao y col.
(2010), y representan la habilidad de los polifenoles
presentes en la cerveza para donar hidrégeno a radi-
cales libres inhibiendo de esta manera la propaga-
cion de la oxidacion lipidica.

De las materias primas cebada malteada (Malta),
maiz y lapulo (Tabla IlI), el maiz presenté el conteni-
do de polifenoles mas bajo 30,96 mg/100g base se-
cay el lupulo el mas alto, resultados similares se pre-
sentaron en el caso de los flavonoides expresados
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como ERT mg/100g, 4,76 para el maizy 138,65 para
el lupulo.

Los resultados muestran que el ltipulo y la ceba-
da (malta) son las fuentes principales de compuestos
fenolicos y por lo tanto los responsables de la activi-
dad antioxidante presente en la cerveza.

A pesar que el lupulo es anadido en pequenas
cantidades, los resultados confirman que los polife-
noles presentes contribuyen altamente con el poder
reductor de la cerveza. Sin embargo la actividad an-
tioxidante depende de la variedad, calidad y proceso
de obtencién. En la actualidad se usa el lapulo iso-
merizado y el extraido con CO, supercritico que es el
que presenta mayor cantidad de polifenoles. El cereal
usado como adjunto también influye en el contenido
de polifenoles pues aporta cierta cantidad de ellos, lo
cual se ve reflejado en las cervezas fabricadas sin el
uso adicional de cereales como son la tipo Pilsen 2 y
Ice 2. Los cereales usados son el arroz, maiz amarillo
y blanco.

De los resultados obtenidos con el método del
beta-caroteno (Tabla II) representado por los valores
de actividad antioxidante (AA) y el coeficiente de acti-
vidad antioxidante (CAA) la cerveza que presento el
menor valor fue la tipo Pilsen 3, los resultados obte-
nidos para los diferentes tipo de cerveza fueron mu-
cho menores que el presentado por el BHA antioxi-
dante sintético. Sin embargo, cuando la capacidad
antioxidante se expresa como poder reductor o acti-
vidad antirradical la cerveza tipo Pilsen 2 fue la que
present6 el valor mas bajo, lo cual se correlaciona
con el contenido de polifenoles totales.

Tabla Il
Actividad antioxidante de algunas cervezas
venezolanas
Muestra Pod. Reductor | Cap. Antirrad. | %AA! | CAA?
EAAs.mg/L ETrolox mM/L

Tipo Ice 1 86,03+2,132 | 0,23+0,014 | 51,27 | 268,66
Tipo Ice 2 61,63 + 4,842 0,30 + 0,034 48,35 178,13
Tipo Pilsen 1 59,21 + 3,094 0,37 + 0,063 44,76 | 261,43
Tipo Pilsen 2 | 43,26 + 1,966 0,21 £0,024 30,12 146,69
Tipo Pilsen 3 | 78,48 +2,890 | 0,23+0,008 | 28,10 | 136,36
BHA 94,05 | 887,37

1'% AA = Porcentaje de actividad antioxidante
2 CAA = Coeficiente de actividad antioxidante

Asimismo, el lupulo y la cebada presentan el con-
tenido mas alto de polifenoles, lo que se correlaciona
con todos los valores que miden la capacidad antioxi-
dante (Tabla Ill y 1V), sin embargo al comparar los re-
sultados del % AA 'y el CAA de todas las materias pri-
mas, éstos son mucho menores que la actividad an-
tioxidante del BHA.
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De acuerdo a los resultados se puede decir que el
contenido de polifenoles totales se correlaciona bien
con la actividad antioxidante expresada como poder
reductor (EAAs g/100g), capacidad antirradical y co-

Tabla Il

Contenido de polifenoles y flavonoides en la materia
prima usada en la fabricacion de cervezas venezolanas

Muestra Polif. Totales Flavonoides
EAG! mg /100g (bs) | ERT?2 mg/100g (bs)
Cebada 383,05 £ 36,329 108,20 + 15,56
Maiz 30,96 £ 2,109 4,76 £ 1,316
Lapulo 319,44+ 15,19 138,65+ 5,19

! EAG = Equivalentes de acido galico
2ERT = Equivalentes de rutina

Tabla IV
Actividad antioxidante de la materia prima usada
en la fabricacion de cervezas venezolanas

Muestra Poder Reductor Cap. Antirrad. | %AA! | CAA?
EAAs. mg/100g (bs) | ETrolox mM/L
Cebada 509,65 + 49,888 0,371 £0,1229 | 74,99 | 510,09
Maiz 71,53 6,481 0,098 £ 0,0796 | 74,54 | 282,37
Lupulo 870,76 + 21,04 1,260 0,087 84,72 | 680,810
BHA 94,05 | 887,37

19 AA = Porcentaje de actividad antioxidante
2 CAA = Coeficiente de actividad antioxidante

mo % actividad antioxidante (AA) (Tabla IV); lo que
significa que a mayor presencia de polifenoles mayor
actividad antioxidante, sin embargo la calificacion del
poder antioxidante depende del tipo de método usa-
do y el parametro con el cual se mide.

Conclusion

Estos resultados sugieren que las cervezas estu-
diadas presentan un contenido de polifenoles y por
ende una actividad antioxidante que provee un medio
importante para mejorar la estabilidad del sabor de la
cerveza. Asimismo, pueden tener algunos efectos
beneficiosos para la salud, similares a los que presen-
ta el vino, sin embargo como toda bebida alcohdlica
debe ser consumida con mucha moderacion.
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Efecto del tempol en la preeclampsia experimental

Effect of tempol in experimental preeclampsia

ELSA CAMACHO, JOSE ANTONIO SILVA Y ANITA ISRAEL*

Resumen

La preeclampsia (PE) es un trastorno multisistémico del embarazo caracterizado por hipertensién, proteinuria y
edema, que se asocia con la disfuncién endotelial generalizada y el estrés oxidativo. En el embarazo normal, los
mecanismos de vasodilatacién sugieren que el 6xido nitrico (ON) es el mas importante mediador en la reducciéon de
la resistencia vascular, mientras que en la PE la respuesta dilatadora dependiente de endotelio y mediada por el ON
se encuentra reducida. Se ha demostrado que la inhibicién de la sintesis del ON mediante la administracién crénica
de L-NAME en ratas prenadas, resulta en un modelo animal que ocasiona un sindrome similar a la PE, el cual cursa
con hipertension, proteinuria, trombocitopenia y retardo de crecimiento intrauterino. En el presente estudio caracte-
rizamos las alteraciones renales que ocurren durante la PE experimental, para lo cual empleamos el modelo animal
de preeclampsia inducido por la inhibicién de la sintesis de 6xido nitrico, en ratas de 13 dias de gestacién. Se cuan-
tifico la posible alteracién en la actividad de las enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), superdxido dismuta-
sa (SOD) y glutatién peroxidasa (GPx) renal. El tratamiento crénico con L-NAME en ratas prefiadas incrementé la PAM
(+20 mmHg), produjo proteinuria, redujo el peso promedio de los fetos, sin embargo no alteré significativamente el
nuamero de ellos. El estudio histolégico de los rinones de animales pre-eclampticos mostré que los mismos presen-
tan tumefaccion turbia de epitelios tubulares, focos hemorragicos y congestioén de capilares glomerulares. La inhibi-
cion de la sintasa del 6xido nitrico en las ratas prenadas redujo la actividad de las tres enzimas antioxidantes eva-
luadas. El tratamiento crénico con tempol, un compuesto que mimetiza a la actividad de la SOD, previno el incre-
mento de la presion arterial, la proteinuria, la evidencia morfolégica de endoteliosis glomerular, la reducciéon del
peso de feto y la disminuciéon de la actividad de las enzimas antioxidantes inducida por el L-NAME en ratas prena-
das. Estos hallazgos sugieren que la PE experimental cursa con alteracién de la funcién renal asociada a la reduc-
cion de la actividad antioxidante. Igualmente indican que estas acciones estan mediadas por un incremento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno, por lo que el uso terapéutico de los antioxidantes como estrategia far-
macoldgica en la preeclampsia parece ser prometedor.
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Abstract

Preeclampsia (PE) is a multisystem disorder of pregnancy characterized by hypertension, proteinuria and edema. PE
is associated with endothelial dysfunction, oxidative stress and decreased endothelial nitric oxide synthase activity.
The mechanisms of normal pregnancy-associated vasodilatation suggest that nitric oxide (NO) is the most important
mediator for the reduction of vascular resistance. Many studies demonstrated reduction of endothelium-dependent
dilator response mediated by NO in PE. Inhibition of NO synthesis is an animal model which results in a PE-like syn-
drome such as hypertension, proteinuria, thrombocytopenia and intrauterine growth retardation. In order to assess
the possible renal alteration in this animal model of preeclampsia induced by chronic administration of L-NAME, we
determined the activity of three antioxidant enzymes: catalase, superoxide dismutase and gluthation peroxidase in
the rat kidney. Chronic L-NAME treatment in pregnant rats increased MAP (+20 mmHg), produced proteinuria, redu-
ced fetuses mean weight, while did not change their number. Histological examination of the kidneys showed cloudy
swelling PE tubular epithelia, hemorrhagic foci and congestion of glomerular capillaries. Likewise, inhibition of ON
synthesis reduced CAT, SOD, GPx activity in the kidney. Tempol treatment blunteo hypertension, proteinuria, reduc-
tion in fetus weight, morphological evidences of endotheliosis and decreased antioxidant enzyme activity induced
by L-NAME in pregnant rats. These findings suggest that in experimental preeclampsia, renal alterations are associa-
ted with a reduction in the antioxidant enzyme activity. In addition, they suggest a role of reactive oxygen species pro-
duction in renal dysfunction indicating the possible use of antioxidants as a therapeutic tool in preeclampsia.

Key words: preeclampsia, tempol, catalase, superoxide dismutase, gluthation peroxidase.
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Introduccién

La preeclampsia se considera como un desorden
hipertensivo que ocurre principalmente por una ma-
la adaptacion placentaria, que involucra disfuncion
endotelial y que afecta consistentemente al rinén
(Shah, 2005). La génesis del proceso reside, proba-
blemente, en una implantacién anémala del trofo-
blasto placentario mediado por mecanismos inmuno-
légicos y quizas genéticos. Esto provoca hipoperfu-
sién utero-placentaria, la cual favorece a la liberacion
de sustancias citotéxicas que lesionan difusamente
al endotelio causando disfuncién endotelial y vaso-
constriccidon generalizada (rindn, cerebro, higado,
etc), asi como activacion de la cascada de la coagula-
cion. Ademas se produce la activacion del sistema
nervioso simpatico y el desequilibrio entre la sintesis
de sustancias vasodilatadoras (prostaciclina y 6xido
nitrico) y vasoconstrictoras (tromboxano A, y endote-
lina), desviandose el equilibrio hacia estas tultimas
(Seligman y col., 1994; Lyall y Greer, 1996; Silver y
col., 1996; Dekker y Sibai, 1998; Clambers y col.,
2001; Roberts y Cooper, 2001; Pacheco, 2003).

Ademas de la liberacién de sustancias vasoacti-
vas y angiogénicas, como la angiotensina II, se libe-
ran sustancias como el anticuerpo anti-receptor AT,
(AT1-AA) y de un antagonista del factor de crecimien-
to endotelial vascular (VEGF) el sFlt-1 (placental solu-
ble fms-like tyrosine kinase 1). Este ultimo, al redu-
cir los niveles circulantes del VEGF y del factor de cre-
cimiento placentario (PIGF), contribuyen a la hiper-
tension, la disfuncién endotelial y al dano renal (Bank
y col., 1998; Tsatsaris y col., 2003). Alin mas, el pre-
dominio de la liberacién de sustancias vasoactivas
que ocurre en la placenta, a su vez favorece a la acti-
vacion de vias intrinsecas y extrinsecas de la coagu-
lacion, y con ello se genera incremento de tromboxa-
nos, citoquinas, factor de necrosis tumoral que afecta
también la integridad endotelial vascular.

Como consecuencia al dano endotelial que ocu-
rre en los vasos sanguineos, se produce un incre-
mento del estrés oxidativo y por ende de la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo cual
conlleva a un aumento de la reactividad vascular a la
angiotensina Il periférica y al dano renal (Shah, 2005).
Otro de los factores que influyen en el dano renal en
la preeclampsia, es la disminucion de la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD y GPX placentarias, a
los altos niveles de malonil-dialdehido (MDA) (produc-
to final de peroxidacion lipidica), al incremento de
tromboxanos y lipoperdxidos. Por ello, la desregula-
cion funcional esta asociada a una baja proteccién
oxidativa que favorece a la insuficiencia renal (Balal y
col., 2003).
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La disfuncién endotelial en el rindn en la pree-
clampsia se manifiesta por disminucion del flujo
plasmatico renal (FPR) y de la tasa de filtracion glo-
merular (TFQ), presencia de proteinuria que puede
estar en rango nefrético, asi como también evidencia
morfologica de endoteliosis glomerular (Munkhaugen
y Egil, 2009). La evidencia indica que durante el
embarazo normal existe una adaptacion fisiolégica
vascular, que comprende un incremento en el volu-
men sanguineo, un aumento del gasto cardiaco y una
disminucién de la resistencia periférica vascular,
acompanada de un incremento enddégeno en la pro-
duccién de 6xido nitrico (ON), y un aumento en la
respuesta vascular dependiente del endotelio intac-
to (Buhimschi y col., 1998). Actualmente no existen
dudas que el incremento de la produccién de ON en
el endotelio vascular y su biodisponibilidad normal
constituyen mecanismos criticos que explican la
adaptaciéon hemodinamica en el embarazo normal
(Lopez-daramillo y col., 2008).

Ahora bien, la caracteristica mas importante ob-
servada en la preeclampsia es la vasoconstriccion ge-
neralizada. Debido a ello, se ha propuesto la existen-
cia de una alteracion en la sintesis de ON endotelial.
En efecto, se ha demostrado que durante la pree-
clampsia ocurre una disminucioén de la concentracion
de nitratos y nitritos, asociada a disminucion de los
niveles de GMPc, cuando se compara con pacientes
controles. Ademas, existe una disminucion de la bio-
disponibilidad del ON, posiblemente mediado por la
acumulacioén de la dimetilarginina asimétrica (ADMA),
un inhibidor enddégeno de la sintasa de 6xido nitrico
endotelial (Slaghekkee y col., 2006), al posible incre-
mento de la actividad arginasa endotelial (Demou-
geot y col., 2005) y a un incremento del estrés oxida-
tivo responsable de la rapida degradacién del ON,
especialmente debido a su gran reactividad con el
anion superoéxido para formar peroxinitrito, lo cual
explicaria la vasoconstricciéon periférica, la disfun-
cién endotelial y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad (Lopez-Jaramillo y col., 2008).

Debido a la fuerte evidencia que indica el papel
primordial del ON y su desregulacion en la pree-
clampsia, se generé un modelo experimental que
resulta de la inhibicién cronica de la sintesis de ON
mediante la administraciéon de L-NAME a ratas prena-
das. En este modelo los animales desarrollan hiper-
tension, y cambios fisiologicos como la potenciacion
de la respuesta presora a la angiotensina Il, vasopre-
sina y noradrenalina, proteinuria e incremento de la
agregacion plaquetaria, similar a los cambios que
ocurren en la preeclampsia humana (Molnar y Herte-
lendy, 1992). El tratamiento con L-NAME en ratas
prenadas produce disfuncion renal, vasoconstric-
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cion en las arterias renales, y una disminucion en la
tasa de filtracion glomerular, alteraciones en la pla-
centa y trombosis en los vasos sanguineos. De mane-
ra que la reduccién de la sintesis 6xido nitrico en
ratas prenadas desarrolla un buen modelo de pree-
clampsia muy similar a la preeclampsia desarrollada
en humanos (Pandhi y col., 2001).

En la actualidad se conocen algunas de las gene-
ralidades de este modelo experimental, sin embargo
aun no se ha caracterizado la contribucion relativa
del estrés oxidativo y de la actividad de las enzimas
antioxidantes en la alteracion de la funcion renal en
este modelo de preeclampsia.

Materiales y métodos
ANIMALES Y PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION

Como animales de experimentacion se utilizaron
ratas hembras primigestas, de la cepa Sprague-Daw-
ley, de 12-13 semanas de edad, provenientes del Bio-
terio del Instituto de Medicina Experimental (Cara-
cas), mantenidas bajo libre acceso al agua y a la co-
mida (Ratarina®) hasta el momento del experimento.
Después del apareamiento, la presencia del esperma-
tozoide en el frotis vaginal marca el dia 1de la gesta-
cion. A partir del dia 13 de la gestacion, los animales
se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos.
Los animales del grupo I que recibieron una dosis de
50 mg/kg/dia de N-nitro-L-arginina (L-NAME) adminis-
trada por via intraperitoneal, durante 7 dias. El grupo
Il recibio solo vehiculo (solucidn fisiologica). El grupo
Il recibié tempol (20 mg/kg/dia, i.p.) durante 7 dias
y el grupo 1V recibio el tratamiento combinado de
L-NAME+tempol durante 7 dias. Todos los anima-
les fueron pesados dos veces a la semanay se les de-
terminé la presion arterial sist6lica, diastolica y fre-
cuencia cardiaca.

Al dia 20 de la gestacion, los animales fueron co-
locados en jaulas metabdlicas individuales para la
recoleccion de orina de 24 horas. Inmediatamente
después de la recoleccion de las muestras de orina
los animales fueron sacrificados por decapitacién, se
recolectaron muestras del rinén y fetos los cuales
fueron colocadas inmediatamente en hielo. Los fe-
tos fueron cuantificados y pesados y las cortezas re-
nales fueron homogenizadas y congeladas a -20 °C,
hasta su utilizacion en los ensayos respectivos.

