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SUMMARY

Ultrasonic velocity, density and viscosity of some synthesized chalcones were
measured in N,N-dimethyl formamide and chloroform at different temperatures
(298.15 to 318.15 K). From these experimental data, various acoustical parameters
such as specific impedance (Z), adiabatic compressibility («,), Rao’s molar sound
function (R,,), intermolecular free path length (Z,), solvation number (S,), internal
pressure (7) have been calculated in order to understand the molecular interactions
in the studied solutions. The results are interpreted in terms of molecular interac-

tions occurring in the solutions.

Keywords: Ultrasonic velocity, chalcones, acoustical parameters, DMF, chloroform.

SUMMARY

Comportamiento ultrasénico de varias chalconas en algunos
disolventes a diferentes temperaturas

La velocidad ultrasénica, la densidad y la viscosidad de soluciones de algunas chal-
conas sintéticas se midieron en N, N-dimetilformamida y cloroformo a diferentes
temperaturas (desde 298,15 hasta 318,15 K). A partir de estos datos experimen-
tales, se calcularon diversos pardmetros actsticos tales como la impedancia especi-
fica (Z), la compresibilidad adiabatica (i), la funcién de sonido molar de Rao (R,,),
la longitud de trayecto libre intermolecular (L), el nimero de solvatacién (S,) y la

presién interna (7), para comprender las interacciones moleculares en las soluciones
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estudiadas. Los resultados se interpretan en términos de las posibles interacciones

moleculares que ocurren en las soluciones.

Palabras clave: Velocidad ultrasdnica, chalconas, pardmetros actsticos, DMF, cloro-

formo.

INTRODUCTION

Ultrasonic, a versatile non-destructive technique is a subject of extensive research
because of its applications in various fields such as biology, medicine, in chemical
industries, consumer industries, medical field, physics, etc. [1-9]. Further, now a days,
ultrasonic waves are used in chemical and food processing industries [10-13].

The study of ultrasonic velocity along with density and viscosity at different tempera-
tures and concentrations has been used to draw conclusion about molecular interac-
tions, complex formation, etc. [14-16]. The ultrasonic technique is highly sensitive to
molecular interactions and it gives valuable information about nature and strength of
molecular interactions in solutions.

Chalcones are an important class of biologically active compounds which are known
to exhibit a wide spectrum of biological and pharmacological activities like antispas-
modic, anti-helmintics, anti-inflammatory, antiviral, ant allergic, antifungal, antibacte-
rial, anticancer, anti-tubercular, anti-HIV, antioxidant, etc. [17-27].

Owing to vast biological and pharmacological applications of chalcones, it would be
interesting to study acoustical properties of such compounds. The obtained data may
be useful to scientists for Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR) study
of these compounds.

Thus, in the present work, some new chalcones are synthesized and their structure
characterization was done by IR, 'H NMR and mass spectral data. The density, ultra-
sonic velocity and viscosity of these synthesized compounds were measured in N,N-
dimethyl formamide and chloroform over a wide range of concentration at different
temperatures. From these experimental data, various acoustical parameters such as
specific impedance (Z), adiabatic compressibility (x,), Rao’s molar sound function
(R,,), inter molecular free path length (L)), solvation number (S,), internal pressure (7)
have been calculated. The obtained results are discussed in term of solute-solute and
solute-solvent interactions occurring in the studied solutions.
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Ultrasonic behavior of chalcones in some solvents

EXPERIMENTAL

Materials

a-tetralone, methanol, 4-fluoro benzaldehyde and 4-methyl benzaldehyde used in the
synthesis were supplied from Spectrochem Pvt. Ltd. (Mumbai, India). The solvents,
DMEF and chloroform used in the present work were of AR grade supplied by LOBA
Chemie Pvt. Ltd. (Mumbai, India) and were purified according to the standard reported
method [28].The purified solvents were kept over molecular sieves. The final purities of

the solvents were checked by GC-MS (SHIMADZU-Model No.-QP-2010).

Synthesis

Equimolar mixture of a-tetralone and substituted benzaldehydes in ethanol was
refluxed for 4 h in presence of catalytic amount of potassium hydroxide. The reaction
progress was checked by analytical thin layer chromatography (TLC) using (4:1-Hex-
ane: Ethyl acetate) as mobile phase. After completion of reaction, the temperature of
reaction mass was allowed cool up to room temperature and the resulting solid was
filtered, washed with water and was dried under vacuum to give crude product. The

obtained crude product was purified by washing with diethyl ether.

The reaction scheme is given in ﬁgure 1.

O
(@) AN O
KOH, Ethanol /
+ _— >
4h
R
R

Figure 1. Reaction scheme for the synthesis of chalcones
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Opverall, two compounds were synthesized and the [UPAC names of these compounds
are:

SB-1:2-(4-fluorobenzylidine)-3,4-dihydro napthalene-1,(2H)-one.
SB-2:2-(4-methylbenzylidine)-3,4-dihydro napthalene-1,(2H)-one.

Spectroscopy study

The structure of the synthesized compounds was confirmed by IR,'H NMR and mass
spectral analysis. The IR spectra of compounds were taken on FT-IR (SHIMADZU
Model-IRaffinity-1S). '"H NMR spectra were taken on a Bruker AVANCE III (400
MHpz). In all the cases, "H NMR spectra were obtained in deuterated dimethyl sulf-
oxide (DMSO-d,) using TMS as an internal standard. The NMR signals are reported
in 8 ppm. Mass spectra were determined using direct inlet probe on a GC-MS (SHI-
MADZU Model-QP2010) mass spectrometer.

The melting points of compounds were measured by Different Scanning Calorimeter

(SHIMADZU DSC-60) under nitrogen atmosphere.

Measurements of density, ultrasound velocity and viscosity

Measurements of density and ultrasound velocity

The solutions of chalcones were prepared in DMF and chloroform in the concentra-
tion range from 0.01 to 0.10 mol.L'and were stored in bottles with PTFE septum
until further use. The standard uncertainties of solutions are 0.0001 mol.L". An elec-
tronic balance (Mettler Toledo Model-AB204-S) with accuracy of +£0.0001 g was used
for weighing.