Los procedimientos empleados en los experi-
mentos fueron sometidos para su aprobacién, al Co-
mité de Bioterio de la Facultad de Farmacia, Uni-
versidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela.
Todos los experimentos fueron realizados siguiendo
las buenas practicas para el manejo de animales de
laboratorio (NIH Guide, 1996).
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DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL (PA)
Y DE LA FRECUENCIA CARDIACA (FC)

Para la determinacion de la PA (PAS y PAD) y FC se
utilizé el método indirecto no invasivo mediante el
empleo de un pletismoégrafo digital de cola (Digital
Pressure Meter LE 5000, LETICA y el Pressure Cylin-
der LE 5100, LETICA® Scientific Instruments, Barce-
lona, Espana). Para ello, las ratas fueron calentadas
en una estufa graduada a 42 °C durante 15 minutos,
y luego colocados en un cepo para la determinacion
no invasiva de los parametros cardiovasculares. Es-
tos fueron determinados a la misma hora del dia
durante los periodos de entrenamiento y del experi-
mental. La PAM fue calculada de acuerdo a la formu-
la: PAD+1/3(PAS-PAD).

CUANTIFICACION DE LA EXCRECION
URINARIA DE PROTEINAS

Se empled el método colorimétrico basado en el
método de Biuret, en el cual se determina la cantidad
de proteinas presentes en la orina mediante la forma-
ciéon de un quelato coloreado, donde ocurre una
reaccién entre los iones cuprico y los enlaces peptidi-
cos. El método se fundamenta en la co-precipitacion
de proteinas, en presencia del reactivo de rojo Pon-
ceau y la adicion del acido tricloroacético. La concen-
tracion de proteinas urinaria se cuantificoé espectrofo-
tométricamente a una longitud de onda de 560 nm,
su concentraciéon se calculé mediante la utilizacién
de una curva estandar de albiimina sérica de bovino.
Los resultados se expresaron como mg de protei-
nas/100 g de rata (Pesce y Strande, 1973).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA CATALASA (CAT)

La actividad de la catalasa fue determinada em-
pleando una modificacién del método de Aebi
(1984), que se basa en la disminucién de la absor-
bancia del H,O, debido a su degradacion enzimatica
y monitoreada a una longitud de onda de 240 nm, a
25 °C. Brevemente, en una celda de cuarzo se colo-
can 25 pL de homogenizado del tejido diluido 1:33
en amortiguador de fosfatos 10 mM (pH 7,0), se adi-
ciona 725 pL de H,0, 7,7 mM e inmediatamente se
mide el cambio de absorbancia a 240 nm, alos 15y
30 segundos. De acuerdo a Aebi, se utiliza la cons-
tante de reaccion de primer orden (k) como la uni-
dad de actividad de la CAT, la cual queda definida de
acuerdo a la siguiente férmula: k = (1/t) (2,3 x log
A,/ A,), donde t es el intervalo de tiempo medido
(seg), A; y A, son las absorbancias del H,O, en los
tiempos t; y t,. Los resultados se expresan como
k/mg de proteina.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La actividad de SOD se determiné mediante una
modificacién del método de Oberley y col. (1984), el
cual mide la capacidad SOD presente en la muestra
para inhibir la reduccién del azul de nitrotetrazolio
(NBT) por el anién superoxido generado a través del
sistema de la xantina-xantina oxidasa presente en la
mezcla de reaccion. Los resultados son expresados
como U/mg proteina. Una U de actividad SOD se defi-
ne como la cantidad de enzima requerida para inhibir
en un 50% la formacién de los cristales de formazan.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
DE LA GLUTATION PEROXIDASA (GPX)

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) fue
determinada de forma indirecta de acuerdo al método
descrito por Flohé (1984), mediante una reacciéon
acoplada con la glutatién reductasa. El glutation redu-
cido es empleado por la GPx para reducir el peroxido
de hidrégeno, el cual es regenerado por la glutation
reductasa a partir de glutation oxidado y NAD (P)H. La
reaccion mide la disminucién de la absorbancia a 340
nm debido a la desaparicién de NAD(P)H. Los resulta-
dos fueron expresados como actividad enzimatica en
U/mg proteina (¢ = 6.22 mM™! cm™!). Una U de GPX
representa un mmol de NAD(P)H oxidado/min por mg
proteina.

DETERMINACION LAS PROTEINAS TISULARES

Las proteinas tisulares totales fueron determina-
das por el método de Lowry y col. (1951) utilizando
albumina sérica de bovino como patrén. Los resulta-
dos fueron expresados como mg de proteinas/ml.

Histologia renal

Los animales fueron sacrificados mediante deca-
pitacion, se practicé una incision en la parte media
del abdomen, y el rindn izquierdo fue extraido, de-
capsulado y pesado. El rindn derecho, fue fijado en
formalina y embebido en parafina para los estudios
histopatolégicos, utilizando rebanadas de rinén de
unas 4-6 micras. Los estudios morfologicos fueron
realizados por un observador ciego con respecto al
dgrupo de tratamiento al que pertenece el animal.

El dano tubulointesticial, fue evaluado mediante
el uso de una escala semicuantitativa. Las rebanadas
de rinbn embebidas en parafina, fueron tenidas con
hematoxilina y eosina y observadas bajo un micros-
copio de luz.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como la
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media mas o menos el error estandar de la media
(X £ EEM). Las diferencias entre los grupos se deter-
min6é mediante el uso de la prueba de «t» de Student
y el analisis de varianza de una via (ANOVA). Un valor
de p<0,05 fue considerado como estadisticamente
significativo.

Resultados

Presion arterial media y excrecion urinaria de
proteinas en ratas con preeclampsia experimental
inducida mediante el tratamiento con L-NAME.
Efecto del tratamiento con tempol.

El tratamiento a ratas prenadas con L-NAME du-
rante 7 dias consecutivos produjo un incremento sig-
nificativo de la presion arterial media, cuyos valores
alcanzaron a 157,3 + 3 mmHg (Figura 1). De igual
forma, el tratamiento con L-NAME elevo significativa-
mente la excreciéon urinaria de proteinas (Tabla Iy
Figura 2). Aun cuando no se observaron reducciones
en el nimero de fetos después del tratamiento con
L-NAME, si se produjo una reduccion significativa en
el peso promedio de los fetos asociada con incre-
mento de la resorciéon (Tabla I). La observaciéon al mi-
croscopio de luz (Figura 3) muestra que el rinén de la
rata prenada sin tratamiento presenta tumefaccion
turbia y edema glomerular, mientras que en el rindn
proveniente de las ratas prenadas y tratadas con
L-NAME presentan tumefaccion turbia de epitelios
tubulares, focos hemorragicos y congestion de capi-
lares glomerulares. El tratamiento con tempol (20
mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos redujo en
forma significativa el incremento de la presion arte-
rial media inducido por la inhibicion de la sintesis de
ON en ratas prenadas (Figura 1). El tempol por si mis-
mo no alter¢ significativamente el curso temporal de
la presion arterial media en ratas prenadas (Figura 1).
De igual forma, el tratamiento con tempol revirtié
completamente la proteinuria, la reduccion de los pe-
sos promedio de los fetos y la resorcién observada
en este modelo de preeclampsia experimental (Figu-
ra 2, Tabla ).

Efectos histologicos

La observacion al microscopio de luz (Figura 3)
muestra que el rindn de la rata prenada sin trata-
miento presenta tumefacciéon turbia y edema glome-
rular (CONTROL); mientras que en el rindbn provenien-
te de las ratas prenadas y tratadas con L-NAME pre-
senta tumefaccion turbia de epitelios tubulares, fo-
cos hemorragicos y congestion de capilares glomeru-
lares (L-NAME). Los rinones provenientes de animales
tratados con tempol muestran tumefaccion turbia de
epitelios tubulares, edema glomerular (TEMPOL);
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mientras que el tratamiento simultaneo con L-NAME
+ tempol muestra rinones con tumefaccion turbia de
epitelios tubulares, congestion de capilares glomeru-
lares, pequenos focos hemorragicos.
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Figura 1. Curso temporal del efecto del tempol (20 mg/kg/
dia) durante 7 dias, sobre el incremento de la presion arterial
inducido por el L-NAME en ratas preiadas. N= 8 por grupo.
*p<0,01 comparado con ratas tratadas con tempol, **p<0,001
comparado con ratas tratadas con L-NAME.
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Figura 2. Efecto del tempol (20 mg/kg/dia) durante 7 dias,
sobre la excrecion urinaria de proteinas en ratas con pree-
clampsia inducida por el tratamiento con L-NAME. N = 8 ani-
males por grupo. ***p<0,0001 comparado con ratas prenadas
control.

Efecto del tempol sobre la actividad de las enzi-
mas antioxidantes renales en ratas con preeclam-
psia experimental inducida mediante el tratamien-
to con L-NAME.

Como se observa en las figura 4, la actividad re-
nal de las enzimas antioxidantes superdxido dismu-
tasa (-54%), catalasa (-55%) y glutatién peroxidasa
(-42%) se encuentran significativamente disminuidas
en la corteza renal de las ratas con preeclampsia ex-
perimental inducida por el tratamiento con L-NAME.
El tratamiento crénico con tempol previno la reduc-
ciéon de la actividad de las enzimas antioxidantes
SOD y CAT inducida por el L-NAME en ratas prena-
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CONTROL

L-NAME

TEMPOL

Figura 3. CONTROL: Riinén de ratas prenadas tratadas con
vehiculo: tumefaccién turbia. Edema glomerular; L-NAME:

Rinén de ratas tratadas con L-NAME: tumefaccién turbia de
epitelios tubulares, focos hemorragicos, congestion de capi-
lares glomerulares; TEMPOL: Rifién de ratas tratadas con
tempol: tumefaccién turbia de epitelios tubulares, edema
glomerular; TEMPOL+ L-NAME: Rinon de ratas preinadas trata-
das con Tempol+L-NAME: tumefaccion turbia de epitelios
tubulares, congestion de capilares glomerulares, pequeinos
focos hemorragicos. Tincion con eosina y hematoxilina.

das, pero afecto solo parcialmente la reduccién de la
GPx (-33%).

Discusion

Los resultados del presente trabajo estan en con-
cordancia con las evidencias acerca de un modelo
experimental de preeclampsia que resulta de la inhi-
bicién crénica de la sintesis de ON mediante la ad-
ministracion de L-NAME a ratas prenadas y ratifican el
papel primordial del ON y su desregulacion en la pre-
eclampsia. En efecto, el tratamiento crénico con
L-NAME, produjo un incremento significativo de la pre-
sion arterial similar a lo que ocurren en la preeclam-
psia humana (Molnar y Hertelendy, 1992). Efectiva-
mente, la preeclampsia es un desorden hipertensivo
que ocurre principalmente por una mala adaptaciéon
placentaria, que involucra disfuncién endotelial, la
cual afecta consistentemente al rinén (Shah, 2005).
Nuestros hallazgos apoyan este concepto ya que la PE
inducida por la inhibicion de la sintesis de 6xido nitri-
co (Camacho y col., 2011), estuvo asociada a disfun-
cion endotelial en el rindn que se manifesté por pro-
teinuria, asi como evidencias morfolégicas de endo-
teliosis glomerular (Munkhaugen y Egil, 2009). Asi, se
observo una lesion renal precisa, identificable me-
diante microscopia de luz, caracterizada por tumefac-
cion turbia de las células endoteliales tubulares, focos
hemorragicos y congestion de capilares glomerulares,
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Figura 4. Efecto del tempol (20 mg/kg/dia) durante 7 dias, sobre la actividad de las enzimas antioxidantes renales: superéxi-
do dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (N=8 por grupo), en ratas con preeclampsia inducida por el tratamiento con
L-NAME. *p<0,01 y **p<0,001 comparado con ratas preiadas control; #p<0,01 comparado con TEMP.

Tablal
CONTROL L-NAME TEMPOL L-NAME +
TEMPOL
Numero
de fetos 10,11+£0,5 | 9,0£0,5 |10,01£1,02| 11,1+0,9
Pesos /no.
defetos(g)| 3.24+0,2 |1,95+0,1* 3,810,3 2,13+0,1
Necrosis 0 1,5+0,1 * 0 0,33+0,02

*p<0,01 comparado con control. N= 28-40 por grupo.

posibles responsables de las alteraciones de la fun-
cion renal. Al respecto, se ha demostrado que mien-
tras que en el embarazo normal, aumenta la tasa de
filtracion glomerular (TFG), por un aumento del flujo
plasmatico renal (FPR), las alteraciones funcionales a
nivel renal en la mujer preeclamptica incluyen dismi-
nucion del flujo plasmatico renal (FPR) y la tasa de fil-
tracién glomerular (TFG), como también proteinuria
que puede estar en rango nefrético (Moran y col.,
2003).

Otro hallazgo significativo en este estudio fue la
observacion de los signos clasicos de la preeclampsia
en ratas, como lo es el retardo en el crecimiento in-
trauterino e incremento de la resorcion fetal; signos
que probablemente son debidos a la vasoconstric-
Cién y a la isquemia de la unidad feto-placentaria des-
crita en la preeclampsia.

Ahora bien, el estrés oxidativo es un desbalance
entre las fuerzas pro-oxidantes y anti-oxidantes y se ha
demostrado que en los embarazos con preeclampsia
ocurre una disminucion significativa de la proteccion
antioxidante. Muchas son las causas que parecen es-
tar involucradas en el incremento del estrés oxidativo
en la preeclampsia. Se ha postulado que el incremen-
to del estrés oxidativo y la produccion de anién supe-
roxido en la preeclampsia (Biri y col., 2007) se asocia
a una temprana placentacion anormal con isquemia
placentaria e hipoxia (Gilbert y col., 2007); a la pre-
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sencia de anticuerpos anti-receptores AT; de angio-
tensina Il (Xiay col., 2003), a alteraciones en el meta-
bolismo de carbohidratos asociado a la resistencia a
la insulina con sobrepeso y obesidad (Joffe y col.,
1998) y a la presencia de infecciones subclinicas en
la vagina, sistema urinario y enfermedad periodontal
(Herrera y col., 2007). Todas estas alteraciones con-
ducen a una reaccién inflamatoria intravascular gene-
ralizada y un estado de estrés oxidativo que produce
disfuncion endotelial que predispone a la mujer em-
barazada a desarrollar preeclampsia (Herrera y col.,
2001). En estudios de placentas de mujeres con pre-
eclampsia comparadas con placentas normales, se
ha demostrado en las primeras un aumento de la
peroxidacion de lipidos mitocondriales y de la gene-
racion de aniones superoxidos, lo que podria contri-
buir y ser una fuente importante de estrés oxidativo
en la placenta (Wang y Walsh, 1998). Debido a este
desbalance oxidativo de origen placentario, se ha
postulado que la hipoperfusion sanguinea mediada
por la angiotensina Il, la vasoconstriccion sistémica y
el estrés oxidativo placentario, son factores respon-
sables de la disfuncién endotelial vascular renal, y
que contribuye con el desarrollo de la preeclampsia
(Shah, 2005).

Uno de los factores que podrian influir en dano
renal en la preeclampsia, es el estrés oxidativo local
que resultaria, entre otras causas, por la disminucion
de la actividad de las enzimas antioxidantes renales.
Nuestros resultados apuntan a esa posibilidad ya que
la inhibicién de la sintesis de ON que se demuestra
por la reduccion de la actividad de la sintasa de 6xido
nitrico renal (Camacho y col., 2011), genera un mo-
delo de PE experimental con endoteliosis glomerular
que esta asociado a la disminucion significativa de
tres de las enzimas antioxidantes renales: la catalasa,
la superdxido dismutasa y glutation peroxidasa. La
disminucién de la actividad de las enzimas antioxi-
dantes, las cuales son mecanismos enzimaticos que
defienden en situaciones de estrés oxidativo, sugiere
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que la desregulacion de la funcionalidad renal esta
asociada a una baja proteccion oxidativa que condi-
ciona a la insuficiencia renal (Balal y col., 2003).

El organismo normalmente contiene mecanismos
enzimaticos antioxidantes que limita este proceso.
Sin embargo, en ciertas circunstancias estos meca-
nismos regulatorios no pueden controlar el balance
redox intracelular, generando elevadas concentracio-
nes de perdxidos lipidicos (Buhimschi y col., 1998) y
del anién superoxido, el cual es capaz de unirse al
ON y formar peroxinitrito, este ultimo al unirse a pro-
teinas es altamente citotoxico; ademas, los niveles
elevados de peroxinitrito reducen la biodisponibili-
dad de ON con todos los efectos perjudiciales que a
nivel vascular y renal esto implica.

Se ha sugerido que el incremento temprano del
estrés oxidativo placentario, que cursa antes del ini-
cio de los sintomas maternales, juega un papel fun-
damental en la disfuncién endotelial generalizada y el
dano renal, por lo que el tratamiento temprano con
antioxidantes podria interrumpir el proceso de la en-
fermedad. Nuestros resultados apoyan esta posibili-
dad ya que demuestran que el tratamiento crénico
con un compuesto que mimetiza a la SOD, el tempol,
fue capaz de reducir significativamente la hiperten-
sion y bloquear completamente la proteinuria. Asi
mismo el tempol fue capaz de revertir la disminucion
de la actividad de dos de las enzimas antioxidantes y
los danos a nivel renal. Todo ello sugiere un papel de-
terminante del estrés oxidativo en las manifestacio-
nes disfuncionales en este modelo experimental de
preeclampsia. En apoyo a nuestros hallazgos se en-
cuentran los descritos por Hoffmann y col. (2008),
quienes demostraron que el tempol es capaz de pre-
venir la hipertension, la proteinuria y la funcion feto-
placentaria en un modelo de preeclampsia en raton,
el BPH/5, el cual desarrolla de forma espontanea las
caracteristicas clinicas de la preeclampsia humana.

En conclusién, en la preeclampsia experimental
inducida por la inhibicion crénica de la SON, la dis-
funcion renal se asocia a una disminucion de los me-
canismos antioxidantes renales, lo que conduce a un
incremento del estrés oxidativo. La produccion de es-
pecies reactivas de oxigeno parece ejercer un efecto
causal importante en la disfuncién endotelial genera-
lizada y del dano renal, y por ello el uso de terapéuti-
co de los antioxidantes como tratamiento de la pree-
clampsia parece ser prometedor.
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Estudio de Acoplamiento Molecular (Docking)
de una serie de derivados sintéticos
del 5-nitrofurano en el sitio de union de la
Tripanotion Reductasa del Trypanosoma cruzy

Computational docking study of a serial of synthetic
5-Nitrofurans derivatives in the binding site of the enzyme

Trypanothion reductase from Tripanosoma cruzi

MELINA MONASTERIOS®, ANGEL AMESTY Y MILAGROS AVENDARO

Resumen

Se describe un estudio teérico de acoplamiento molecular (docking) realizado en una serie de derivados benzotiazo-
lil-5-nitrofuranos, en el sitio de unién de la enzima Tripanotion Reductasa del Tripanosoma cruzi (agente causal de la
enfermedad de Chagas). La estructura cristalina de la enzima fue obtenida de la base de datos Protein Data Bank y se
utilizé el software Argulslab version 4.0.1 para el estudio. Los resultados obtenidos muestran que los derivados sinté-
ticos acoplados tienen una alta probabilidad de ser inhibidores suicidas de la enzima tripanotién reductasa debido a
que presentan una mayor afinidad de unién con respecto al Nifurtimox, compuesto empleado como referencia. Esta
mayor afinidad relativa se encuentra asociada a una energia libre de unién (AG) mas negativa.

Palabras clave: Posicionamiento molecular, derivados del 5-nitrofurano, compuestos antichagasicos.

Abstract

The present investigation describes a computational docking study developed with a serial of benzothiazolyl-5-
Nitrofurans derivatives, in the binding site of the enzyme Trypanothion reductase from Tripanosoma cruzi (causal
agent of Chagas’ disease). The crystal structure of the enzyme was downloaded from the database of the Protein Data
Bank and the software used for the docking study was Arguslab version 4.0.1. Our results show that the docked synthe-
tic derivatives have a high probability of behaving as suicidal inhibitors of trypanothion reductase because they dis-
play a higher affinity that the reference compound, Nifurtimox. This higher relative affinity is in turn associated to a
more negative binding free energy (AQG).

Key words: Docking, 5-nitrofuran derivatives, anti-trypanosomal compounds.

Introduccion

Los protozoarios parasitos de la familia Trypano-
somatidae son agentes causantes de muchas enfer-
medades tropicales importantes, incluyendo la leish-
maniasis, la tripanosomiasis africana y la enfermedad
de Chagas (Baell y col., 2009), ahora llamadas enfer-
medades tropicales desatendidas (NTD por sus siglas
en inglés, neglected tropical deseases) (Bolognesi y
col., 2009). La enfermedad de Chagas o tripanoso-

*

miasis americana es un importante problema de sa-
lud que afecta a unas 20 millones de personas en
Centro y Sur América, alrededor de 2 a 3 millones de
individuos desarrollan los sintomas tipicos de esta
enfermedad. Su agente causal es el protozoario he-
moflagelado Tripanosoma cruzi (T. cruzi), el cual es
transmitido a humanos y otros mamiferos por insec-
tos vinchucas tales como el Rhodnius prolixus y el
Triatomma infestans (Cerecetto y col., 2006).
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El tratamiento vigente para esta enfermedad se
basa en farmacos de viaja data (Nifurtimox (Nfx),
Benznidazol) que a pesar de ser capaces de eliminar
la parasitemia y reducir los titulos serologicos, no ga-
rantizan la curaciéon completa y estan asociados con
severos efectos toxicos (Gambino y col., 2008). El
modo de accién de ambos farmacos contra este pa-
rasito esta asociado con la biorreduccién del grupo
nitro. Este proceso se inicia con la reduccion del gru-
po nitro a radical-anion nitro, en una reaccién catali-
zada por nitroreductasas. En el caso del Nfx sufre un
ciclo redox, con el oxigeno molecular, el cual produ-
ce anioén superoxido y sequidamente peréxido de
hidr6geno, mediante una reaccion catalizada por la
enzima superoxido dismutasa (SOD) (figura 1) (Tar-
lovsky y col., 2006). Estas especies, en presencia de
hierro, forman radicales hidroxilos fuertemente oxi-
dantes via reaccion de Haber-Weiss. La producciéon
incrementada de estas especies reactivas de oxigeno
(ROS) eventualmente conduce al parasito a estrés
oxidativo (Denicolay col., 2010).

o SOD .
02 02 — H202 —— > OH

ANO, ( )2>
TR
TS,
a)NTRII/ e~ H,0
AFNOZ
b)NTRI/ 26~
\ RS
ArNO LT» ANNHOH — > ArNH;,

RS,

Figura 1. Biorreduccion de los farmacos nitroaromaticos.
a) Reduccién de un electrén por la nitroreductasa tipo II
(NTR II) promoviendo el ciclo redox con formaciéon de supe-
réxido/H,0, y regenerando el farmaco, la producciéon de esta
ROS oxidan los tioles de los parasitos. b) Reduccion de dos
electrones por la nitroreductasa tipo I (NTR I) formando los
nitroso compuestos, que es un buen recolector de tioles.

Estos farmacos son inefectivos, impracticos y se-
veramente téxicos, he aqui la necesidad precisa de
encontrar nuevos compuestos que sean capaces de
inhibir selectivamente un blanco que se encuentre
solamente en estos organismos, como es el caso de
la enzima Tripanotion reductasa (TR) del T. cruzi (Ce-
recetto y col., 2004). La TR es una 6xido-reductasa
NADPH-dependiente que ayuda al parasito a proteger-
se del estrés oxidativo mediante el mantenimiento de
un medio ambiente intracelular reducido. Realiza
esto mediante la reduccion del tripanotion (T(S),):
Conjugado NY!, I¥3-bisglutationil espermidina a dihi-
drotripanotion (T(SH),) (Tapia y col., 2002). El T(SH),
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juega un papel importante en la inactivaciéon del da-
no potencial de radicales y especies reactivas de oxi-
geno, y es re-oxidado a T(S), en este proceso (Hamil-
tony col., 2003). Los 5-nitrofuranos inhiben la reduc-
cion del T(S), por la TR, reduciéndose ellos mismos
en el ciclo redox en presencia de oxigeno para formar
las ROS como superoxido y peroxido de hidrogeno;
dado que el T(S), es un captador de radicales libres, al
bajar sus niveles, las células del parasito se vuelven
hipersensibles al dano oxidante (Chauviere y col.,
2003; Fairlamb, 1990). La utilizacioén de la enzima en
estos derivados del nitrofurano constituye una sub-
version de su papel normal antioxidante, por tal moti-
vo estos compuestos fueron denominados substra-
tos «subversivos» para la TR (Docampo, 1990).

Una metodologia empleada para hallar compues-
tos que inhiban esta enzima es mediante la realiza-
cion de un estudio de acoplamiento molecular o
Docking. El Docking es un método computacional
que tiene como objetivo principal identificar las posi-
ciones correctas (poses) de los ligandos en el sitio de
union (binding site) para asi predecir la afinidad entre
el ligando y la proteina. En otras palabras, describe
un proceso mediante el cual una molécula interaccio-
na con otra para formar un complejo estable en un
espacio tridimensional (Krovat y col., 2005). Con ba-
se a lo anteriormente expuesto y a los resultados ob-
tenidos en investigaciones previamente reportadas,
se planteo la realizacion de un estudio tedrico de
Docking en una serie de derivados sintéticos del 5-ni-
trofurano en el sitio activo de la enzima TR del T. cru-
zi, con miras a determinar sus afinidades y modos de
unién y con base a los resultados obtenidos, la reali-
zacion de pruebas biologicas.

Seccion experimental
LIGANDOS Y ENZIMA

En este estudio se utilizaron como ligandos una
serie de siete derivados del 5-nitrofurano desarrolla-
dos por nuestro grupo de investigacion para los cua-
les se report6 su sintesis (Monasterios y col., 2003;
Charris y col., 2002), los calculos computacionales
donde se determiné que cumplen con unos requisi-
tos estéricos para que este tipo de compuestos pre-
senten actividad antichagasica (Monasterios y col.,
1998), requisitos estéricos, electrostaticos y electro-
nicos para que presenten actividad antibacteriana
(Monasterios y col., 2006; Monasterios y col., 2005)
y la evaluacion preliminar de su posible toxicidad
(Amaro y col., 2009). Se escogioé conjuntamente el
Nfx como compuesto activo de referencia (figura 2).
La enzima utilizada fue la Tripanotion reductasa (TR)
del T. cruzi. La estructura cristalina del dimero de la



EsTubIO DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR (DOCKING) DE UNA SERIE DE DERIVADOS SINTETICOS DEL 5-NITROFURANO EN EL SITIO DE UNION DE LA TRIPANOTION REDUCTASA DEL TRYPANOSOMA CRUZY

mencionada enzima bajo su forma oxidada se extra-
jo de la base de datos Protein Data Bank, en un com-
plejo con su sustrato natural Tripanotion (T) y con el
cofactor dinucleotido adenina-flavina (FAD), que se
encuentra registrada bajo la entrada 1BZL (figura 3)
(Hunter y col., 1999).
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Figura 2. Ligandos utilizados en el estudio: a) Derivados sin-
téticos. b) Nifurtimox.

Figura 3. Enzima TR del T. cruzi en complejo con el Ty el FAD
(1BZL). Definicion del sitio de union de los ligandos (Binding
site).

CALCULOS

El primer paso en este estudio tedrico consistio
en la construccion de los modelos moleculares de
todos los derivados del 5-nitrofurano. Se realizaron
dos optimizaciones geométricas para cada estructu-
ra, primero usando los algoritmos Conjugate Gra-
dient y Block-Diagonal Newton Rhapson, del campo
de fuerza MM3 (Allinger, 1989) mediante el software
de la compania CAChe (CaChe, 2003), y después em-
pleando el método quimico-cuantico semiempirico,
Método Paramétrico 3 (PM3) en vacio, utilizando el
software libre ArgusLab 4.0.1 (Tompson, 2004). Las
orientaciones y/o conformaciones obtenidas fueron
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ordganizadas en orden creciente de sus valores de ca-
lor de formacion para seleccionar las que iban a ser
posicionadas. El Nfx también fue incluido en este es-
quema de trabajo.

ACOPLAMIENTO MOLECULAR «DOCKING»

El Docking se realiz6 con el software libre Argus-
Lab 4.0.1; el cual emplea algoritmo genético para
dgenerar las conformaciones u orientaciones de los
ligandos en el sitio de unién. La estructura cristalina
de la enzima se refind removiéndole todas las molé-
culas de agua presentes y posteriormente anadién-
dole los atomos de hidrégenos faltantes como en la
estructura PDB original. El sitio activo de la enzima se
delimitoé antes de hacer el docking y esta contenido
en una caja que tiene unas dimensiones de X =
24.686000 A, Y = 20.117000 A, Z = 21.750000 A 'y
una resolucién de la cuadricula (grid) de 0.4000 A.
La metodologia empleada fue la semiflexible, es
decir enzima rigida y ligandos flexibles. Los ligandos
moleculares se posicionaron usando un esquema de
puntuacion (scoring), esto es, mediante el contacto y
la energia de la cuadricula, se realizé una minimiza-
cion de la energia para cada orientacion posicionada
y se calcul6 una energia final de puntuacion. Este
proceso se realizd diez veces en cada caso y se calcu-
laron los valores promedios (Young, 2009). El anali-
sis de los resultados, para cada ligando, fue realizado
considerando las orientaciones de menor energia y
los valores de desviacion de la raiz media cuadratica
(RMSD) reportados por el programa. Para cada ligan-
do se obtuvieron agrupaciones de conformaciones
(clusters) a fin de identificar las diferentes maneras
de uniodn. Las orientaciones fueron asignadas a las
diferentes agrupaciones cuando los valores de RMSD
fueron menores que 3,0 A. También se midieron los
contactos moleculares entre las orientaciones de los
ligandos y los residuos del sitio activo hasta un radio
de 5,0 A.

Resultados y discusion
AFINIDAD DE UNION

La afinidad relativa de los ligandos en el sitio
unioén de su receptor es la principal informacion que
proporciona un docking. El sitio de unién de la TR
esta constituido por dos cadenas: la cadena A forma-
da por 12 residuos de aminoacidos y la cadena B for-
mada por 9 residuos de aminoacidos (Tabla I). Las
energias libres de union para los complejos de los
derivados sintéticos del 5-nitrofurano y el Nfx con el
sitio de unién de la TR se reportan en la Tabla II. En
estos datos correspondientes a las orientaciones de
menor enerdgia (mejor puntuacién) de cada ligando
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se puede evidenciar que las energias resultantes para
todos los derivados sintéticos fueron inferiores al va-
lor de energia obtenida para el compuesto activo de
referencia Nfx. Estos hallazgos indican que si esta
union es indispensable para la actividad antichagasi-
ca de los 5-nitrofuranos, los compuestos sintéticos
deberian tener una gran probabilidad de ser activos.

Tabla I

Residuos de los aminoacidos presentes
en el sitio activo de la TR

Cadena A Cadena B
Cys 53 Ser 110 Glu 949 Ser 947
Glu 19 Thr 335 Glu 950 Ser 953
Ileu 107 Trp 22 His 944 Thr 946
Ileu 339 Tyr 111 Phe 879
Leu 18 Val 54 Pro 881
Ser 15 Val 59 Pro 945

Tabla I

Energias libres de unién (DG) para las orientaciones
de minima energia de los nitrofuranos posicionados
en el sitio activo de la TR

Ligando E (kcal/mol)
9a -9.84329
9b -7.54972
9c -8.14886
9d -8.57125
9e -9.50419
of -9.34536
9g -8.57272
Nfx -7.22516

Puentes de Hidrégenos

El analisis grafico de los modos de unién de los
derivados del 5-nitrofurano en el sitio activo de la TR
mostré que la mayoria de estos ligandos fueron capa-
ces de establecer varias interacciones de puente de
hidrégeno, principalmente entre el grupo nitro y los
residuos polares. El sustrato natural de la enzima T,
efectuia solo dos interacciones de puente de hidroge-
no con la misma, que son entre dos de sus grupos
carbonilos y el residuo histidina 944 (His 944) de una
hoja-b de la cadena B y el residuo tirosina 111 (Tyr
111) de un codo de la enzima (Figura 4).

Para todos los compuestos tipo 5-nitrofurano, el
numero de interacciones de puente de hidrégeno
que establecen con los residuos de aminoacidos pre-
sentes en el sitio de union de la TR es mayor que las
que realiza el T. En el caso del compuesto de referen-
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Figura 4. Puentes de hidrégeno establecidos entre el T (cilin-
dros color blanco) y el sitio catalitico de la TR, se observan
los residuos involucrados en estos enlaces.

cia, Nfx, se realizan tres enlaces puente de hidrége-
no, que se establecen entre los dos atomos de oxige-
no del grupo nitro con tres de los residuos presentes
en el sitio de unién de la enzima, que son: valina 54
(val 54) y cisteina 53 (cis 53) de una a-hélice de la
cadena A e histidina 944 (His 944) de una hoja-b de
la cadena B (figura 5).

Figura 5. Puentes de Hidrégeno establecidos entre el NFX
(cilindros color gris, amarillo y rojo) y el sitio catalitico de la
TR, se observan los residuos involucrados en estos enlaces.

En lo referente al modo de unioén de los derivados
sintéticos, todos son energéticamente mas estables y
presentan mas numeros de contactos en el sitio de
union de la enzima que el T. En el caso especifico del
derivado sintético 9a, se observo el establecimiento
de cuatro interacciones de puente de hidrogeno, las
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cuales son: entre un oxigeno de grupo nitro y el resi-
duo cis 53, entre el nitrégeno del grupo acetamido y
los oxigenos del grupo carboxilato del acido glutami-
co 19 (Glu 19) de una a-hélice de la cadena A y otro
entre el nitrégeno del grupo benzotiazolilamido con
estos mismos oxigenos del grupo carboxilato del aci-
do Glu 19 y finalmente entre el carbonilo del grupo
acetamido y el residuo Tyr 111, igual que lo hace el T
con éste ultimo residuo. Esto indica que los 5-nitrofu-
ranos interaccionan con el sitio de unién de la enzi-
ma de igual manera que lo hace su sustrato natural
(figura 6), formando adicionalmente un complejo
muy estable evidenciado en el bajo valor de energia
libre de unién que ellos presentan.