The density and ultrasonic velocity of pure solvents and solutions were measured at
different temperatures (298.15, 308.15 and 318.15 K) using Anton Paar Density and
Sound velocity meter (DSA S000M). The temperature was controlled up to + 0.01
K by a built-in Peltier device. Before measurements, the instrument DSA S000M was
calibrated by ultra-pure water in the experimental temperature range. The standard
uncertainty of the density and ultrasonic velocity was found to be 0.5 kg.m? and 0.5
m.s”, respectively.
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Ultrasonic behavior of chalcones in some solvents

Measurement of viscosity

To determine the viscosity of pure solvents and solutions, Ubbelohde viscometer was
used. The measured quantity of the distilled water / solvent / solution was placed in the
viscometer, which was suspended in a constant temperature bath (NOVA Instruments
Pvt. Ltd.-Ahmedabad) (NV-8550 E) at definite temperature. The accuracy of bath was
+0.5° C. A digital stop watch (Hanhart-Germany) with accuracy of + 0.01 second was
used to determine flow time of solutions. Using the flow times (#) and known viscos-
ity of standard water sample, the viscosity of solvent and solutions were determined
according to equation:

nL_4up (1)
772 tzpz

where 1, and 1, are the viscosities of water and solutions respectively; #,and p, are the
flow of time and density of water whereas #,and p, are the flow of time and density of
solutions respectively.

RESULTS AND Di1SCcUSSION

Table 1 shows the substitutions and other physical properties of synthesized com-
pounds.

Table 1. Physical constants of the synthesized compounds.

Compound | Mol. Formula | Mol. Wt. | % Yield | R¢value | Melting point (K)
(g.mol)
$B-1 C,;H;;FO 252.12 78 0.49 386.15
S$B-2 C;sH,s0 248.31 74 0.36 395.81

*4:1-Hexane: Ethyl acetate

Spectral Data:

Figures 2 and 3 show IR and "H NMR of synthesized compounds.
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SB-1:

IR (cm’, KBr): 3059.20 (Ar-H asym. stretching), 2964.69-2839.31 (CH, stretching
of cyclohexanone ring), 1659.80(C = O stretching), 1295.24-1227.73 (-CH, bend-
ing), 952.87 (ring stretching in cyclohexanone), 845 (C-H out of plane bending),
1139 (C-F stretching).

'H NMR (CDCL) 3(ppm): 2.955-2.987 (2H, triplet, | = 6.4), 3.107-3.139 (2H,
triplet, ] =6.4), 7.111-7.154 (2H, triplet, ] = 8.6), 7.266-7.285 (1H, doublet,
J =7.6),7.370-7.389 (1H,triplet, ] = 3.8), 7.408-7.466, (2H, quartet), 7.497-7.537
(1H, triplet, ] = 8.0), 7.851 (1H, Singlet), 8.141-8.162 (1H, doublet, J = 8.4).

MS: (m/z) =252.12
SB-2:

IR (em’, KBr): 3050.52 (Ar-H asym. str.), 2846.06 (CH, stretching of cyclohexa-
none ring), 1663.80 (C = O stretching), 1295.24-1224.73 (-CH, bending), 952.87
(ring stretching in cyclohexanone), 845 (C-H out of plane bending), 2951.19 (-CH,
stretching).

'"H NMR (CDCI;) o(ppm): 2.361 (3H, singlet) 2.855-2.932 (2H, triplet, ] = 6.4),
2.993-3.024 (2H, triplet, ] = 6.4), 6.996-7.152 (2H, triplet, ] = 8.6), 7.170-7.255 (1H,
doublet, ] =7.6),7.274-7.316 (1H, triplet, ] = 3.8),7.329-7.351 (2H, quartet), 7.382-
7.385 (1H, triplet, J = 8.0), 7.401-7.404 (1H, Singlet), 7.419-7.422 (1H, doublet,
J=8.4).

MS: (m/z) = 248.32
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Ultrasonic behavior of chalcones in some solvents

Table 2. Experimental data of density, ultrasonic velocity and viscosity of chalcones in chloroform

and N,N-dimethyl formamide at different temperatures.

Conc. Density Velocity Viscosity Density Velocity Viscosity
M (Kg.m? (m.s? (mPa.s) (Kg.m? (m.sV (mPa.s)
SB-1
Chloroform DMF
298.15K
0.00 1479.32 983.90 0.7678 943.94 1457.71 0.8158
0.01 1478.65 985.01 0.7529 945.58 1461.57 0.8608
0.02 1478.11 986.11 0.7559 946.43 1462.97 0.8571
0.04 1476.99 987.98 0.7581 947.65 1463.64 0.8552
0.06 1476.04 989.58 0.7647 948.70 1464.44 0.8549
0.08 1475.26 991.15 0.7699 949.54 1465.03 0.8511
0.10 1474.55 992.67 0.7761 949.77 1466.34 0.8396
308.15 K
0.00 1460.15 949.94 0.6837 934.38 1418.80 0.7011
0.01 1459.54 951.07 0.6843 936.02 1422.74 0.7498
0.02 1459.03 952.12 0.6897 936.88 1424.11 0.7472
0.04 1458.01 953.98 0.6936 938.98 1425.83 0.7418
0.06 1457.30 955.69 0.6959 939.16 1426.64 0.7391
0.08 1456.40 957.11 0.6968 940.00 1427.26 0.7319
0.10 1455.76 958.75 0.7004 940.23 1428.58 0.7295
318.15K
0.00 1440.27 916.11 0.6129 924.77 1380.15 0.6337
0.01 1440.18 917.25 0.6152 926.42 1384.19 0.6745
0.02 1439.71 918.30 0.6203 927.28 1385.60 0.6722
0.04 1438.77 920.23 0.6252 928.50 1386.29 0.6640
0.06 1438.11 921.23 0.6273 929.57 1387.79 0.6613
0.08 1437.31 923.39 0.6282 930.42 1388.56 0.6559
0.10 1436.74 925.06 0.6332 930.64 1389.31 0.6490
(keep going)
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Table 2. Experimental data of density, ultrasonic velocity and viscosity of chalcones in chloroform

and N,N-dimethyl formamide at different temperatures (continuation)

Conc. Density Velocity Viscosity Density Velocity Viscosity
M (Kg.m™ (m.s™V (mPa.s) (Kg.m? (m.s™V (mPa.s)
SB-2
Chloroform ‘ DMF
298.15K
0.00 1478.99 983.92 0.7676 943.94 1457.71 0.8158
0.01 1477.99 984.77 0.7554 946.12 1465.31 0.7717
0.02 1477.26 985.71 0.7597 946.95 1467.22 0.7697
0.04 1475.91 987.32 0.7632 947.77 1468.01 0.7677
0.06 1474.72 988.84 0.7668 948.21 1468.97 0.7635
0.08 1473.63 990.20 0.7733 948.83 1469.36 0.7601
0.10 1472.85 991.35 0.7836 949.41 1470.19 0.7551
308.15K
0.00 1459.83 949.94 0.6835 934.38 1418.80 0.7011
0.01 1458.89 950.89 0.6757 936.57 1426.54 0.7396
0.02 1458.20 951.80 0.6797 937.41 1428.48 0.7681
0.04 1456.12 953.45 0.6818 938.25 1429.23 0.7657
0.06 1455.80 954.98 0.6871 938.70 1430.17 0.7599
0.08 1454.78 956.33 0.6924 939.17 1431.55 0.7574
0.10 1454.05 957.49 0.7019 939.82 1432.32 0.7540
318.15K
0.00 1440.27 916.11 0.6129 924.77 1380.15 0.6337
0.01 1439.52 917.05 0.6117 926.98 1388.02 0.6699
0.02 1438.88 918.00 0.6151 927.82 1389.96 0.6682
0.04 1437.69 919.67 0.6207 928.67 1390.72 0.6664
0.06 1436.64 921.25 0.6255 929.14 1391.69 0.6629
0.08 1435.68 922.57 0.6287 929.41 1392.05 0.6596
0.10 1435.00 923.78 0.6312 930.27 1393.12 0.6555

Table 2 shows experimental density, ultrasonic velocity and viscosities of pure solvents
and solutions of both the compounds. From the experimental data of density, viscos-
ity and ultrasonic velocity, various acoustical parameters such as specific acoustical
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impedance (Z), adiabatic compressibility («,), intermolecular free path length (Z;),
Rao’s molar sound function (R,,), free volume (), internal pressure (), solvation
number (S§,) etc. are evaluated using following equations:

Specific acoustical impedance (2):

Z=Up (2)

Adiabatic compressibility (x,):

Intermolecular free path length (Z) [29]:

L, =K kg (4)

where K is Jacobson constant (=2.0965 x 10)

Rao’s molar sound function ( R,, ) [30]:

R,= [ﬂ]U“‘ ()
P

where M is the apparent molecular weight of solution and can be calculated according
to the following equation:

M=MW,+M,W, (6)

where W, and W, are weight fractions of solvent and solute respectively. M, and M, are
molecular weights of the solvent and solute respectively.

Free volume (77) [31]:
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Internal pressure (7) [32]:

%

K,]" p
T=bRT|~2| £
‘U] M” (8)

Solvation number (S,) [31]:

S = M,
" 100— X
M‘ll_ Ka( ) ©)
Kal X

where X is the number of grams of solute in 100 g of the solution. M, and M, are the
molecular weights and x,; and %, are adiabatic compressibility of solvent and solute
respectively.

Some of these evaluated parameters are reported in table 3.
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Figure 4. The variation of ultrasonic velocity (U) with concentration for the studied compounds in
[A] chloroform and [B] DMF at 298.15 K. SB-1, (#); SB-2, (A).

Figure 4 shows the variation of ultrasonic velocity with concentration for the studied
compounds in both the solvents. It is observed from Figure 4 that the velocity increases
almost linearly with concentration for both SB-1 and SB-2 in chloroform whereas in

dimethyl formamide, the increase is non-linear. Further, the velocity is higher in DMF
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than that in chloroform. The increase of velocity is related to intermolecular free path
length (Z,) which is found to decrease with concentration in both the solvents as shown
in Figure 5. Again, the decrease is linear in chloroform and non-linear in dimethyl for-
mamide for both the compounds. Thus, velocity is reciprocal of intermolecular free
path length. The decrease of L, suggests that compound and solvent molecules inter-
act with each other i.c.,, compound-solvent interactions takes place in solution. This
causes decrease in distance between compound and solvent molecules causing thereby
an increase in velocity.
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Figure 5. The variation of free path length (Z;) with concentration of the studied compounds in [A]
chloroform and [B] DMF at 298.15 K. SB-1, (®); SB-2, (A).
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Figure 6 shows that the variation of adiabatic compressibility (x,) with concentration
which is again found to decrease with concentration for both compounds in both the
solvents. This further confirms the existence of compound-solvent interactions in
studied systems. The predominance of solute-solvent interaction is further proved by

increase of specific impedance (Z) (table 3).
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Figure 6. The variation of adiabatic compressibility (x,) with concentration for studied compound
in [A] Chloroform and [B] DMF at 298.15 K. SB-1, (#); SB-2, (A).
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Table 3 shows that Rao’s molar function increases continuously for all the solutions
for both the compounds indicating thereby that there is no complex formation in the
studied solutions. The internal pressure (7) is a measure of cohesive energy in the solu-
tion which is found to decrease. This suggests that in the studied systems, compound-
compound interactions also exist. This is again suggested by increase in free volume
which is found to increase. However, the decrease of internal pressure and increase in
free volume is in very small magnitude. Thus, in the studied systems, both compound-
solvent and compound-compound interactions are present but their magnitudes are
much different.

The magnitude and type of interactions are also predicted by a parameter Solvation
number which is a measure of structure forming or structure breaking tendency of
solute in a particular solvent. Figure 7 shows the variation of solvation number (S,)
with concentration. It is observed from figure 7 that solvation number increases with
concentration for both the compounds and are found to be positive. The positive val-
ues of solvation number suggest structure forming tendency of the studied compounds
in the studied solvents. This again proves that in studied solutions, compound-solvent
interactions dominate.
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Figure 7. The variation of solvation number (S7) with concentration for the studied compounds in
[A] Chloroform and [B] DMF at 298.15 K. SB-1, (®); SB-2, (A).