Figura 6. Puentes de Hidrogeno establecidos entre el com-
puesto 9a (cilindros color gris, amarillo y rojo) y el sitio cata-
litico de la TR, se observan los residuos involucrados en
estos enlaces.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio de Docking se puede concluir lo si-
guiente:

1. Los derivados sintéticos benzotiazolilsustituido-5-
nitrofurano muestran una alta afinidad por la en-
zima TR y su modo de unién con esta enzima es
similar a la de su sustrato natural el T.

2. Los compuestos estudiados benzotiazolil-5-nitro-
furanos al ser tan afines por la enzima TR y for-
mar complejos con ella altamente estables, tie-
nen muchas probabilidades de presentar una
marcada actividad antichagasica, que podria ser
atribuida ademas de la bioreduccion del grupo
nitro a un posible comportamiento como sustra-
tos «subversivos».
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3. Este estudio tedrico de Docking podra ser valida-
do cuando se realice la evaluacion de la posible
actividad antichagasica in vitro de estos deriva-
dos sintéticos.
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Ensayos de quimiotaxis in vitro en Leishmania sp.
Evaluacion de la técnica de los capilares-dos
camaras en promastigotes

Chemotaxis assays in vitro in Leishmania sp.
Evaluation of the capillary-two chambers technique
in promastigotes

EmMiLIA Diaz*!, LAszLO KoHipAIZ, ARTURO Rios!, ORIANA VANEGAS!, ALICIA PONTE-SUCRE!

Resumen

La respuesta quimiotactica es un fenédmeno que ocurre a lo largo de todo el ciclo de vida de la Leishmania brazi-
liensis, incluyendo la infecciéon activa. El presente trabajo se revisan los métodos utilizados hasta el momento para
evaluar quimiotaxis in vitro en Leishmania sp. Adicionalmente, se describe la adaptacion del «ensayo de los capila-
res-dos camaras» al estudio de los fendmenos de quimiotaxis en Leishmania. Para ello, se estandarizaron parame-
tros fundamentales como la densidad celular en la camara externa, el tiempo de incubacion, el rango de concentra-
ciones de los agentes quimiotacticos y la osmolalidad de las soluciones empleadas. Para validar la metodologia se
usaron gradientes quimicos de dos monosacaridos, la D-glucosa y la D-fructosa cuyas propiedades quimiotacticas
han sido descritas para Leishmania. Los resultados sugieren que el «ensayo de los capilares, dos camaras» constitu-
ye un método de deteccion confiable, cuantitativo, reproducible y sencillo de la quimiotaxis en Leishmania. Adicio-
nalmente, confirman que las hexosas ensayadas, inducen una respuesta quimiotactica positiva sobre los parasitos,
proporcional al incremento de concentracion de las mismas. Finalmente, demuestran que el tiempo de incubacion y
la osmolalidad de las soluciones empleadas determinan la capacidad migratoria de los parasitos. Esta optimizacion
garantiza la reproducibilidad y la validez de este método como una técnica util para la evaluacion cuantitativa de la
quimiotaxis en Leishmania.

Palabras clave: quimiotaxis, Leishmania, ensayo de los capilares-dos camaras.

Abstract

Chemotactic responses play a significant role, both during Leishmania braziliensis differentiation through its life
cycle and during infection, a process that inoculates parasites into a mammalian host and results in the acquisition of
the disease leishmaniasis. This paper reviews the methods described until now to assess chemotaxis in vitro in
Leishmania sp. Further, the present study describes the adaptation of a modified {«wo-chamber capillary chemota-
Xis assay» as a technique useful for the quantitative evaluation of chemotaxis in Leishmania. In order to ensure
reproducibility and validity of this method we standardized key parameters to assess the chemotactic response such
as the cell density in the outer chamber, incubation time, the concentration range of chemotactic agents and the
osmolality of the solutions. In addition, the effectiveness of this sensible and reproducible method for the evaluation
of parasite migration was validated by the use of chemical gradients of the monosaccharide D-glucose and D-fructo-
se, compounds with showed chemotactic properties in Leishmania. Results presented herein demonstrate that
monosaccharide induce a positive chemotactic effect on parasites, depending on the concentration range.
Interestingly, both the time course and the osmolality of the solution influence the migration capacity of the parasi-
tes. Our results suggest that this novel and improved methodology quantitatively evaluates the taxis of Leishmania
towards/against gradients of different substances in a rapid and reliable way.

Key words: Chemotaxis, Leishmania, two-chamber capillary chemotaxis assay.
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Introduccion

Existen células que lejos de ser estaticas son moé-
viles. Ellas detectan la presencia de senales extrace-
lulares y orientan sus movimientos en la direccién de
gradientes de concentraciéon de las moléculas taxi-
cas. Este proceso, llamado quimiotaxis, es funda-
mental en diversas funciones celulares tales como, el
suministro de nutrientes en los procariotas, la forma-
cién de estructuras multicelulares en protozoos, el
rastreo de las bacterias por los neutrofilos y la organi-
zacion de los embriones en los metazoos (Van Haas-
tert y Devreostes, 2004%).

En teoria, una célula para orientar sus movimien-
tos podria utilizar el aspecto espacial del gradiente
del agente quimiotactico, o alternativamente las se-
nales temporales generadas cuando la célula se mue-
ve en un gradiente estatico. En el caso de los procario-
tas, debido a su tamano (1-2 pm) s6lo pueden usar el
componente temporal de los estimulos. Ellos se mue-
ven de acuerdo a lo que se denomina un «paseo alea-
torio» con movimientos en todas las direcciones que
son interrumpidos por caidas subitas («tumbles»).
Cuando se encuentran con un cambio en la concen-
tracion del agente quimiotactico la frecuencia de los
«umbles» disminuye y el desplazamiento en una di-
reccion se prolonga en el tiempo (Van Haastert y
Devreotes, 2004; Wang, 2010).

Por su parte, las células eucariotas por ser gran-
des (10-20 pm de diametro), les permite procesar
tanto temporal como espacialmente la informacién.
Ellas detectan el gradiente del agente quimiotactico
y responden a cambios de concentraciones muy
pequenas entre sus polos (2 -10%), desplazandose
hacia el mismo (Van Haastert y Devreostes, 2004;
Devreostes y Janetopuoulus, 2003). Ademas, expre-
san una variedad de receptores de membrana y vias
de senalizacion intracelular que les permiten organi-
zar su respuesta fisiologica; es decir, poseen toda la
maquinaria celular necesaria para detectar y respon-
der a gradientes quimicos, entre otros (Van Haastert
y Devreotes, 2004; Wang, 2010). En resumen, la na-
turaleza de las células moviles varia de acuerdo al ti-
po celular al que hacemos referencia. Asi, los granu-
locitos, macréfagos y linfocitos in vitro tienen la habi-
lidad de migrar hacia gradientes de concentracién de
varias sustancias. La naturaleza exacta de como los
leucocitos reciben una senal y la traducen en movi-
miento direccional involucra varios eventos. La movi-
lidad leucocitaria es de tres tipos: aleatoria (activa,
esporadica, espontanea y no direccional), quimioci-
nesis (aumentada pero no vectorial, inducida por
excitantes quimicos y requiere receptores celulares)
y quimiotaxis (aumentada y vectorial a lo largo de
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gradientes de concentracion de una sustancia quimi-
ca o quimiotaxina), que demanda un sistema de re-
ceptores y un mecanismo de orientacién acoplado al
de movilidad (Rojas-Dotor y col., 2009)

En animales y microorganismos que poseen un
cilio o flagelo, la motilidad es proporcionada por este
organelo, el cual es fundamental para la alimentacion
celular, desarrollo y la reproduccion. Para algunos
protistas, como es el caso de la Leishmania, uno de
los estadios durante su ciclo de vida es una forma
moévil flagelada; y el flagelo acoplado y su motilidad
son integrales para la morfogénesis y la division celu-
lar. En los tripanosomatidos, se ha sugerido que la
inhibicion de la motilidad flagelar pudiera ser un
nuevo blanco en el diseno de drogas para el trata-
miento de las enfermedades causadas por estos
parasitos (Ginger y col., 2008).

Debido a que los fendmenos que caracterizan la
motilidad de células humanas como son la formacién
de pseudoépodos, la polarizacion y el sensor direccio-
nal, no han sido descritos para los tripanosomatidos,
los estudios recientes en estos protozoos se han
enfocado en la estructura y composicion del flagelo.
El flagelo puede ser comparado con un érgano sen-
sor critico debido a su posicidn y orientacién en la su-
perficie celular. Posee un alto contenido en molécu-
las sensoras (receptores o efectores), las cuales son
dinamicamente controladas por un proceso llamado
transporte intraflagelar: movimiento bidireccional de
particulas entre la membrana del flagelo y el axone-
ma (Rotureau y col., 2009).

Los parasitos del género de la Leishmania cau-
san una enfermedad con sintomas diversos que van
desde las lesiones cutaneas autolimitantes, pasando
por las mucocutaneas no cicatrizantes, hasta la leish-
maniasis visceral que es letal si no es tratada. Aproxi-
madamente 350 millones de personas de 88 paises
estan en riesgo de contraer la enfermedad. Se estima
que al menos 12 millones de personas estan infecta-
das, y que cerca de 1-2 millones de nuevos casos
ocurren cada ano (OMS, 2010).

Los parasitos de la Leishmania transcurren a lo
largo de su ciclo de vida por dos estadios con carac-
teristicas morfologicas especificas; asi como una
morfologia flagelar diferente. Los amastigotes que se
alojan en el fagolisosoma de las células del sistema
reticuloendotelial del hospedero y los promastigotes
de vida extracelular. La Leishmania se comporta co-
mo parasito intracelular en macréfagos de vertebra-
dos mamiferos y como parasito extracelular en el tu-
bo digestivo del insecto vector y es el estadio que
puede mantenerse en los cultivos in vitro. Cuando el
insecto vector ingiere sangre de un mamifero, estos
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regurgitan promastigotes en la piel del hospedador
los cuales son reconocidos por los receptores de su-
perficie en los macréfagos y células dendriticas para
luego ser fagocitados. Durante el ciclo de vida de la
Leishmania, el flagelo muestra cambios en su longi-
tud, punto de insercién y posicion; presumiblemente
como una respuesta a senales ambientales (Rotureau
y col., 2009). La superficie celular esta cubierta de
lipofosfoglicanos y receptores de membrana especia-
lizados que se distribuyen a lo largo del flagelo, el
bolsillo flagelar y en toda la superficie de la célula.
Algunos de los receptores estan especializados para
detectar cambios en los gradientes de moléculas fun-
damentales para su supervivencia (Handman y col.,
2008). Presentan un kinetoplasto cercano al bolsillo
flagelar (Molineux y Killick-Kendrick, 1987).

El flagelo, ademas de su funcién en la motilidad,
juega un papel clave en la division celular y la adhe-
sion del parasito al epitelio del insecto. Ademas, re-
cientemente se ha demostrado que la motilidad es
esencial para la supervivencia de la forma del para-
sito que se encuentra en el torrente sanguineo del
mamifero (Gadelha y col., 2007). Por lo tanto, la evi-
dencia sugiere que la respuesta migratoria (quimio-
tactica) es decisiva en todo el ciclo de vida de la
Leishmania.

Ahora bien, se ha demostrado en la Leishmania
que puede moverse hacia un gradiente de concen-
tracion en linea recta por pocos segundos (~ 10 seg)
sin cambios bruscos de direccién. Generalmente an-
tes de este cambio brusco realizan un movimiento
denominado «tumbling» (volteretas), similares a los
descritos en bacterias (Barros y col., 2006). El movi-
miento de estas células flageladas es libre, al azar y
tiene dos componentes: el golpeteo del flagelo y el
desplazamiento resultante de la traslacion (Gadelha
y col., 2007).

La comprensién de los fendmenos quimiotacticos
es util para ahondar en el conocimiento de la fisiolo-
gia y el comportamiento de las células moéviles, inclu-
yendo la Leishmania. Por otra parte, la quimiotaxis
es un requisito fundamental de la interaccion exitosa
entre la célula hospedera y el parasito (Leishmania),
ya que numerosas senales quimicas determinan el
reconocimiento mutuo y las respuestas migratorias
involucradas en el establecimiento de la infeccion
(Pozzo y col., 2009).

En tal sentido, la evaluaciéon de la quimiotaxis en
la Leishmania ha evolucionado desde el primer en-
sayo descrito en 1983 por Bray (Tabla I), en el cual
una suspension de promastigotes es colocada dentro
de una camara de Wilkinson. Esta consiste de jerin-
gas desechables de tuberculina (1ml), cuyo fondo es-
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ta recortado y cubierto con un filtro Millipore (poros
1.2 pm). Las camaras se sumerdgen hasta el nivel de
la suspension de los promastigotes en la soluciéon
con el agente quimiotactico y se incubaban por un
periodo determinado. Posteriormente, los filtros son
fijados en alcohol etilico, removidos y tenidos con he-
matoxilina de Harris. Finalmente, los promastigotes
fijados al filtro son contados en un microscopio de
luz (Bray, 1983). Debido a que el método de Bray
(1983) presenta la desventaja que requiere de altas
concentraciones del quimioatrayente, Oliveira y cola-
boradores (2000) desarrollaron un método en el cual
se construye un gradiente discontinuo de la sustancia
a analizar, en el que los diferentes tubos capilares
contienen concentraciones crecientes del agente qui-
miotactico, utilizando agarosa como soporte. Segui-
damente los tubos son sumergidos horizontalmente
en la suspensién de promastigotes. Después de la
incubacion, la capacidad de la sustancia para promo-
ver la migracion es evaluada al contar los parasitos
presentes dentro de los tubos capilares (Tabla I). Es-
tos autores demostraron por primera vez en la Leish-
mania la capacidad quimiotactica in vitro de los
monosacaridos como glucosa y fructosa.

Posteriormente, Leslie y col. (2002) modificaron
el ensayo previamente descrito por Oliveira y col.
(2000) (Tabla I). En el mismo se emplean capilares
de vidrio llenos con una solucion de agarosa prepara-
da con el buffer utilizado para suspender los promas-
tigotes y con tubos adicionales llenos con el soluto
quimioatrayente. Seguidamente, todos los capilares
son colocados de forma vertical en un tubo de «bi-
Jjow. El extremo abierto de cada capilar es sumergido
en la suspension de promastigotes. Luego el sistema
se incuba a temperatura ambiente y las células que
migraban hacia los capilares se determinan usando
una camara de Neubauer (Leslie y col., 2002; Barros
y col., 2008). El desarrollo de esta técnica permiti6é
interpretar los resultados de Oliveira y col. (2000) a la
luz de una metodologia mas sofisticada. Asi Leslie y
col. (2002) concluyeron que el movimiento de los
promastigotes hacia la glucosa y la fructosa es una
respuesta fundamentalmente quimiotactica, aunque
alguna de las mismas podria incluir osmotaxis.

Barros y col. (2006), introdujeron modificaciones
sustanciales que permitieron estudiar mas sistemati-
camente los mecanismos involucrados en estas res-
puestas fisiologicas. Su método determina el tiempo
promedio en el que el promastigote permanece mo-
viéndose en linea recta, en ausencia o presencia de
una concentracion homogénea del agente taxico en
estudio. Con este modelo fue posible distinguir las
respuestas quimiotacticas de las osmotacticas en los
promastigotes de Leishmania.
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Tabla I
Estudio comparativo de las técnicas desarrolladas para evaluar quimiotaxis in vitro en Leishmania sp.
Autores/ Parametros Bray y Oliveira y Leslie y Roychoudhury | Barrosy Pozzo y Ensayo
col., 1983 | col., 2000 | col., 2002 col., 2006 col., 2006 | col., 2009 | presentado
Orientacion del sistema vertical horizontal vertical vertical horizontal | horizontal vertical
Utiliza gradiente si si si si no si si
de concentracion
Interfase con filtro sin filtro sin filtro con filtro sin filtro sin filtro sin filtro
celula-quimioatrayente
Tipos rafinosa glucosa glucosa Quimiocinas sacarosa glucosa glucosa,
de quimioatrayentes manosa fructosa fructosa CCL2 manitol fructosa
sacarosa sacarosa manosa CCL3 dlicina
maltosa rafinosa inositol CCL4 guanosina
metilibiosa manosa CCL5
galactosa
maltosa
melibiosa
Incubacién 30 min 1 hr 1 hr 0-2 horas 15 min 1-10 hr 30 min
Duracion! TF TF TF TF TF TR TF
Evaluacion? MO MO MO MO MO MO MO
Sensibilidad razonable | Razonable | Razonable buena Buena buena
Automatizacion pobre pobre pobre buena buena buena

1TF= tiempo final; TR tiempo real 2MO= microscopio 6ptico;
CCL2: MCAF, JE; CCL3: MIP-1a; CCL4: MIP-18; CCL5: RANTES

Finalmente, los estudios mas recientes descritos
en la literatura utilizan las denominadas «pinzas 6pti-
cas» (optical tweezers) para cuantificar la quimiotaxis
en Leishmania amazonensis (Pozzo y col., 2009). Pa-
ra ello, se desarrollé una técnica para medir en tiem-
po real las fuerzas vectoriales bidimensionales (x, y) y
la direccionalidad del movimiento flagelar (Tabla I) de
los parasitos en presencia de gradientes de concentra-
ciones de cualquier tipo de sustancia quimica. La utili-
dad de este método estriba en su capacidad de cuan-
tificar la taxis de Leishmania en gradientes de diver-
sos tipos de estimulos quimicos o fisicos.

En vista de la evidencia, en el presente estudio se
realizé la modificacion del ensayo de «los capilares-
dos camaras» inicialmente desarrollado por Kohidai
(1995), a fin de aplicarlo al estudio de la quimiotaxis
en promastigotes de Leishmania y asi lograr la estan-
darizacién de parametros fundamentales y la vali-
dacién de esta técnica en Leishmania, que permita
cuantificar sistematicamente y de forma reproduci-
ble las respuestas migratorias de este parasito.
Debido a la importancia de la quimiotaxis en el esta-
blecimiento exitoso de la infeccién, este ensayo re-
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sultara potencialmente ttil para evaluar la interac-
cion parasito-hospedero y por ende nuevos blancos
para el desarrollo de farmacos antiinfectivos.

Materiales y métodos
CEPA Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para realizar los ensayos se utilizo la cepa de refe-
rencia Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/84/
LTB300) gentilmente cedida por la Dra. Noris Rodri-
guez, (Instituto de Biomedicina, Universidad Central
de Venezuela). Los promastigotes de Leishmania
fueron cultivados a 26 °C en una base semisélida de
agar sangre suplementado con medio glucosa-NaCl
(glucosa 1,5%, NaCl 0,85%, p.v.), hasta el dia del
experimento.

Partiendo de un cultivo de promastigotes de L.
braziliensis en fase de crecimiento logaritmica tardia
las células fueron centrifugadas a 1500 x g por 10
min a temperatura ambiente (TA). El medio de cultivo
fue descartado y las células resuspendidas en buffer
A: 10 mM Hepes (pH 7,3); 132 mM NaCl; 3,5 mM KCl;
1 mM CaCl, y 0,5 mM MgCl,; osmolalidad = 288
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mOsm / kg). Nuevamente las células fueron centrifu-
gadas (lavadas) y el buffer descartado. Finalmente,
las células fueron resuspendidas en un volumen de
buffer A necesario para obtener la densidad celular
requerida. El buffer A fue usado en todos los experi-
mentos como solucién control para probar la quimio-
taxis de los parasitos.

SOLUCIONES DE CARBOHIDRATOS

Las soluciones madres de los carbohidratos D-glu-
cosa (100 mM) y D-fructosa (300 mM) fueron prepara-
das en buffer Ay conservadas a -20 °C hasta el dia del
experimento. Las diluciones de los carbohidratos fue-
ron preparadas frescas para cada experimento.

ENSAYO DE LOS CAPILARES-DOS CAMARAS

La respuesta quimiotactica de los promastigotes
de Leishmania braziliensis fue medida con el ensayo
de los capilares-dos camaras originalmente desarrolla-
do por Koéhidai (1995) y modificado por nosotros.

En nuestro sistema de dos camaras (figura 1),
ocho puntas de una pipeta multicanal fueron usadas
como la camara interna y los pozos de una micropla-
ca de 96 pozos utilizados como la camara externa.
Las puntas fueron llenadas con 100 pl de la sustan-
cia experimental (control o concentraciones crecien-
tes del carbohidrato). Los pozos de la microplaca fue-
ron llenados con 200 pl de la suspension de promas-
tigotes de L. braziliensis. Las células fueron incuba-
das a distintos tiempos, para estandarizar dicho para-
metro. Al finalizar el periodo de incubacién las célu-
las que migraron a la camara interna fueron fijadas
en solucion de formaldehido al 2% en PBS (0,05 M
buffer fosfato, pH 7,2 y 0,9 M NaCl). El contaje de los
parasitos se realiz6 en camara de Neubauer.

Camarainterna
puntas de la pipeta
multicanal

Camaraexterna
(€= placamultipozos

Figura 1. Sistema del ensayo de los capilares-dos camaras.
Las dos camaras estan conectadas a través de los capilares
(puntas de la pipeta multicanal) que contienen la sustancia
a ensayar.
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ESTANDARIZACION DE LOS PARAMETROS
DE CONTROL DE CALIDAD

Para garantizar la reproducibilidad y la validez del
ensayo como un método confiable para evaluar la
respuesta quimiotactica se estandarizaron parame-
tros fundamentales como la densidad celular en la
camara externa, el tiempo de incubacién del experi-
mento, el rango de concentraciones de los agentes
quimiotacticos y la osmolalidad de las soluciones.
Asi, la densidad celular 6ptima en la camara externa
fue escogida de acuerdo a ensayos previos descritos
en la literatura (4 x 107 células ml'!) (Bray, 1983; Oli-
veira y col., 2000; Leslie y col., 2002). El tiempo 6pti-
mo de incubacién se determiné evaluando la res-
puesta quimiotactica a los 15, 30, 45 y 60 min. Los
gradientes de monosacaridos fueron elegidos de
acuerdo a lo descrito por Oliveira y colaboradores
(2000), empleando concentraciones de D-glucosa
desde 4 hasta 100 mM y de D-fructosa desde 4 hasta
225 mM. La osmolalidad de las soluciones (mOsm/kg)
fue medida con un osmoémetro (The Advanced™
Osmometer Model 3D3; Advanced Instruments, INC.
USA), con una reproducibilidad (0 a 400 mOsm/kg)
del 2% (1 D.S.). Todas las soluciones utilizadas en es-
te estudio fueron evaluadas por este método.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + el
error estandar de la media (E.E.M.) del namero de
células que migraron a la camara interna (N= al me-
nos 5 experimentos). La significancia estadistica de
las diferencias entre las células expuestas a los car-
bohidratos y el control fueron determinadas median-
te la prueba de la t de Student. El analisis y la repre-
sentaciéon de los datos se realizaron con el software
Graph Pad Prism, 52 version.

Resultados
DENSIDAD CELULAR

Para validar el ensayo de los capilares-dos cama-
ras con el fin de cuantificar la quimiotaxis en L. brazi-
liensis, se estandarizaron los parametros mas impor-
tantes que se requieren para evaluar las respuestas
migratorias. Por lo tanto, inicialmente se selecciona-
ron dos densidades celulares (4 x 10”7y 8 x 107 célu-
las ml'!) y se ensayaron las propiedades quimiotacti-
cas de una solucién de D-glucosa 25 mM, comparan-
dola con el buffer A. Nuestros resultados demostra-
ron que una densidad de 4 x 107 células ml'! fueron
suficientes para obtener una respuesta quimiotactica
significativa, aproximadamente 200% (p=0,004) con
respecto al buffer A (figura 2). Por esta razén, los
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experimentos sucesivos se realizaron utilizando esta
densidad celular.

2.0x10°6+
*%
1.5%10°+
E
8 1.0x10¢4
=
8 |
5.0x1054
0 T
control D-glucosa 25mM
4 x 107células ml"

Figura 2. Efecto de la densidad celular sobre la respuesta qui-
miotactica producida por la D-glucosa 25 mM en promastigo-
tes de L. braziliensis. Los datos fueron analizados utilizando
la prueba de la t de Student. Los valores representan la
media t el E.E.M. (N=5-8); **p<0,01 comparado con el control.

TIEMPO DE INCUBACION

Para estandarizar el ensayo de los capilares-dos
camaras se evaluo la respuesta quimiotactica a va-
rios periodos de incubacién. Nuestros resultados
sugieren que el tiempo 6ptimo de incubaciéon es de
30 min (figura 3). Periodos mas cortos (15 min) no
fueron suficientes para estimular una respuesta mi-
gratoria significativa. Periodos mas largos de incuba-
cion (45 y 60 min) resultaron en un incremento signi-
ficativo de la migracién de células hacia la camara in-
terna. Sin embargo, debido a que a estos tiempos
prolongados los gradientes de concentracién de mo-
nosacaridos fueron perturbados, la respuesta migra-
toria podria incluir tanto el componente quimiotacti-
co como el quimiocinético. Puesto que el objetivo fue
medir exclusivamente la respuesta quimiotactica, se
utilizaron 30 minutos como tiempo de incubacién.

CONCENTRACIONES DE LOS MONOSACARIDOS

Se evalud la respuesta quimiotactica de los pro-
mastigotes de L. braziliensis en presencia de concen-
traciones crecientes de D-glucosa y D-fructosa. Los
resultados se muestran en las figuras 4 y 5. Los expe-
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Figura 3. Efecto del tiempo de incubacion sobre la respuesta
quimiotactica producida por la D-glucosa 25 mM en promas-
tigotes de L. braziliensis. Los datos fueron analizados utili-
zando la prueba de la £ de Student. Los valores representan
la media * el E.E.M. (N= 5-14); *p<0,05; **p<0,01 comparado
con el control.

rimentos realizados con D-glucosa demostraron que
esta hexosa promueve significativamente la migracién
del parasito a las concentraciones de 25, 50 y 100
mM (25 mM = 100 mM >100mM) con respecto al con-
trol (figura 4). Las concentraciones menores de 25 mM
(0 - 16 mM) no produjeron respuesta quimioatrayente
en L. braziliensis. Asi mismo, la D-fructosa indujo una
respuesta quimioatrayente significativa solamente a
las concentraciones de 200y 225 mM (figura 5).

2.0x10°4

1.5x10°

1.0%10°

células mI!

5.0x10 54

0 o
control 4 8 16 25 50
D-glucosa (mM)

Figura 4. Efecto de las concentraciones crecientes de la D-
glucosa sobre la migracion in vitro de promastigotes de L.
braziliensis Los valores representan la media + E.E.M. (N= 5-
8): **p <0,01;***p <0,001 comparado con el control.

EFECTO DE LA OSMOLALIDAD EXTERNA
SOBRE LA MIGRACION DE CELULAS

Para descartar que la osmolalidad de las solucio-
nes constituya una variable que afecta la respuesta
migratoria de los promastigotes, se determiné este
parametro en todas las soluciones a las concentracio-
nes utilizadas. Posteriormente, se comparé la activi-
dad quimiotactica a cada concentracion (mM) con los
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Figura 5. Efecto de las concentraciones crecientes de D-fruc-
tosa sobre la respuesta quimiotactica in vitro producida en
promastigotes de L. braziliensis Los valores representan la
media + EEM (N= 5-8); **p<0,01;***p<0,001 comparado con el
control.

valores de osmolalidad de las soluciones de los car-
bohidratos (Tabla Il y III).

Nuestros resultados muestran que la osmolalidad
de las soluciones de los carbohidratos fue proporcio-
nal a su concentracion (Tablas Il y III). La respuesta
de los promastigotes de L. braziliensis a los gradien-
tes osmoticos fue diferente para cada carbohidrato
ensayado. En la presencia de D-glucosa un incremen-
to en la osmolalidad de 22 mOsm/kg fue suficiente
para detectar una migracion significativa con respec-
to al control (Tabla II). Por otra parte, la migracion de
parasitos incubados con D-fructosa ocurre cuando el
incremento en la osmolalidad es de, al menos, 212
mOsm/Kg comparado con el control (Tabla III).

Tabla II

Efecto de la concentracion y la osmolalidad de la D-glucosa
sobre la migracion in vitro de los promastigotes
de L. braziliensis

D-Glucosa | Actividad quimiotactica® Gradiente
(mM) % numero de células osmético®
que migraron mOsm/kg
(control=100%)

122,00 + 20.28 3,00 + 0.47

124,24 + 15.43 5,67 + 0.82

151,14 £ 19.17 7,67 £1.41
16 158,07 + 25.93 16,34 + 1.25
25 269,00 + 62.62* 22,00 + 0.47
50 183,22 +21.62* 48,00 + 1.25
100 293.57 £ 45.47* 89,00 + 0.47

Los valores representan el promedio + E.E.M.a Porcentaje de células que
migraron con respecto al control. (n=5-8). b Incremento en la osmolalidad
(mOsm/Kkg) con respecto al control (n=3).

*p<0.05, fue considerado estadisticamente significativo.
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Tabla Il

Efecto de la concentracion y la osmolalidad de la D-fructosa
sobre la migracion in vitro de los promastigotes
de L. braziliensis

D-Fructosa | Actividad quimiotactica? Gradiente
(mM) % niimero de células osmético®
que migraron mOsm/kg
(control=100%)
175 178,7 + 34.5 184 + 0.47
200 231,57 + 81.85% 212.66 + 2.05
225 448,31 £ 97.29** 242 + 1.7

Los valores representan el promedio + E.E.M. 2Porcentaje de células que
migraron con respecto al control (n=5-8). "Incremento en la osmolalidad
(mOsm/kg) con respecto al control (n= 3). *p<0.05; **p=0.01, fueron con-
siderados estadisticamente significativos

Discusion

El estudio de los fendmenos involucrados en la
quimiotaxis es esencial para entender las interaccio-
nes hospedero-parasito. La comprensiéon de esta res-
puesta celular podria ser util para identificar los pa-
sos fundamentales que intervienen durante la inte-
raccion exitosa, el reconocimiento mutuo y las res-
puestas migratorias que determinan la infeccion. Ese
es el caso en la Leishmania cuando interactiia con
sus hospedadores, el invertebrado (insecto) y el ma-
crofago como célula hospedera en el mamifero (se-
res humanos).

La descripcién de los fendmenos de migracion
celular data desde la época del desarrollo del micros-
copio. Sin embargo, fue a partir de finales del siglo
XIX cuando investigadores como Pfeffer (1888) desa-
rrollaron ensayos de quimiotaxis empleando capila-
res. Este ensayo, posteriormente mejorado por Adler
(1973), es el mas utilizado actualmente para cuantifi-
car la quimiotaxis. La optimizacion continua de este
método ha permitido estudiar y comprender los feno-
menos de quimiotaxis y otros tipos de taxis como la
osmotaxis, en diversos microorganismos y tipos ce-
lulares (Barros y col., 2006; Rao y col., 2008; Miller y
col., 2009).

El presente trabajo constituye una propuesta en la
que se combinan dos técnicas, el ensayo de las dos
camaras y la técnica de los capilares, para estudiar
quimiotaxis en Leishmania. Debido a la importancia
de mantener la reproducibilidad de los datos y el
control de calidad de los resultados a obtener, el es-
tudio que aqui se presenta describe la estandari-
zacion y la validacion de este método. Los resultados
obtenidos demuestran que los parametros 6ptimos
para medir quimiotaxis en Leishmania braziliensis
son una densidad celular de 4 x 107 promastigotes
ml! en la camara externa y 30 min de incubacién a
temperatura ambiente.
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Para validar el método, se ensayaron dos carbohi-
dratos cuyas propiedades como agentes atrayentes
habian sido descritas (Oliveira y col., 2000). Los re-
sultados confirman que la D-glucosa es quimioatra-
yente para los promastigotes a una concentracion de
25 mM (A 22mOsm/Kg). La concentracion mas eleva-
da utilizada de este carbohidrato (100 mM, A 89
mOsm/Kg), también aumento significativamente la
respuesta migratoria. Para parasitos expuestos a D-
fructosa, fue necesario incrementar diez veces la
concentracion del carbohidrato para detectar migra-
cion de los parasitos (200 y 225 mM, A212 y 242
mOsm/Kg, respectivamente). Estos datos sugieren
que los promastigotes de L. braziliensis detectan y
responden con respuestas migratorias a incrementos
menores de concentracion y osmolalidad de D-gluco-
sa que de D-fructosa (figuras 4 y 5; Tablas Il y III).

Se ha propuesto que la migracion de los promasti-
gotes de Leishmania en presencia de una concentra-
cién de D-glucosa de 100mM se debe a una respues-
ta osmotactica (Leslie y col., 2002). Al analizar nues-
tros resultados se evidencia que la osmolalidad de las
soluciones de D-glucosa 100 mM (A89 mOsm/kg) y de
D-fructosa 100 mM (A105 mOsm/kg) son similares;
sin embargo, a diferencia de la D-glucosa, la D-fructo-
sa no produjo una respuesta migratoria significativa a
esta concentracion. Si la respuesta a la D-glucosa fue-
se exclusivamente osmotaxica, un efecto similar (es
decir, una respuesta migratoria) deberia haber ocurri-
do con la D-fructosa 100 mM (datos no mostrados).
Por ello, se sugieren que la respuesta migratoria a la D-
glucosa 100 mM se debe a una combinacion de even-
tos quimiotacticos y osmotacticos. Barros y col. (2006)
llegaron a una conclusion similar al demostrar que so-
luciones de NaCl, Hepes y guanosina que aportan mas
osmolitos a concentraciones similares a las utilizadas
para glicina, lactosa, manitol y sacarosa, por ende au-
mentan mas la presion osmotica que estos; sin embar-
go, no produjeron una mayor respuesta migratoria.

Se sabe que cambios en la osmolalidad del medio
modifican la fisiologia celular de la Leishmania. Asi,
un aumento en la osmolalidad de 308-625 mOsm/kg
disminuye levemente la tasa de crecimiento de los pa-
rasitos (Darling y Blum, 1990; Burrows y Blum, 1991,
Vieray col., 1996) y alteran la morfologia celular (Dar-
ling y Blum, 1990); mientras que una reduccion (agu-
da) de la osmolalidad promueve la liberacion de ami-
noacidos, especialmente de alanina, cambia la mor-
fologia y el volumen celular (Darling y Blum, 1990) y
disminuye la viabilidad celular (LeFurgey y col., 2001).
Aun mas, el estrés agudo producido por aumentos de
310 mOsm /kg (de 305 a 615 mOsm/kg) durante 10
min se traduce en cambios menores en el contenido
citoplasmatico de iones y elementos (LeFurgey y col.,
2001), mas no en modificaciones importantes de la
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fisiologia celular. Por ello, y para garantizar la integri-
dad celular, en los experimentos aqui descritos se uti-
lizaron soluciones con osmolalidades ligeramente
superiores a las del control (< A89 mOsm/kg para D-
glucosa; < A242mOsm/kg para D-fructosa) y tiempos
de incubacién cortos, de 30 min, que no alteran las
actividades metabdlicas del parasito, garantizan su
movilidad y minimizan la posibilidad de mezclar res-
puestas quimiotacticas con respuestas osmotacticas.