CONCLUSION

On the bases of the evaluated data, it is concluded that in both chloroform and DME,
predominance of compound-solvent interactions exist for both the compounds. Fur-
ther, interactions increases with increase in concentration but decreases with increase
in temperature. In DMF, high values of ultrasonic velocity are observed. “However, in
chloroform reverse order of compounds for ultrasonic velocity is obtained, indicating
thereby that compound SB-2 containing 4-methyl group causes strong solute-solvent
interactions in chloroform than 4-fluoro group (as in SB-1).
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REsuUMO

O processo da eletrorredugio de benzodiazepinas, uma ferramenta, capaz de usar-se
em pesquisa eletroanalitica, foi analisado dos pontos de vista mecanistico e mate-
matico. O modelo correspondente veio sendo investigado por meio da teoria de
estabilidade linear e andlise de bifurcagoes e, por meio da sua andlise, pode-se obter
o requisito da melhor eficiéncia do processo, investigar a pH-dependéncia do seu
desempenho, bem como as condigoes das instabilidades oscilatéria e monoténica.
Faz-se uma tentativa de uma andlise mecanistica sistemética do desempenho de

sensores eletroquimicos de benzodiazepinas.

Palavras-chave: benzodiazepinas, ansioliticos, andlise eletroquimica farmacéutica,

potencial de hidrogénio, estado estaciondrio estdvel.

SUMMARY
Benzodiazepines” electrochemical reduction
and its mathematical evaluation

The benzodiazepines” electrochemical reduction process, a tool, capable to be used

in electroanalytic investigation, was anaylzed by mechanistic and mathematical
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means. The correspondent model was analyzed by means of linear stability theory
and bifurcation analysis, and by its mean it was possible to get the requisite for the
best process efficiency, the pH-dependence of its function, like also of oscillatory
and monotonic instability. An effort is made fot the systematic mechanistic analysis

of the work of benzodiazepine electrochemical sensors.

Key words: benzodiazepines, anxiolytic drugs, pharmaceutical electrochemical anal-

ysis, hydrogen potential, stable steady-state.

INTRODUCGAO

Benzodiazepinas (compostos heterociclicos nio saturados de sete 4tomos, dos quais os
dois sdo de nitrogénio, conforme a nomenclatura de Hantsch-Widman [1]), uma das
classes de o firmacos sedativos, ansioliticos, antipsicéticos, neurolépticos e relaxantes
[2-4] mais utilizados. O mecanismo do seu desempenho farmacolégico baseia-se na
acdo direta sobre os receptores de GABA, aumentando a difusao dos fons cloreto para
dentro dos neurdnios [5], o que lhes d4 o efeito relaxante.

Apesar da sua efetividade, as benzodiazepinas, porém, nao sio idoneas para uso dura-
douro e excessivo, haja vista os efeitos colaterais [6], como: sonoléncia excessiva, para-
lisia geral, supressao da libido e, no caso do uso frequente e duradouro, dependéncia
do firmaco, e até a morte stbita. Destarte, o desenvolvimento de um método, capaz de
determinar eficazmente a concentragio dos firmacos em diferentes meios, ¢ uma tarefa
muito atual [7].

Os métodos eletroanaliticos sao uma das ferramentas flexiveis, elegantes e modernas,
utilizadas para a determinagio de concentragio de vérios fairmacos e outras substin-
cias biologicamente ativas [8-14] ¢ as benzodiazepinas nao ¢ uma excegio [15-20]. No
trabalho [20] foi feita uma revisao de virios métodos de eletrodeteccio de vérias ben-
zodiazepinas. Cada método em si tinha suas vantagens. No entanto, numa impressao
geral, a investigacdo tinha cardter esporddico, carecendo, destarte, de uma base rigida
que desse orientagdes fundamentais. Outrossim, nao foi feita uma avaliagao teédrica
da influéncia do pH, bem como da possibilidade da apari¢ao de instabilidades eletro-
quimicas, caracteristicas para eletrooxidacio e eletrorreducio de compostos organi-
cos (inclusive a eletropolimerizagio de compostos heterociclicos) [21-28], durante a
eletrorreducio de benzodiazepina.
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Isto pode ser feito por meio de uma andlise mecanistica do comportamento eletroqui-
mico de benzodiazepinas, que se realiza por meio do desenvolvimento e da andlise de
um modelo matematico, capaz de descrever adequadamente o comportamento do sis-
tema. A modelagem também d4 possibilidade de comparé-lo com os sistemas andlogos.

Destarte, o objetivo geral deste trabalho ¢ uma investigagio tedrica mecanistica da
eletrorreducio de benzodiazepina. Ele se realiza por meio da realizagao dos objetivos
especificos, como:

- desenvolvimento do modelo matematico de equagdes de balanco, que descreve o
comportamento no sistema;

- analise do modelo;
- relagio entre os resultados da analise do modelo e as observagoes experimentais;

- comparagio do comportamento do sistema com o dos semelhantes [29-35].
O SISTEMA E O MODELO

As benzodiazepinas contém pelo menos uma ligagao azometinica, ou seja, ligagao de
Schiff. A redugao de uma ligacao de Schiff, em que um sistema com déficit de elétrons
recebe os dois elétrons ¢ os dois prétons, formando uma amina secundéria, pode ser
realizada por via eletroquimica.

NR

NR +2H" +2¢

1
. N (O

R

Em geral, as benzodiazepinas podem ter mais de uma ligagao de Schiff e, com isso, a
eletrorreducao pode correr de forma ainda mais profunda.

Os prétons tomam parte ativa da eletrorreducio. Destarte, o processo serd pH-depen-
dente ¢, por conseguinte, o sistema descrever-se-4 pelo sistema de trés equagoes dife-
renciais de balango:

¢ — a concentra¢ao de benzodiazepina na camada pré-superficial;
7 — o grau de recobrimento do catodo pela benzodiazepina;
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b - a concentragao de protons na camada pré-superficial.