Nuestros resultados indican que la D-glucosa
(25 mM) fue el estimulo quimiotactico mas potente
observado. La expresion de receptores con amplia
gama de afinidades podria explicar la susceptibilidad
de los parasitos a cambios menores de concentracion
y osmolalidad de D-glucosa con respecto a D-fructosa
(Oliveira y col., 2000, Leslie y col., 2002, Barros y
col., 2006).

En conclusioén, en el presente trabajo se adapto el
método de los capilares-dos camaras para medir la
actividad migratoria de L. braziliensis en presencia
de gradientes de sustancias simples (hexosas). Esta
metodologia constituye una técnica simple, eficaz y
reproducible de deteccién confiable, rapida y sencilla
que permite evaluar cuantitativamente in vitro la qui-
miotaxis de promastigotes de L. braziliensis, hacia/
contra un gradiente de cualquier tipo de molécula. La
confiabilidad del método estriba en que la migracion
se determina en condiciones en las cuales el parasi-
to debe movilizarse en contra de la gravedad, con os-
molalidad controlada de las soluciones y durante un
tiempo de incubacion que garantice la cuantificacion
de la quimiotaxis y en el cual no deben estar ocu-
rriendo procesos de osmotaxis.

El método constituye una herramienta fiable y ttil
en el diagnostico clinico de la leishmaniasis, asi co-
mo en el desarrollo de nuevos farmacos anti-infecti-
vos. Sus aportes resultan fundamentales para com-
prender el comportamiento quimiotactico y migrato-
rio de una poblacién de parasitos, tal y como ocurre
durante la interaccion parasito-hospedero en una in-
feccion natural, por lo que la metodologia aqui des-
crita y validada resulta de gran fortaleza ya que la mi-
gracion poblacional es un fenbmeno complejo que
requiere de eventos multiples, incluso de interaccién
parasito-parasito que se suceden cuando se produce
una infeccién exitosa.

Desde que esta tecnologia constituye una prime-
ra aproximacion en la detecciéon de moléculas o dro-
gas que afectan la migracion del parasito, nos permi-
timos proponer su uso como el paso inicial en la dis-
criminacién de nuevas drodgas contra la Leishmania,
ya que permite evaluar un tipo de taxis (quimioatra-
yente o quimiorepelente) en forma rapida para discri-
minar si existe o no una respuesta.
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Finalmente, desde que la inhibicion de la motili-
dad flagelar ha sido propuesta como blanco para el
estudio de nuevas drogas contra tripanosomas africa-
nos (Ginger y col., 2008), el estudio de la quimiotaxis
en diferentes cepas de Leishmania seria de mucha
utilidad en los diversos fenotipos los cuales deberian
expresar diferencias en las respuestas migratorias.
Por ello, mediante el empleo de este método se po-
dria obtener una aproximacioén a la respuesta fisiol6-
gica primaria. Con ello se daria paso al enfoque bio-
quimico, celular, protedmico y genético, lo que debe-
ria conducir a un punto de vista integrado de la impli-
cacion de la motilidad del parasito en su ciclo de vi-
da, virulencia o infectividad.
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Grupo Trifluorometilo: un sustituyente
importante en quimica medicinal

(Trifluoromethyl Group: an important substituent
in medicinal chemistry)

SmoN E LoPez* Y ANGEL ROMERO

Resumen

El flior es un elemento de vital importancia en Quimica Medicinal, ya que imparte propiedades unicas a las molé-
culas organicas donde se incorpora, alterando sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas. Posee un muy pequeno
radio de van der Waals por lo que tiene una escasa demanda estérica, alta electronegatividad, el enlace C-F es muy
estable frente a transformaciones metabdlicas, alta lipofilicidad —lo cual contribuye a facilitar la distribucién de las
moléculas que lo contienen en el organismo humano-y es capaz de participar en la formacién de puentes de hidro6-
geno a través de sus pares de electrones libres. En particular, el grupo trifluorometilo (CF5) es uno de los sustituyen-
tes fluorados mas comunes en quimica medicinal, ya que ofrece de manera simultanea una alta lipofilicidad, eleva-
da densidad electrénica y demanda estérica similar a la del grupo isopropilo. Presente en farmacos de uso clinico
tales como el Efavirez (anti-HIV) y la 26,26,26-f3-12,1 3-Desoxiepotilona B (anticancerigeno), el grupo trifluorometilo
se ha hecho hoy en dia cada vez mas frecuente en moléculas disponibles para el mercado farmacéutico.

Palabras clave: trifluorometilo, flaor, quimica medicinal.

Abstract

Fluorine is a vital importance element in Medicinal Chemistry, because it gives unique properties to the organic mole-
cules where is incorporated, altering their physicochemical and biological properties. It possesses a very small van
der Waals ratio and so a low steric demand, high electronegativity, the C-F bond is very stable towards metabolic
transformations, high lipophilicity ~which contributes to facilitate the distribution of the molecules containing it insi-
de the human body- and it is able to participate in hydrogen bonding through its free electron pairs. Particularly, the
trifluoromethyl group (CF5) is one of the most common fluorinated substituents in medicinal chemistry, while it
offers simultaneously a high lipophilicity, an elevated electron density and a steric demand similar as that of the iso-
propyl group. Present in clinical use drugs such as Efavirez (anti-HIV) and the 26,26,26-f3-12,13-Desoxyepothilone B
(anticancer), the trifluoromethyl group has become nowadays more frequent in available molecules for the pharma-
ceutical market.

Key words: trifluoromethyl, fluorine, medicinal chemistry.

Introduccion

A pesar de que el fliior es un elemento muy co-
mun en la corteza terrestre, ocupando el décimo ter-
cer lugar en abundancia, llama la atencion su escasa
presencia en moléculas de origen natural (Figura 1)
(O’Hagan y Harper, 1999), quizas debida a la dificul-
tad que encuentran los organismos vivos de incorpo-
rar este elemento por la fuerte energia de solvataciéon

del i6n fluoruro en agua (Dolbier, 2005). Pese a esto,
es cada vez mas frecuente encontrar moléculas orga-
nofluoradas en farmacos de uso comin, ya que alre-
dedor del 20-25% de las moléculas utilizadas como
principios activos farmacéuticos alrededor del mun-
do contienen al menos un atomo de flaor en su
estructura (Hagmann, 2008; Purser y col., 2008).
Muchos de los farmacos que generan mayores ganan-

Laboratorio de Quimica Medicinal y Heterociclos, Departamento de Quimica, Universidad Simén Bolivar, Valle de Sartenejas, Baru-
ta, Estado Miranda, Caracas 1080-A, Apartado 89000, Venezuela.
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Figura 1. Moléculas organicas naturales que contienen flior.

cias en ventas mundialmente son fluorados, tales
son los ejemplos reflejados en el ano 2006 por el Li-
pitor® (Atovarstatina 1, Pfizer/Astellas: N° 1 en ventas
con 14,4 billones de doélares/ano), Advair® (Una mez-
cla de Propionato de Fluticasona 2 y Salmeterol 3;
GlaxoSmithKline: N° 2 con 6,1 billones de déla-
res/ano), Risperidona 4 (Janssen: N° 10 con 4,2 billo-
nes de délares/ano) y el inhibidor de la bomba de
protones Lanzoprazol 5 (Takeda/Abbott: No 14 con
3,4 billones de dolares/ano) (MedAdNews, 2007).

Se estima que con el desarrollo de nuevos méto-
dos sintéticos, capaces de permitir con mayor facili-
dad la incorporacion de flaor en moléculas organicas
(Wilkinson, 1992; Shimizu e Hiyama, 2005; Kiselyov
y Strekowski, 1996; McClinton y McClinton, 1992; L6-
pez, 2010), el nimero de compuestos fluorados que
pasaran a estudios de fase clinica se incremente no-
toriamente (Hagmann, 2008). La alta electronegativi-
dad y pequeno tamano del flaor asi como el hecho
de poder alterar dramaticamente la reactividad de las
moléculas que lo poseen, son solo algunas de las
variables tomadas en consideracion por los disena-
dores de farmacos cuando desean hacer cambios en
el desarrollo de nuevas entidades quimicas con acti-
vidad farmacoldgica a partir de un lider. En la mayo-
ria de los casos, los nuevos candidatos incorporan de
1-3 atomos de fluor para sustituir a grupos hidroxilo
o bien hidrégenos, ejemplos representados por el
Efavirenz 6 (Bristol-Myers Squibb; CF3, antiviral HIV)
(Tan y col., 1991), un analogo de la Epotilona B (26,
26,26-F5-12,13-Desoxiepotilona B 7; CF5, anticanceri-
geno) (Chou y col., 2003), ciertos derivados del acido
shikimico 8,9 (CHF o CF,, antibacterianos) (Hum-
phreys y col., 2006) y el 14-valerato de N-trifluoroace-
til-doxorubicina 10 (CFs, anticancerigeno) (Cotterill y
Rich, 2005). Aunque en menor cantidad, también se
encuentran cierto namero de farmacos que incorpo-
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ran en sus moléculas de 6-9 atomos de flaor, como
por ejemplo el Torcetrapib 11 (Pfizer; potente inhibi-
dor de la proteina de transferencia del éster de coles-
terol; posee 2 grupos CFz) (Damon y col., 2006) y la
Sitagliptina 12 (Merck; antidiabético para el trata-
miento de diabetes del tipo 2; posee 3 atomos de
fliior y un grupo CF5) (Kim y col., 2005).

HO COOCH

HF HN
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C

Atovarstatina 1 Propionato de Fluticasona 2

OH
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H
& N
N )
F N N
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] N7
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Existen excelentes revisiones recientes sobre el
Fltior en Quimica Medicinal (Hagmann, 2008; Purser
y col., 2008; Ojima, 2009; Filler y Saha, 2009); en
esta revision, se presentara un enfoque dirigido a
destacar la importancia y particularidades que ofre-
ce el grupo trifluorometilo (CF5) en el desarrollo de
farmacos.
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EFECTO ESTERICO DEL GRUPO TRIFLUOROMETILO

El fliior posee un radio de van der Waals relativa-
mente pequeno, mayor al del hidrégeno y bastante
similar al del oxigeno, con el cual comparte una alta
electronegatividad (Tabla I) (Bondi, 1964). El volu-
men del grupo CF5 ha sido estimado basandose en la
comparacioén de las barreras rotacionales a lo largo
del eje bifenilo de diversos bifenilos 1,1 -sustituidos
(13a-c, 14a-b, Figura 2), donde puede observarse
claramente que el grupo trifluorometilo ocupa un vo-
lumen bastante similar al de un grupo isopropilo
(Bott y col., 1980; Wolf y col., 1995; Leroux, 2004).
El cambio isostérico del grupo metilo (CHs) por tri-
fluorometilo (CFs), suele verse con cierta frecuencia
en diversas publicaciones de quimica medicinal, sin
embargo, es importante recordar que el volumen de
estos dos grupos no es similar y que el efecto estéri-
co causado por este ultimo es una variable importan-
te a considerar en las interacciones farmaco-receptor.
Recientemente, se han realizado algunas pruebas
con ciertos derivados de barbittricos sustituidos so-
bre el sitio activo de la enzima gelatinasa B (MMP-9)
que indican que en realidad, el efecto bioisostérico-
estérico del grupo trifluorometilo es ligeramente infe-
rior al del isopropilo, pero muy superior al del grupo
metilo, y mas bien bastante parecido al del grupo
etilo (Figura 3) (Jagodzinska y col., 2009). Aunque el
volumen de van der Waals del grupo trifluorometilo
es similar al del etilo, la forma de ambos es muy dife-
rente. El grupo isopropilo posee un volumen ligera-

Tabla 1

Radios de van der Waals y Electronegatividades
de Pauling (Bondi, 1964)

mente mayor que el del CF5y es axialmente anisotro6-
pico (Leroux, 2004).

En la Figura 4 pueden observarse los volimenes
de van der Waals calculados para diversos a-aminoa-
cidos sustituidos con diferentes cadenas laterales del
tipo fluoro-etilo, en donde puede evidenciarse una
vez mas que la demanda estérica del grupo trifluo-
rometilo (TfeGly) es en realidad inferior a la del iso-
propilo (Leu), pero superior a la del metilo (Abu)
(Zhao y col., 2003).

R R

HaC FaC

14a R=(CH3),CH; 456,5 kcal/mol

13a: R=CHj; 338,2 keal/mol
14b: R=CF;; 459,0 kcal/mol

13b: R=(CH3),CH; 388,7 kcal/mol
13c: R=CF3; 384,6 kcal/mol

Figura 2. Barreras rotacionales en torno al eje de bifenilos
13a-cy 14a-b.

s2° gelatinasa B (MMP-9)

Volumen Estérico:

(CH3),CH>CF3= CH3CH, > CH3

Radio de van Electronegatividad
der Waals (A) de Pauling

C 1,70 2,55

H 1,20 2,20

F 1,47 3,98

(0} 1,52 3,44

N 1,55 3,04

a 1,75 3,16

Figura 3. Efecto estérico del grupo trifluorometilo en la bolsa
lipofilica (S1°) de la enzima gelatinasa B (MMP-9) (Jagodzins-
kay col, 2009).

LIPOFILICIDAD

Generalmente, la incorporacion de flior en molé-
culas organicas contribuye al aumento de su lipofili-
cidad, este efecto es bastante notorio cuando este

HzN
Ala
(7.24 A

Abu
(245 A)

DfeGly
367 A

H
\& K
H,N" "COOH H,N COOH COOH

\KF\ N \KC\Ha

COOH H,N® "COOH  H,N~ “COOH
TfeGly DfpGly Leu
(428 A (539 A (57 8 A

Figura 4. Demanda estérica calculada para diversos a-aminoacidos sustituidos con diferentes cadenas laterales del tipo fluo-

ro-etilo (Zhao y col., 2003).
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atomo o grupos que lo contienen estan unidos a siste-
mas aromaticos, como por ejemplo el benceno (Oji-
ma, 2009). El fluorobenceno es ligeramente mas lipo-
filico que el benceno, pero menos que el clorobence-
no (Tabla II); al igual que el trifluorometil-benceno
(CFs-Ph), el cual es 57% mas lipofilico que el tolueno
(CH3-Ph). En la Tabla Il, pueden observarse ciertos pa-
rametros de hidrofobicidad de Hansch para diversos
bencenos sustituidos (Hansch y col., 1995), donde se
detecta rapidamente una mayor lipofilicidad para
aquellos sistemas sustituidos con el grupo trifluoro-
metilo (CFs-Z-Ph vs. CHs-Z-Ph; Z= O, CO, CONH, SO,).
Un analisis de los datos anteriores refleja que la cerca-
nia del CF3, con un fuerte caracter electroatractor, dis-
minuye la densidad electrénica de grupos polares (Z)
unidos al anillo aromatico, comprometiendo la capa-
cidad de estos grupos para formar puentes de hidro-
geno con el agua que los rodea, reduciendo entonces
la hidrofilicidad, y por tanto aumentando su lipofilici-
dad. La presencia de un CF5 en posiciones orto o pa-
ra a sustituyentes con grupos funcionales capaces de
actuar como bases de Lewis en anillos aromaticos
(amina, alcohol, éter, carbonilo, amida), también dis-
minuye la capacidad que tienen estos grupos de for-
mar puentes de hidrogeno con el agua, lo cual conlle-
va a un aumento en su caracter lipofilico. La incorpo-
racion de un grupo trifluorometilo en sistemas hetero-
ciclicos, comunes en la mayoria de los farmacos, mu-
chas veces conduce a una mejoria en la union a re-
ceptores bioldgicos a través de interacciones con si-
tios lipofilicos de estos; un ejemplo resaltante de este
caso lo representa el Celecoxib 15 (Celebrex®, Pfizer;
inhibidor selectivo de la COX-2), donde el CF5 ubica-
do en la posicién 3 del anillo central de pirazol se une
a una bolsa lipofilica de la enzima cicloxigenasa 2
(COX-2) (Kurumbail y col., 1996).

SO,NH,
N-
FaC—¢ )
CH
15 3
Tabla Il

Parametros de hidrofobicidad de Hansch
para diversos bencenos sustituidos

XenCgHs-X| mx® | XenCgHs-X | mx | XenCgHz-X | my
F 0,14 OCHj; -0,02 | CHsC(O)NH- | -1,63
cl 0,71 OCF5 1,04 | CFsC(O)NH- | 0,55
OH -0,67| CHsC(O)- |[-1,27| CHsSO,- |-1,63
CHj; 0,56 | CFsC(O)- | 0,08 CF5S0,- 0,55
CF; 0,88

arty: log Py-log Py (octanol-agua)
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El efecto del grupo CF5 en compuestos alifaticos
tiende a ser inverso al que ejerce cuando esta unido
a sistemas aromaticos, ya que en lineas generales
promueve una disminucién de la lipofilicidad en ca-
denas hidrocarbonadas. El pentano (log P= 3,11), por
ejemplo, es mas lipofilico que el 1-fluoropentano (log
P=2,33); el (3-fluoropropil)benceno Alog P=-0,7) es
menos lipofilico que el n-propil-benceno (Lide, 2005).
Los valores 1t de Hasch para CF5 y CHz en sistemas ali-
faticos son respectivamente 0,54 y 0,06 (Ganguly y
col., 1983).