A fim de simplificar o modelo, evitando a apari¢ao de equagoes diferenciais em deri-
vadas parciais de segunda ordem, supomos que o eletrélito esteja agitando-se inten-
samente (destarte é possivel menosprezar a influéncia do fluxo de convecgio), que o
eletrédlito de suporte esteja em excesso (o que possibilita o menosprezo das influéncias
do fluxo de migracio). Também ¢ suposto que o perfil concentracional das substancias
seja lineal e a espessura da camada constante e igual a 8.

enzodiazepina entra na camada pré-superficial por meio da sua difusao e, também,
A benzod; t d

por meio da dessor¢ao. Sai da camada por meio da adsor¢ao. Por conseguinte, a equa-
¢io de balango da sua concentragio na camada descrever-se-4 como:

de 2(A
— ==& —¢)tp,—p (),
dt  0l0 (0 =2) b
em que ¢ o A coeficiente de difusio do composto heterociclico, & , a sua concentragao
no interior da solucio, p; e p_; sio velocidades de adsor¢io e de dessor¢ao do farmaco.

A benzodiazepina entra na superficie por meio da sua adsorgio e sai dela por meio da
dessor¢ao. Ela também desaparece por meio da eletrorredugio. Assim sendo, a sua
equagao de balango sera descrita como:

dn 1
fZE(pl—p_l—pz) (3)

Em que W ¢ a concentragio superficial maxima de benzodiazepina e p,, a velocidade
da sua eletrorreducao.

Os prétons entram na camada pré-superficial por meio da sua difusio e saem de 14 nio s6
P 1% P
por meio da eletrorredugio, mas também por meio da dita “evolugio de hidrogénio™:

2H" 4+2¢- = H, (4)
Posto assim, a sua equagao de balango ver-se-4 descrita como:
dh _2(d

Z_S 3(/90—}1)—,02—/% (5)’
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em que 4 ¢ o coeficiente de difusio dos prétons e ps, a velocidade da “evolugao de
hidrogénio”.

As velocidades das respectivas reagoes podem calcular-se como (6-9), em que as veloci-
dades dos respectivos processos obterao os valores de:

) 20F
P, = 277H2 CXP[_ R;O]
p, = keex, (bn);p_, = k_mex, (—bn),
y 2vF ¢
ps=hknH" CXP[_—RTO] (6-9),

Sendo os pardmetros £ as constantes das respectivas reagoes, & ¢ o parAmetro de intera-
¢ao das particulas da benzodiazepina na superficie, v o nimero das ligagoes de Schiff na
benzodiazepina concreta (usualmente, igual a 1, ou 2, raramente 3), F ¢ o nmero de
Faraday, ¢, ¢ o salto do potencial, R ¢ a constante universal de gases e 7¢ a temperatura
absoluta do sistema.

Apesar de o modelo ter aparéncia comum para um processo de eletrorredu¢ao de um
composto organico em meio 4cido. No entanto, haja vista as influéncias importantes da
dita “evolu¢ao do hidrogénio”, bem como as outras peculiaridades da molécula do com-
posto heterociclico de sete membros, o modelo apresentara algumas diferengas. Outros-
sim, a sua andlise permitir-nos-4 fazer algumas observagoes, que se discutirao abaixo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para investigar o comportamento eletroquimico catédico das benzodiazepinas em
meio fortemente 4dcido, investigamos o conjunto de equagdes diferenciais (2), (3) e
(5), haja vista as relagdes algébricas (6-9), por meio da teoria de estabilidade linear. A
matriz funcional de Jacobi, cujos elementos sao calculados para o estado estacionario,
descrever-se-4 como:

&, &4, &
&2 &2, &, (10),
&3, &3, &5,
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em que:
2( A
&, :S[_g_klexp (_bn)] (1)
2
&, :5<k—lexp (—bn)—bk_lncxp (—bn)—b/e_leexp (bn)) (12)
& =0 (13)
1
&= a(klexp (—tm)) (14)
. —k_jex, (—bn) +bk_mex, (—bn) +bkgex, (bm)— ke, H*" exp(—bn)
&>, _a_ exp[—%]+b/€2ﬂHZV CXP[_%]+j/€277H2V€Xp(—bT7)CXP[—%] (15)
IS :i[—Zkszz”_l exp 2ok, (16)
v T
g, =0 (17)
—k,H* exp[——va(po ]+ bk,nH* exp[——zvp(p0 ]+
2 RT RT (18)
&, =5 ;
> o , 20F , . 2Fp
Jk,nH? exp[— RY('?O ]]k317H2 exp[— RTo]
2( d N 2F 2Fp
&= —g—ZszWHZ l<3XP(_17’7)‘?XP[—R—fo]_ZI%H CXP[_ T J] (19)

Analisando os membros a,}, a,, ¢ a;; do jacobiano (11), (15), (15), vé-se que a insta-
bilidade oscilatdria, neste sistema, ¢ possivel, podendo ser causada pela interagao de
particulas adsorvidas de benzodiazepina (membro positivo bp, + bp., ), bem como pelas
influéncias da eletrorredugao na dupla camada elétrica (DCE) (membro positivo jp,).
Com isso, o comportamento deste sistema sera correspondente ao dos sistemas do tipo

[29 - 35].

367



Volodymyr Tkach, Silvio C. de Oliveira, Reza Ojani, Olga Yelenich, Petré I. Yagodynets’

A amplitude e a frequéncia das oscilagoes ficario dependentes da concentragio de
prétons, haja vista que os prétons participam da eletrorreducio de benzodiazepina.
Quanto menor ¢ o pH, maior ¢ a amplitude das oscilagoes, e menor, a sua frequéncia.
Outro fator que influencia a amplitude e a frequéncia das oscilagdes ¢ o material do ele-
trodo usado (porque dele vai depender a forca da interagio entre particulas adsorvidas)
e, também, o nimero das ligacoes de Schiff (além dos outros grupos redutores, como
carbonila) na molécula da benzodiazepina concreta. Sao estes os principais fatores que
definirdo a forma do comportamento oscilatério ¢ a imagem das oscilagoes.

Para investigar a estabilidade do estado estaciondrio, utilizamos o critério de Routh-
Hurwitz. Introduzindo, com vistas 4 nao inclusao de expressoes grandes, as novas vari-
dveis, de modo que o determinante de jacobiano se escreve como:

, [e-x -m 0
X  O-Z —A (20)
oW _
0 —E Ak~

Abrindo-se os parénteses e aplicando-se a condi¢ao do critério Routh-Hurwitz Det
J<0, obter-se-4 o requisito de estabilidade do estado estacionério, sob a forma de:

(A -k, -y +EK, +Ey)(—k, — X )= X (ITA + 11k, +ITIp) <0 (21)
O que pode ser transformado em:
—k, (A =TIk, =TIy +Ek, +Ey)— X (Ek, +Ep) <0 (22)

Da inequagio (22) vé-se que ela se satisfaz garantidamente, quando os parimetros X,
E ¢ 1 das influéncias dos processos eletroquimicos na DCE tém valores positivos,
e os parametros I1, A e 1, que descrevem o comportamento superficial, tém valores
negativos. Isto ocorre, quando a interagao das moléculas da benzodiazepina na super-
ficie ¢ repelente ¢ quando a eletrorredu¢ao do farmaco nio da influéncias fortes na
DCE. A zona do estado estaciondrio estavel, correspondente ao trecho linear da curva
parmetro eletroquimico-concentragio, devera ser muito vasta ¢ o processo reacional
controlar-se-4 pela difusao do firmaco e de prétons. Isto ¢ correspondente aos casos
dos sistemas anlogos [29-35]. No entanto, ¢ preciso fazer uma observagio importante,
exposta abaixo.
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A diminui¢ao do pH favorecerd a estabilidade do estado estaciondrio. Sem embargo,
no caso dos valores muito baixos do potencial de hidrogénio, a eficiéncia eletroanalitica
do estado estaciondrio estdvel desfar-se-4. Como a difusdo dos prétons ¢ mais ripida,
eles ocupario os sitios ativos do cdtodo, o que impedird a sua ocupagio pelas moléculas
do farmaco. Concluir-se-4, destarte, que, para o estado estaciondrio ser analiticamente
eficiente, ¢ preciso utilizar as solugdes, cujo pH nio deva ser muito alto (para nao atra-
palharaeletrorredugio do ponto de vista cinético), nem muito baixo ( para que seja satis-
feita a demanda de um niimero necessério de sitios ativos livres de redugio do firmaco).

O problema, que sobrevém no caso do uso de pH baixo, resolver-se-4 pela simples uti-
lizagao de um catodo, quimicamente modificado por um material, capaz de adsorver
seletivamente a benzodiazepina, sem permitir a evolugao de hidrogénio. Um dos exem-
plos de tal material pode ser cobre ou p-aminoacetanilida, utilizada em [35].

No caso da igualdade de influéncias estabilizadoras e desestabilizadoras, formar-se-4
a instabilidade monotdnica, correspondente & margem entre os estados estaciondrios
estaveis e instaveis. A sua condi¢ao principal ¢:

—k, (DA =TIk, =TIy +Ek, +Zy)— X (Ex, +E) =0 (23)

Ela se releva sob a forma do trecho N-formado no voltamperograma estaciondrio do
sistema, significando que para um valor do potencial do cdtodo existem trés valores da
densidade da corrente, sendo cada valor correspondente a um dos estados estacionarios
instaveis, que existem no sistema neste ponto.

No caso da auséncia da evolugio de hidrogénio, que se da, no caso da vigéncia dos fato-
res, descritos acima, a eficiéncia eletroanalitica do estado estacionario, no caso de uso
das solugoes com o pH baixo, aumentard. Neste caso, a equacio (5) alterar-se-4 ¢ ver-
se-a como:

dh  2(d
ZIS 5(}10—}1)—,02—& (5/),

e 0 comportamento do sistema aproximar-se-4 do caso de [35].
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CONCLUSOES

Da analise do sistema com a eletrorreducio de benzodiazepina em solucées acidas, é
¢ ¢
possivel concluir que:

- A estabilidade do estado estaciondrio, neste sistema, se mantém no caso da repulsao
de particulas adsorvidas e da fraqueza das influéncias dos processos eletroquimicos
na CDE. O processo reacional controlar-se-4 pela difusio do farmaco e de protons.

- A zona topoldgica da eficiéncia eletroanalitica de estabilidade do estado estaciondrio
estavel serd menos vasta que a de estabilidade em geral, haja vista as influéncias da
<« -~ . A ¢ » A . 1ot

evolugio do hidrogénio”. Destarte, para a melhor eficiéncia eletroanalitica, usam-
se as solugoes de pH de acidez média, ou os elétrodos quimicamente modificados
por materiais que impegam a “evolu¢io de hidrogénio”.

- O comportamento oscilatdrio, neste sistema, ¢ causado por fatores superficiais e
eletroquimicos. O aumento do pH leva a0 aumento do “comprimento da onda” e,
a0 mesmo tempo, ao decrescimento da frequéncia das oscilagoes.
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RESUMEN

Introduccién. Laautomedicacion es un problema de salud publica frecuente en pobla-
cién estudiantil, el cual se da sobre todo en estudiantes de medicina, dado su mayor
conocimiento en farmacologia. Por tratarse de los futuros prescriptores, es impor-
tante establecer la magnitud del problema en esta poblacién. Materiales y métodos.
Se realizé un estudio de corte transversal mediante una encuesta aplicada a 276
estudiantes de medicina, en el que se indagaron datos demogréficos, antecedentes
patoldgicos, hdbitos, frecuencia de automedicacién, medicamentos automedicados,
porcentaje de automedicacién responsable, razones para automedicarse y conoci-
miento sobre esta conducta. Resultados. De las 276 encuestas realizadas, se analizaron
270. La prevalencia de automedicacién fue del 79,3%. El tnico factor con asociacion
estadistica fue pertenecer a un semestre clinico (p = 0,020). Los medicamentos auto-

medicados con mayor frecuencia son acetaminofén (10,8%), e ibuprofeno (3,9%).

374



Automedicacién en estudiantes de medicina

Entre los medicamentos automedicados, el 70,6% requiere prescripcion médica.
Las indicaciones mds frecuentes fueron cefalea (10,6%), resfriado comtn (4,2%) y
dismenorrea (3,4%). El 39,1% de los encuestados cumplen los criterios de autome-
dicacién responsable. Conclusion. La prevalencia de automedicacién en la poblacién
evaluada es alta, y la mayorfa de los medicamentos utilizados requieren férmula
médica. Los factores influyentes se relacionan con la edad y el semestre que cursan.