Cuando existe un grupo polar relativamente cer-
cano al CF5 en una cadena alifatica, por ejemplo OH
o bien NH,, la situacion puede cambiar aumentando
la lipofilicidad debido al gran efecto inductivo electro-
atractor del grupo trifluorometilo, lo cual conlleva a
una disminucion de la densidad electrénica en estos
grupos polares que ciertamente reducen su capaci-
dad para formar puentes de hidrdgeno como bases
de Lewis (Ganguly y col., 1983; Morgenthaler y col.,
2007). Un ejemplo de lo anteriormente senalado lo
refleja el trifluoroetanol (Alog P= —-0.68), mas lipofili-
co que el etanol; en el caso de que el CF5 se aleje del
grupo polar, el efecto que este tiene sobre la densi-
dad electrénica del grupo polar disminuye (Tabla III)
(Ganguly y col., 1983).

Tabla Il

Valores de log P para alcoholes
alifaticos de cadena lineal

Alcoholes X=H X=F (Alog Py - log Py)
log Py log Pr
CXsCH,OH -0,32 0,36 0,68
CX3(CH,),0OH 0,34 0,39 0,05
CX3(CH,)s0H 0,88 0,90 0,02
CX5(CH,),OH 1,40 1,15 -0,25
CX5(CH,)sOH 2,03 1,14 -0,89

Conociendo que la mayoria de los farmacos per-
mean a través de membranas biolégicas mediante
una difusion pasiva, la lipofilicidad de los mismos es
considerada un factor muy importante y determinan-
te en su biodisponibilidad. Por otra parte, la haloge-
nacién de farmacos es usada con dgran frecuencia
para mejorar la unibn a membranas y su permeabili-
dad a través de éstas (Gerebtzoff y col., 2004; Zaldini
Hernandes y col., 2010). Se ha estudiado y cuantifi-
cado el efecto de reemplazo de un atomo de hidrége-
no sobre la posicién C-2 de diversas fenotiazinas
antipsicéticas (promazina 16, perazina 19 y perfena-
zina 22; Figura 5) por cloro o trifluorometilo sobre la
lipofilicidad de las mismas y su permeabilidad a tra-
vés de membranas, encontrando que el aumento del
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coeficiente de permeabilidad coincide con el incre-
mento del coeficiente de particion agua-lipido segun
el orden R;= H < Cl < CF53 (Gerebtzoff y col., 2004).
Otro ejemplo lo representa el Aprepitant 25 (Emend®,
Merck; antiemético usado en quimioterapia, antago-
nista del receptor de neurokinina 1), donde la presen-
cia del grupo bis-trifluorometilfenilo al parecer mejora
la penetracion de este farmaco a través de la barrera
hematoencefalica (Humphrey, 2003).

Promazina 16; R4=H; Ry= NMe,
Clorpram azina 17; R=Cl; R,= NMe,
Trifluoprom azina 18; R{=CF3 R,= NMe,

Perazina 19; R4=H; R;= —N N-Me
Rz \/
(\/
N R4 Clorperazina 20; R=Cl; R= —N N-Me
980] =
S . .
Trifluoperazina 21; R4=CF3; R;=—N N-Me
-/

/7 \ OH
Perfenazina22; Ry=H; R= —N N—/_
-/
/ N\ OH
Clorperfenazina 23; R4=Cl; R,= —N N—/_
—/

/\ OH
Trifluoperfenazina 24; R4=CF 3 R,2=—N N—/_

Figura 5. Diversas fenotiazinas antipsicéticas sustituidas en
la posicién C-2 (K,= H, Cl, CF3).

Dentro de los mayores problemas que afectan a
los farmacos peptidicos se encuentran su rapida de-
gradacion por proteasas, baja lipofilicidad y ausencia
de un sistema de transporte especifico para introdu-
cirlos dentro de las células, aparte de que la mayoria
de las membranas celulares ofrecen resistencia al li-
bre paso de péptidos. Una de las estrategias maneja-
das para retardar la degradacion proteolitica de pépti-
dos y ademas estabilizar su estructura secundaria es
la incorporacion de aminoacidos o, a-disustituidos,
tales como los a-trifluorometil-aminoacidos, en posi-
ciones claves de la cadena peptidica (Toniolo y Be-
nedetti, 1991; Marshal y col., 1988; Koksch y col.,
1996). Ciertos péptidos modificados estructuralmen-
te con a-trifluorometil-aminoacidos presentan una
degradacion retardada por parte de peptidasas, lo
cual ha permitido prolongar la actividad intrinseca de
los mismos; ademas, el aumento en la lipofilicidad
de estos ha mejorado su absorcion in vivo asi como
la permeabilidad a través de ciertas barreras biologi-
cas (Koksch y col., 1996).

N~
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EFECTO INDUCTIVO

Al ser el fluor el elemento mas electronegativo de
la tabla periodica (Tabla 1), es logico suponer que sin
duda afecta, a través de su efecto inductivo, las pro-
piedades fisicoquimicas de las moléculas a las cuales
esta unido. Con la introducciéon de atomos de fltor,
se observa una marcada reduccion de los valores de
pKa en diversos acidos carboxilicos y alcoholes alifa-
ticos (Tabla 1V) (Dean, 1999; Abraham y col., 1989);
de manera similar, la introducciéon de este elemento
reduce la basicidad de las aminas, teniendo un im-
pacto notorio en su permeabilidad a través de mem-
branas (Avdeef, 2001). El efecto inductivo electro-
atractor de los atomos fluor presentes en los grupos
trifluorometilos del (CFs)sCOH hacen que el valor de
su pK, tenga una diferencia de apenas 0,64 unidades
con respecto al del acido acético (Tabla IV). La incor-
poracion de fltor o grupos que lo contienen en com-
puestos bioactivos ejerce un poderoso efecto en las
afinidades de union a receptores bioldgicos, su acti-
vidad biologica general, asi como sobre los parame-
tros farmacocinéticos de los mismos.

Tabla IV

Valores de pK, para algunos acidos carboxilicos
y alcoholes alifaticos fluorados

Compuesto | pK, | Compuesto | pK, | Compuesto | pK,
CHsCO,H | 4,76 | CH5CH,CO,H | 4,87 | (CH5)sCOH | 19,00
CH,FCO,H 2,59 | CF5CH,CO,H | 3,06 (CF3)sCOH | 5,40
CH,CICO,H | 2,87 | CH5CH,OH | 15,93
CH,BrCO,H | 2,90 | CFsCH,OH |12,39
CHF,CO,H 1,33 | (CHs),CHOH | 17,10
CF5CO,H 0,50 | (CF3),CHOH | 9,30

El pKa de aminas alifaticas también disminuye
con la introduccién de fltor en la cadena carbonada
(Tabla V) (Morgenthaler y col., 2007). Estudios sobre
ciertos inhibidores del receptor de serotonina 5-HT
humano demuestran que con un nimero suficiente
de atomos de fluor cercanos, incluso se puede lograr
que una amina se encuentre no-protonada a pH fisio-
légico, aumentando su biodisponibilidad (van Niel y
col., 1999).

La basicidad de diferentes metanosulfonamidas
afecta la potencia de estos compuestos como inhi-
bidores de la enzima anhidrasa carboénica, una me-
taloenzima de zinc (Maren y Conroy, 1993; Kimy col.,
2000). Cuando se comparan las afinidades de la tri-
fluorometanosulfonamida (CFsSO,NH,; Ki = 2x10° M;
pKa=5.8) y la metanosulfonamida (CHsSO,NH,; Ki =
alrededor de 10* M; pKa =10.5) por esta enzima,
puede observarse que el derivado fluorado ofrece
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una mayor potencia que el analogo hidrogenado, la
cual coincide con la disminucién en su pKa. Esto
quizas pueda atribuirse al incremento considerable
en la acidez de la sulfonamida causado por la intro-
duccion del grupo trifluorometilo, lo que facilita la
desprotonacion y una mejor union al ion Zinc (1) ubi-
cado en el sitio catalitico de esta enzima (Figura 6)
(Maren y Conroy, 1993; Kim y col., 2000; Boriack-Sjo-

diny col., 1998).
Tabla V
Valores de pK, para diversas etilaminas fluoradas
Compuesto PK,
CHsCH,NH, 10,7
CH,FCH,NH, 9,0
CHF,CH,NH, 7,3
CFsCH,NH, 5,7
Pro-202 ~ -oU198
AN
Y N-=Thr-199

X A

fl\l / \ 0\ ,O ,

R8s -0,

7o NH H\\
Phe-131 ‘ \
Zn*? "
GIn-92 7 ’ N 0,C—Glu-106
His-36 His-119
His-94

Figura 6. Ejemplo de una sulfonamida inhibidora de la enzi-
ma anhidrasa carbénica en el sitio activo (Boriack-Sjodin y
col., 1998).

Estudios de relacion estructura quimica-actividad
biologica del antiviral Efavirenz 6 han revelado que
la presencia de grupo CF5 mejora la potencia de este
farmaco mediante una disminucién del pKa del car-
bamato ciclico presente en la molécula, lo cual ayu-
da a establecer un puente de hidrogeno muy impor-
tante en su union a la proteina receptora (Rabel y
col., 2001).

La alta electronegatividad del flaor puede conlle-
var a ciertos mecanismos de accién bastante inusua-
les, tales como la inhibicién irreversible de la enzima
timidilato sintasa (TS) por parte de la Trifluridina 26
(Viroptic®, GlaxoSmithKline, antiviral) mediante la
generacion de un enlace covalente (Figura 7) (Purser
y col., 2008; Santi y col., 1971). El mecanismo pro-
puesto para esta inhibicion envuelve la adicion de Mi-
chael por parte de un nucléofilo del sitio activo de la
enzima a la posicion C-6 de la uridina, promovida por
el gran efecto electroatractor ejercido por el grupo tri-
fluorometilo en C-5.
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Figura 7. Mecanismo de accion propuesto para la inhibicién
de TS por el antiviral Trifluridina 26.

PUENTE DE HIDROGENO

La generacion de puentes de hidrogeno con enla-
ces C-F y su importancia en las interacciones inter e
intramoleculares en quimica medicinal ha generado
una gran controversia (Purser y col., 2008; Ojima,
2009; Dunitz y Taylor, 1997; Bartolomé y col., 2007).
A pesar de su elevada electronegdatividad y sus tres pa-
res de electrones libres, el fliior es considerado un po-
bre aceptor de puentes de hidrégeno como sustitu-
yente. Esto se debe a la baja capacidad de polariza-
cion de los electrones que posee en sus orbitales s 'y
p (O’Hagan y Harper, 1999; O’Hagan, 2003). Los
calculos estimados sobre la fuerza del enlace puente
de hidrégeno C-F—-H-O muestran que el mismo es
aproximadamente dos veces mas débil que la del
enlace C-O—-H-X (~2,5 kcal/mol) (Dolbier, 2005). La
mayoria de los enlaces del tipo H—-F que se han re-
portado en la literatura corresponden a enlaces de hi-
drogeno intra- e intermoleculares con el mismo com-
puesto (fluorofenoles, fluoroalcoholes, fluoroani-
linas; Figura 8) (Barbarich y col., 1999; Katagiri y
Uneyama, 2001; Dixon y Smart, 1991; Phamy col.,
1998; Liy col., 2005), estos reportes atienden mas a
intereses estructurales en quimica organica que a su
efecto sobre la actividad biolodgica. El enlace C-F es
fundamentalmente no polarizable, pudiendo partici-
par solo en la formacién de puentes de hidrogeno
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débiles, donde la existencia de los mismos pueden
darse solo a distancias interatbmicas bastante cor-
tas, entre 2,0y 2,3 A (Bégué y Bonnet-Delpon, 2008).
En ciertos casos, el enlace de hidrégeno con fltor
puede afectar enormemente la conformaciéon de is6-
meros, alterando su modo de accion bioldgica, tal es
el ejemplo de los isbmeros fluorados de la norepi-
nefrina 34. La 2-fluoro-norepinefrina (2F-NE, 35) es
un agonista a-adrenérgico, mientras que su isbmero
6-fluoro-norepinefrina (6F-NE, 36) es un agonista
B-adrenérgico; esta diferencia en la afinidad por re-
ceptores distintos ha sido atribuida a las diferentes
conformaciones que adoptan ambos isdbmeros con
motivo de la formacién de un puente de hidrégeno
intramolecular entre el enlace C-F del anillo aromati-
co y el grupo hidroxilo de la cadena lateral (Figura 9)
(Cantacuzene y col., 1979).

OH
HO NH,
HO
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Figura 8. Ejemplos representativos de puentes de hidrégeno
inter e intramoleculares con enlaces C-F.
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Figura 9. Diferentes conformaciones para analogos fluorados
de la norepinefrina mediante formacion de puentes de hidré-
geno intramoleculares.
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El efecto electroatractor de grupos fluoroalquila-
dos, tales como el trifluorometilo, modifica no solo
el pKa de funcionalidades cercanas (OH, NH, C=0)
sino también su caracter como aceptor o donador de
puentes de hidrégeno. La Tabla VI muestra tanto los
valores de pKa, como aquellos que representan la
capacidad de un sustituyente para ser donador de
puentes de hidrégeno (parametro o,") o bien aceptor
de puentes de hidrégeno (parametro p,") en una serie
de compuestos fluorados (Bégué y Bonnet-Delpon,
2008). Existe un claro incremento en la capacidad
donadora de puentes de hidrogeno del grupo OH pre-
sente en el CFsCH,OH (o= 0,57), frente a la del eta-
nol (a,'= 0,33); de igual manera, se reduce conside-
rablemente la tendencia de aceptar puentes de hidr6-
geno en la bis-trifluorometil acetona CFsCOCF5 (B,/1=
0,20), frente a la acetona (f,"'= 0,48).

Tabla VI

Valores de pKa, o," y 3,/ para varios compuestos
organofluorados en CCl,

Compuesto pKa a,l B
CHsCH,NH, 10,7 0 0,70
CFsCH,NH, 5,9 0,36
CH5CONEt, 0,71
CFsCONEL, 0,47
CH5CH,OH 15,9 0,33 0,44
CFsCH,OH 12,4 0,57 0,18

CFsCHOHCF5 9,3 0,77 0,03
CH5COCH; 0,48

CFsCOCF5 0,20

EFECTO SOBRE EL METABOLISMO DE FARMACOS

En términos generales, la introduccién de flaor
en moléculas con actividad bioldgica puede utilizar-
se para modificar el metabolismo de los mismos. De-
pendiendo del tipo de reaccién metabdlica involucra-
da (Fase I: oxidacion, reduccion, etc; Fase II: gluoro-
nidacién, sulfatacién, hidrélisis, etc), el flior puede
alterar bloqueando o favoreciendo una ruta metabodli-
ca determinada. Este haldgeno, asi como sus deriva-
dos fluoroalquilados (p.ej. CF5) se usan con gran fre-
cuencia en el bloqueo de la hidroxilacion metabdlica
en anillos aromaticos (Figura 10), una reaccion oxi-
dativa de Fase I (Bégué y Bonnet-Delpon, 2008).

Los grupos fluoroalquilicos, tales como CF,, CF5
y C,F5 son practicamente inertes a reacciones de oxi-
dacién metabdlica, por lo que se utilizan con gran
frecuencia para evitar la oxidacién de grupos alquilo.
El analogo trifluorometilado en la cadena alquilica
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Figura 10. Bloqueo de la hidroxilacién aromatica con sustitu-
yentes fluorados.

del propanolol 38, presenta un proceso de desalqui-
laciéon oxidativa que es, en proporcién, 10 veces me-
nor que la del propanolol 37 (Figura 11). En este ca-
so, pese a que la hidroxilacion del naftaleno no ocu-
rre en el propanolol, esta representa un proceso oxi-
dativo mayoritario en su analogo fluorado, lo cual de-
muestra claramente el cambio en la ruta metabdlica
por efecto de la sustitucion con CF5 (Boulet y col.,
2004).

La oxidacion hepatica de primer paso sobre la ca-
dena lateral presente en el analgésico muscarinico
39 puede ser practicamente eliminada al sustituir el
grupo metilo terminal por trifluorometilo 40. Esta
sustitucién aumenta considerablemente la concen-
tracion plasmatica del farmaco, ademas eleva la afini-
dad por los receptores muscarinicos gastrointestina-
les, mejorando su actividad farmacologica (Figura
12) (Mitch y col., 1997).

La sustitucion con un grupo trifluorometilo en la
posicion C-10 del farmaco antimalarico Artemeter 41,
mejora considerablemente la estabilidad metabdlica
del compuesto original frente a la hidrolisis (Figura
13). El CFs-Artemeter 42 es unas 45 veces mas esta-
ble que 41 bajo condiciones simuladas de acidez es-
tomacal, ademas de mejorar también la actividad
antimalarica in vivo en ratones infectados con Plas-
modium berghei NK173, eliminando completamente
la parasitemia durante el periodo total de observacion
(25 dias) (Magueur y col., 2004).