La mayoria de estudiantes se automedica de manera inadecuada.

Palabras clave: automedicacion, prevalencia, estudiantes de medicina, farmacoepide-

miologia, medicamentos de venta libre.

SUMMARY

Self-medication in medical students at the Universidad del
Rosario in Bogota D. C., Colombia

Introduction. Self-medication is a common public health problem among students,
mainly among medical students who have greater knowledge in pharmacology. We
consider that it is important to establish the magnitude of the problem in future
prescribers. Materials and methods. We performed a cross-sectional study through
a survey of 276 medical students. We analyzed demographic data, medical history,
habits, frequency of this behavior, drugs used as self-treatment, percentage of self-
medication, reasons for self-medication and knowledge about this behavior. Reszu/zs.
Of the 276 surveys 270 were analyzed. We found a prevalence of 79.3% self-medi-
cation. The only associated factor with higher statistical significance was students
who were in clinical practice (p = 0.020). Drugs that were mostly used were: acet-
aminophen (10.8%) and ibuprofen (3.9%). 70.6% of the mentioned drugs require
a medical prescription. Most frequent reasons were: headache (10.64%), common
cold (4.20%) and dysmenorrhea (3.37%). Only 39.1% of respondents met criteria
for responsible self-medication. Conclusion. Prevalence of self-medication among
medical students is high. Most of used drugs need a medical prescription. The factor
influencing this behavior is the year of medical school to which they belong. Self-
medication is mostly found when students are in clinical practice. Most students do

not self-medicate responsibly.

Keywords: Self medication, prevalence, medical student, pharmacoepidemiology,

non prescription drugs.
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INTRODUCCION

La automedicaci6n se define como la autoadministracién de un medicamento no pres-
crito por un médico, o de forma que esta no es dirigida por el mismo [1]. En los paises
en desarrollo es una prictica muy comun, debido, en gran parte, al dificil acceso a los
servicios de salud y a las demoras en atencidén que se presentan en el sistema de salud
de estos paises [1]. Existen varios factores personales, culturales y sociales que pueden
influir en la automedicacién, entre los que se incluyen el sexo, los ingresos, el autocui-
dado, el conocimiento de la medicacién, la falta de seguridad social y la facilidad en la
compra de medicamentos [2, 3]. Si bien la automedicacién puede tener algunos bene-
ficios —como lo son la menor demanda de asistencia sanitaria por dolencias menores,
mayor rapidez y accesibilidad al tratamiento con medicamentos [3, 4]—, se asocia a
problemas como interacciones medicamentosas, posibilidad de retraso en el diagnds-
tico de la enfermedad —lo cual puede ser potencialmente letal— y la posibilidad de
generar reacciones adversas a los medicamentos (RAM), especialmente cuando se lleva
a cabo de manera inadecuada (e. g. emplear medicamentos que son dispensados bajo
férmula médica, o bien no leer o no seguir las recomendaciones de uso establecidas por
el fabricante) [3, 4]. De hecho, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera
la “automedicacién” como uno de los factores causales mas importantes de las RAM.
A su vez, las RAM representan un problema de salud publica importante, pues se ha
estimado que estas motivan hasta el 6,8% de las hospitalizaciones [5, 6].

Por tanto, la automedicacién es un problema de salud publica que se puede presentar
en personas con diferentes niveles de escolaridad, por lo cual algunos estudios se han
enfocado en el andlisis de poblaciones de universitarios a fin de establecer la influencia
del nivel educativo sobre esta conducta. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el
acceso a diferentes fuentes de informacién como Internet y otros medios de comu-
nicacidn, las cuales brindan informacién diversa sobre medicamentos sin orientaciéon
médica acompanante, puede influir en la conducta de automedicacion.

En nuestro estudio, la poblacién seleccionada se compone de estudiantes de medicina
de la Universidad del Rosario, teniendo en cuenta que el médico es el directo respon-
sable de la prescripcidn y es un actor fundamental en la promocién del uso adecuado
de los medicamentos. Por tanto, resultaba imprescindible documentar los patrones de
utilizacién de los mismos en una cohorte de médicos en formacién. Por otra parte, no
existen investigaciones publicadas sobre la automedicacién en estudiantes de medicina
en Colombia. Ademads, es importante tener en cuenta que la automedicacién dentro de
los estudiantes universitarios en nuestro medio es muy comun, y reportes internaciona-
les indican que esta situacién puede ser hasta del 76,9% en estudiantes de medicina [7].
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El estudio que se presenta a continuacién tuvo como objetivos determinar la prevalen-
cia de la automedicacidn en estudiantes de medicina de la Universidad del Rosario, asi
como el porcentaje de automedicacion responsable; establecer la existencia de posibles
factores de riesgo asociados con la conducta de automedicarse, y las caracteristicas de
dicha automedicacién en cuanto al tipo de medicamentos consumidos y su frecuencia.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal por medio de una encuesta reali-
zada a 276 estudiantes. La poblacién de estudio se conformé con estudiantes de cien-
cias basicas y clinicas del programa de Medicina de la Universidad del Rosario, quienes
debian encontrarse efectivamente matriculados y cursando un semestre entre primeroy
décimo; ademas, fueron elegidos al azar y debian participar voluntariamente.

La automedicacién responsable se determiné empleando los criterios planteados a con-
tinuacién, definidos por la OMS [8]: 1) El medicamento consumido se trataba de un
medicamento de venta libre; 2) La indicacion para la cual el estudiante consumié el
medicamento correspondia a una indicacién valida, basandose en la informacién con-
signada en la literatura; y por ultimo, 3) El estudiante refirié tener la conducta de leer
y seguir siempre las recomendaciones contenidas en la etiqueta o el inserto del medica-
mento. Estas tres preguntas fueron incluidas en la encuesta, y se requeria contestarlas
todas afirmativamente, con el fin de definir la automedicacién como responsable.