METABOLISMO DE FARMACOS ORGANOFLUORADOS
Y TOXICIDAD

La inclusién de un atomo de flior en una molécu-
la de farmaco puede tener una influencia importante

OH OH
Ot ome Olotim
(25) IO

O 37 Km kcat kcat/Km

100%
3,5 4,40 1,3

OH
O O\)\/N ~CFa CYriA2
@9 -
38 K Keat

Keat! Kin
0,18 1,90 10,6

29

30%

O OH
O O I NH,

Figura 11. Metabolismo de analogos fluorados del propano-
lol mediante Citocromo P recombinante (CYP1A2) (Boulet y
col., 2004).
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Figura 12. Aumento en la concentracion plasmatica de un
analgésico muscarinico mediante la reduccién de su metabo-
lismo oxidativo a través de la sustitucion con un grupo tri-
fluorometilo (Mitch y col.,1997).
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Figura 13. Dosis efectiva 50 (DE5,) del derivado C-10 trifluo-
rometilado del Artemeter 41 y porcentanjes de parasitemia
después de 13 dias de tratamiento en ratones infectados con
Plasmodium berghei NK173 (Magueur y col., 2004).

en la generacion de cambios notorios sobre la dispo-
sicion del mismo, asi como en la interaccion con el
blanco farmacologico de éste (Park y col., 2001). Por
otra parte, la sustitucion con fluor afecta profunda-
mente la disposicion de un farmaco en términos de
distribucion, depuracion, ruta y extension de su me-
tabolismo (Park y col., 1994), pudiendo ser utilizada
para poder disociar las propiedades farmacologicas y
toxicologicas de un farmaco en el caso de que para
éste haya sido identificado algun metabolito téxico
que pueda ser evitado (Park y col., 2001). Asi, puede
observarse cémo la sustitucién con un atomo de
fluor, es capaz de bloquear el sitio de un ataque me-
tabdlico, basandose en el hecho de que el enlace car-
bono-fliior es mucho mas resistente al ataque quimi-
co directo de sistemas enzimaticos tales como el Ci-
tocromo P-450, comparado con el enlace carbono-hi-
drégeno (Figuras 10 y 12). Adicionalmente, su efecto
puede trasladarse a grupos cercanos a través de re-
sonancia/inductividad alterando el metabolismo de
los mismos (Kirk y col., 1982; Morgan y col., 1992).

El bloqueo de una bioactivacion metabdlica con-
ducente a un metabolito téxico puede observarse en
ciertos derivados fluorados de la 4-aminoquinolina
antimalarica Amodiaquina 43 (Figura 14). El metabo-
lismo de este farmaco promueve la formaciéon de un
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intermediario quinona-imina 44 responsable de efec-
tos no deseables tales como hepatotoxicidad y agra-
nulocitosis (O'Neill y col., 2004), que puede bloquear-
se mediante el uso de una sustitucién isostérica del
grupo hidroxilo presente por fltior; sin embargo, al ha-
cerse este cambio también se induce una mayor pro-
porcion del proceso de N-desalquilacion oxidativa que
sufre la amina terciaria de la cadena N,N-dietil lateral,
lo cual puede reducir su biodisponibilidad.

Alquilacién
de proteinas
—— Toxicidad

44
Derivados de quinona-imina

43
NH
)@fﬁ
)
Cl N
45

N —A/— Derivados de quinona-imina

CYP2C8

cYpP2c8

F
i —NH,
— NH
m
-
cl N
47

Figura 14. Metabolismo de la Amodiaquina 43 y Fluoroamo-
diaquina 46.

Un caso interesante de toxicidad metabdlica de
agentes fluorados lo representa el desarrollo de far-
macos utilizados en anestesia general, tales como el
metoxifluorano 48, empleado extensamente durante
los anos sesenta hasta el descubrimiento de su ne-
frotoxicidad (Eger y col., 1986). Dicha toxicidad ha
sido asociada al extenso metabolismo de este anes-
tésico (>40%) acompanada de altas concentraciones
serologicas de i6n fluoruro inorganico (Mazze y col.,
1971). En anos mas recientes, esta teoria ha sido
cuestionada debido a que otros derivados anestési-
cos fluorados como el enfluorano 49 e isofluorano
50, generan niveles modestos de i6n fluoruro en
suero, pero solo presentan una escasa nefrotoxicidad
para el primero y practicamente ninguna para el se-
gundo (Egery col., 1986; Mazze y col., 1974; Mazze y
col., 1977). El primer anestésico fluorado moderno
de amplio uso fue el halotano 51, sin embargo el uso
clinico del mismo ha sido limitado debido a la hepa-
totoxicidad asociada a su metabolismo (National ha-
lothane study, 1966). Se han propuesto dos rutas
principales para el metabolismo de este farmaco tri-
fluorometilado (Figura 15): (a) una via reductiva, aso-

48

ciada con un aumento en el nivel de transaminasas,
la cual genera radicales libres y que conlleva luego a
una posterior reduccién y eliminacién de i6n fluoru-
ro para formar 1-cloro-2,2-difluoroetileno y (b) una
oxidativa donde se genera cloruro de trifluoroacetilo
53 (CF5COCI), el cual es una especie reactiva alta-
mente electrofilica capaz de unirse covalentemente a
proteinas (asociada con su hepatotoxicidad), o bien
hidrolizarse para producir acido trifluoroacético que
posteriormente se excreta a través de la orina.
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Figura 15. Metabolismo general del Halotano 51.

ISOSTERISMO

Aparte de su frecuente utilizacidbn como iséstero
de grupos alquilo (isopropilo y etilo) fundamental-
mente por su volumen estérico (Bott, 1980; Wolf'y
col., 1995; Leroux, 2004; Jagodzinska y col., 2009),
el CFs se ha empleado con éxito en la sustitucion
bioisostérica de la funcionalidad amida presente en
el enlace peptidico (Figura 16) (Black y col., 2005;
Sani y col., 2007). El grupo trifluorometilo del frag-
mento trifluoroetilamino presente en ciertos inhibi-
dores de la enzima captesina K, ha funcionado como
un excelente isOstero del enlace amida, generando
una amina practicamente no basica que posee una
muy buena capacidad para formar puentes de hidr6-
dgeno (donadora) debido al efecto inductivo electroa-
tractor del CF5 adyancente (Black y col., 2005).

En vista de las estructuras de resonancia presen-
tes en el enlace amida, que muestran una clara pola-
rizacion hacia el atomo de oxigeno electronegativo,

Figura 16. Uso del fragmento trifluoroetilamino como bioi-
sostero del grupo amida.
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asi como la caracteristica de doble enlace parcial que
ofrece el enlace N-C¢_g (Figura 17), también se han
empleado los sistemas fluoroetileno 58 y trifluoro-
metiletileno 59 como biosésteros fluorolefinicos de
este grupo (Datar y col., 2004; Allmendinger y col.,
1990; Xiao y col., 2005; Wipf y col., 1998).

Ri N)\If“"\ﬁkgH R)J\N)\fNG) §
H 1
o) Rs O Re
56 57
F CFa
Hac&(CH:* Hso)\(CH3
H H
58 59

Figura 17. Estructuras de resonancia del enlace amida en
péptidos e isésteros fluorados.

El is6stero (E)-trifluometil etileno ha sido utilizado
con éxito en analogos fluorados del antibi6tico Gra-
micidina S 60 (Xiao y col., 2005). Esta funcionalidad
se empled para reemplazar el enlace peptidico pre-
sente entre los aminoacidos leucina (Leu) y valina
(Val) de este antibiético, generando al analogo 61
(Figura 18). Pese a ciertas diferencias conformaciona-
les producidas por el volumen estérico del grupo
CF3, estudios de RMN en solucion a temperatura va-
riable (NOESY) y cristalografia de rayos X han confir-
mado que los dos puentes de hidrégeno intramolecu-
lares presentes entre los grupos NH (Val) y C=0 (Leu)
de la Gramicidina S, se mantienen en el analogo fluo-
rado 61. La actividad antibidtica de 61 frente a Ba-
cillus subtilis es equivalente a la de 60.
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[N N N
ph H H S
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Figura 18. Analogo del antibiético Gramicidina 60 con el
isostero del enlace peptidico (E)-trifluometil etileno (Xiao y
col., 2005).

Conclusiones

El grupo trifluorometilo puede ejercer un profun-
do e importante efecto en moléculas con actividad
biolégica, pudiendo alterar parametros fisicoquimi-
cos tales como el efecto estérico, lipofilicidad, pKa,
polarizabilidad y la formacion de puentes de hidroge-
no, lo cual conlleva a cambios en parametros farma-
cocinéticos tales como la absorcion y el metabolis-
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mo. Su uso racional en el diseno de farmacos sin du-
da, puede contribuir a mejorar propiedades de molé-
culas lideres, generando compuestos con una mayor
afinidad a receptores bioldgicos y propiedades far-
macocinéticas apropiadas para su uso clinico poste-
rior. El éxito en la utilizacién del grupo CFs ha queda-
do reflejado en el hecho de cada vez con mas fre-
cuencia pueden encontrase moléculas trifluorometi-
ladas en el mercado farmacéutico mundial, tales co-
mo el inhibidor de la bomba de protones Lanzopra-
zol 5, el antiviral Efavirenz 6 y el inhibidor de Ci-
cloxigenasa 2 Celecoxib 15.
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La Revista de la Facultad de Farmacia fue creada
en 1959 y constituye una publicacién periédica, arbitra-
da, de apariciéon semestral, destinada a promover la
difusién de articulos cientificos en el area de las cien-
cias de la salud, asi como en areas basicas y aplicadas
relacionadas con la obtencion, ensayos, analisis, usos y
produccién de medicamentos, alimentos, cosméticos,
toxicos y substancias relacionadas.

Esta basada en la existencia de un Comité Editorial,
consistente en un editor-director, editores asociados y
una Comision Editorial. Los manuscritos que publica
pueden ser de autores nacionales o extranjeros, resi-
dentes o no en Venezuela, en espanol o inglés. Los ma-
nuscritos deben ser trabajos inéditos y su aceptaciéon
por el Comité Editorial implica que no ha sido publica-
do, ni esta en proceso de publicacién, en otra revista en
forma parcial o total. Igualmente podran ser publicadas
revisiones o cartas al editor. El manuscrito debera ir
acompanado de una carta de solicitud firmada por el
autor responsable. En caso de ser aceptado, el Comité
Editorial no se hace responsable del contenido expresa-
do en el trabajo publicado. Aquellos manuscritos que no
se acojan a las condiciones indicadas o que sean recha-
zados por dos de los arbitros que dictaminen sobre su
calidad y contenido, no seran publicados y seran devuel-
tos a los autores.

Forma y preparacion de los manuscritos

Para la publicacion de trabajos cientificos en la Re-
vista de la Facultad de Farmacia, los mismos estaran
de acuerdo con los requisitos originales para su publica-
cion en revistas biomédicas, seguin el Comité Internacio-
nal de Editores de Revistas Médicas (2003). Ademas, los
editores asumen que los autores de los articulos cono-
cen y han aplicado en sus estudios la ética de experi-
mentacién (Declaraciéon de Helsinki, y el Cédigo de
Bioética y Bioseguridad, 2da. edicién, 2002, del Minis-
terio de Ciencia y Tecnologia y el Fondo Nacional de
Ciencia y Tecnologia).

Los manuscritos deben ser enviados en original y
dos copias impresas dentro de un sobre de papel grue-
so, incluyendo copias fotograficas y figuras entre car-
tones para evitar que se doblen, con una version en dis-
kette o CD-ROM. Los manuscritos deberan ser enviados
al Editor-Director a la Direccién de la Revista, en el
Instituto de Investigaciones Farmacéuticas de la Fa-
cultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela,
Los Chaguaramos, Apartado Postal 40109, Nueva Gra-
nada, Caracas, Venezuela.

Normas de Publicacion

Los manuscritos deben estar escritos a doble espa-
cio, en papel Bond blanco tamano carta, por una cara,
sin borrones ni tachaduras y con margenes de 2,5 cm.
Todas las paginas deben ser numeradas correlativamen-
te, empezando por el titulo. El nimero de la pagina de-
bera colocarse en el angulo superior derecho de cada
pagina. Su longitud no debe exceder de veinte paginas,
excluyendo el espacio destinado a figuras, tablas y
leyendas.

Cada uno de los componentes del original debera
comenzar en pagina aparte, en la secuencia siguiente:

a. Pagina del titulo, nombre completo de(l) (los)
autor(es) y su filiacion institucional.

b. Resumen y palabras clave.

c. Texto (Introduccién, materiales y métodos, resul-
tados, discusién, conclusiones y recomenda-
ciones).

d. Agdradecimientos.
e. Referencias bibliograficas.

Tablas: cada una de las tablas en paginas aparte,
completas, con titulo y llamadas al pie de la tabla.

g. Figuras: cada una en pagina aparte con su titulo.

h. Leyenda de las figuras.

La pagina del titulo debera contener:

1. Titulo del articulo en esparnol e inglés, conciso e in-
formativo, no mayor de veinte palabras.

Primer nombre e inicial del sequndo nombre y apelli-
do(s) de los autores (con una llamada para identificar
al pie de pagina al autor responsable de la corres-
pondencia, indicando su direccién electrénica). Afi-
liacién institucional de cada uno de los autores.

2. Lasegunda pagina debe contener un resumen en es-
panol e inglés, con un maximo de 250 palabras. El
texto debe dar una visién general del trabajo, sefna-
lar someramente el proposito, los métodos y los ha-
llazgos. No se deben citar referencias.

El resumen debe hacer énfasis en los aspectos nue-
vos e importantes del estudio o de las observaciones.
Inmediatamente después del resumen, proporcionar
o identificar como tales: 3-10 palabras clave que ayu-
den a los indexadores en la construcciéon de indices
cruzados de su articulo y que pueda publicarse con
el resumen; utilice los términos del encabezamiento
tematico (Medical Subject Heading (Mesh)) del Index
Medicus.
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3. En cuanto al texto, debe dividirse en: Introduccién,
materiales y métodos, resultados y discusion. La in-
troduccion debe aparecer después del resumen,
debe contener lo esencial para situar el problema y
la justificacion del trabajo utilizando las referencias
mas relevantes. Los materiales y métodos deben
contener la descripcién breve y clara que permita la
comprension y la reproducibilidad del trabajo. En
caso de técnicas y métodos clasicos ya publicados,
se debe indicar sélo la referencia. Los resultados
deben ser presentados en forma clara y precisa, con
un minimo de discusion o interpretacion personal.
Todas las figuras y tablas deben ser citadas en el tex-
to. La discusién debe ser restringida a la interpreta-
cion de los resultados y eventualmente a comparar
con los resultados de otros autores. Las conclusio-
nes pueden ser incluidas dentro de la discusion; sin
embargo, se puede hacer una seccion aparte, indi-
cando de forma clara y concisa los nuevos hallazgos.
Se pueden incluir recomendaciones de aplicacion
practica. Los agradecimientos deben hacerse a las
personas o instituciones que han hecho contribucio-
nes al estudio.

4. Las referencias bibliograficas: Las mencionadas
en el texto deben citarse escribiendo entre parénte-
sis el apellido y ano. Ejemplo: (Avila, 1983); (Brenes
y Rodriguez, 1961); (Zimermann y col., 2003).

La lista de referencias bibliograficas llevara por titulo
«Referencias bibliograficas» y su ordenamiento sera
segun el orden alfabético manteniendo la estructura
siguiente: Autor(es): Apellido(os), inicial del nombre,
ano, titulo del articulo, revista (abreviatura acep-
tada), Vol. namero, paginas (en el caso de articulos
cientificos). No se aceptaran trabajos que no se ajus-
ten a las normas presentes.

Ejemplos:
Avila JL. 1983. New national approaches to Chagas

disease chemotherapy. Interciencia 8: 405-417.

Avila JL, Avila A, Munoz E. 1981. Effect of allopurinol
on different strains of Trypanosoma crusi. Am J Trop
Med Hyg 39: 769-774.

En el caso de que se trate de referencias de libros
debe contener:
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Nombre(es) de autor(es), capitulo del libro. En: titu-
lo de libro, nimero de la edicién (excepto si es la pri-
mera), editorial, lugar de la edicién, ano de publicacién
y paginas.

Ejemplo:

Decampo R, Moreno SNJ. Free radicals intermediates
in the antiparasitic action of drugs and fugacitic cells.
En: Free radicals in Biology. Eds: WA-Pryors Academic
Press, 1984. pp. 243-288.

5. Tablas: Las tablas deben presentarse en hojas se-
paradas, a doble espacio, y numeradas correlativa-
mente en nimeros romanos con el titulo en la parte
superior. No se debe duplicar material del texto o de
las figuras. En caso necesario coloque material expli-
cativo en notas al pie de la tabla y no en el encabe-
zamiento; explique en notas al pie de la tabla las
abreviaturas no estandarizadas o utilizadas; identifi-
que claramente las variables tales como desviacion
estandar y error estandar de la media; cite cada tabla
en orden correlativo dentro del texto; cite la fuente
de informacion al pie de la tabla si ésta no es original.

6. Figuras: Las figuras deben ser de buena calidad, en
papel con fondo blanco. Las fotografias de especi-
menes anatomicos, de lesiones o de personas, de-
beran tener suficiente nitidez como para identificar
claramente los detalles importantes. En caso de tra-
tarse de fotos en colores, los gastos de su impresién
correran a cargo del autor del trabajo.

Todas las figuras deben ser identificadas en el reverso
de la hoja, indicando namero de la figura, apellidos y
nombres de los autores (Ejemplo: Fig. 1; Fig. 2; etc.).

En caso de fotografia de personas evite que el sujeto
sea identificable, o acompane de la autorizacién es-
crita de la misma.

Las leyendas de las figuras deberan presentarse a
doble espacio en pagina aparte y usar el niimero que
corresponde a cada figura. Cuando se usen simbolos
y fechas, nameros o letras para identificar partes en
las figuras, identifiquelas y explique cada una en la le-
yenda. Si se trata de fotomicrografia, indique la esca-
la e identifique el método de coloracion.

Férmulas y ecuaciones: Estas deben presentarse
claramente para su reproduccion.
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