Se realiz6 un andlisis bivariado con los factores relacionados y la presencia de autome-
dicacién, los cuales se establecieron de acuerdo con estudios previos sobre automedi-
cacioén en este grupo poblacional [9-11]. Las variables evaluadas fueron: sexo, estrato,
consumo de drogas de abuso, tabaco y/o alcohol, sobrepeso, migrana, acné, célicos
menstruales, y pertenecer a un semestre clinico.

El calculo de la muestra se realizé de la siguiente forma: con una prevalencia estimada
del 76,9% de automedicacién en estudiantes universitarios (de acuerdo con lo repor-
tado en la literatura) [6, 7], con un nivel de confianza del 95% y un error méximo
permisible del 5%, se calcul6 un tamano de muestra de 266 estudiantes utilizando la
herramienta STAT CALC de EPI INFO®), versién 2002, revisién 2. Tomando en
cuenta el tamano de muestra seleccionado de 266 estudiantes, se realizé un muestreo
aleatorizado estratificado de acuerdo con el niimero de estudiantes de cada semestre. Se
prosigui6 con la aplicacién de las encuestas (cuestionario anénimo de 14 preguntas) a
cada uno de los estudiantes seleccionados en el muestreo, previa explicacién del pro-
yecto a los alumnos y del cardcter voluntario de la participacién en el mismo. Los datos
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fueron registrados en una base de datos de Excel®, y posteriormente analizados usando
el programa estadistico SPSS® version 15.

Tanto el protocolo, como la encuesta, fueron aprobados por el Comité de Etica en
Investigaciones de la Universidad del Rosario.

REsSuLTADOS

El célculo de tamafio de muestra fue de 266 estudiantes, y se realizaron 276 encuestas
contemplando un porcentaje de pérdidas del 5%. De las 276 encuestas se analizaron
270, ya que seis de los encuestados no la diligenciaron en su totalidad, por lo que no
se logré establecer la conducta de automedicaciéon. La mayoria de encuestados fueron
mujeres (n =175, 64,8%). Con Irespecto a pertenecer a semestres clinicos o bésicos, la
mayorfa se encontraban en semestres basicos (n = 146, 54,1%), es decir, de primero a
cuarto semestre, datos que se encuentran relacionados en la tabla 1. La media de edad de
los sujetos incluidos en el estudio fue de 20 afos, con una desviacién estandar de 1,92.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién (n = 270).

Variable Numero de encuestados (n) Porcentaje
Sexo
Masculino 95 35,2%
Femenino 175 64,8%
Ciencias bésicas 146 54,1%
Ciencias clinicas 124 45,9%

Caracteristicas basales de la poblacién estudiada.

La prevalencia de automedicacién fue del 79,3% (214 sujetos). Ademds, se encontrd
que la mayoria de estudiantes se automedican cada 4 a 12 meses (38,1%), segun lo que
se expone en la figura 1. La tinica variable que mostré asociacién estadisticamente signi-
ficativa con la conducta de automedicarse fue la pertenencia a un semestre clinico (p =
0,020, OR 2,07 IC95% 1,11-3,85) (ver tabla 2). No se realizé un modelo de regresion

logistica, ya que en el analisis bivariado solo una variable evidencié asociacion.

378



Automedicacién en estudiantes de medicina

50

40 t

Porcentaje

20

10] I l
0 . .

Raramente  Ocasionalmente Frecuentemente Siempre

Nunca Solo
una vez

Figura 1. Frecuencia de la automedicacién en estudiantes de medicina de la Universidad del Rosario.
Raramente: cada 4 a 12 meses; ocasionalmente: cada 1 a 3 meses; Frecuentemente: mas de

una vez al mes; siempre: mas de una vez a la semana

Tabla 2. Factores de riesgo asociados con la conducta de automedicarse.

Variable Estudlantes. que | Estudiantes queno | o de P OR 1C 95%
se automedican se automedican crudos
Coifsz;’ de 36 (17,0%) 7 (12,5%) 0,40 144 | 0,60-344
Cojzzm de 56 (26,1%) 15 (26,31%) 0,98 099 | 0,51-1,92
Migrafia 53 (24,7%) 11 (19,0%) 0,51 138 | 067-2.85
Acné 50 (23,3%) 11 (19.2%) 0,51 127 | 061-2,65
mg}‘ilrcu‘fles 111 (79,8%) 28 (77,7%) 0,78 L13 | 047-275
Pertenecer a
un semestre 106 (49,5%) 18 (32,1%) 0,020* 2,07 1,11-3,85*
clinico

Evaluacion de posibles factores asociados con la conducta de automedicarse. Se presentan los porcentajes correspondientes
a cada variables para el grupo de estudiantes que se automedican, y para el que no lo hace. Al observar los valores de p y del
intervalo de confianza (marcados con *), se encuentra que la pertenencia a un semestre clinico fue la tnica variable con corre-

lacion estadisticamente significativa.

379



Claudia Alejandra Lépez-Cabra ez 4.

Los medicamentos mds frecuentemente automedicados por parte de los estudiantes
de medicina son: acetaminofén (10,8%), ibuprofeno (3,9%), y combinaciones de ace-
taminofén (3,6%). Ademds, el 4,4% de los estudiantes se automedicaron antibiéticos
(ampicilina, amoxicilina, cefalexina y azitromicina).

Las causas mds frecuentes para automedicarse en los estudiantes fueron cefalea (7,7%),
resfriado comun (4,1%), y dismenorrea (3,2%). E1 56,1% de los estudiantes refiere leer
siempre la informacién consignada en la etiqueta del medicamento acerca del uso ade-
cuado del mismo, el 35,3% algunas veces y el 8,6% nunca. De acuerdo con los criterios
de la OMS, ¢l 39,1% de los estudiantes de medicina cumple los criterios para autome-
dicacién responsable, mientras que el 60,9%, no.

DiscusiON

La automedicacién es un problema prevalente en poblaciones estudiantiles [9, 10], y
en la poblacién en general. Las consecuencias de esta conducta han sido estudiadas
ampliamente en la ultima década [6, 7, 9-11]. Sin embargo, en nuestro pais es descono-
cida la automedicacion en estudiantes de medicina, por lo que fue de nuestro interés
estudiar la conducta de automedicacién en esta poblacidn, pues seran ellos los respon-
sables de prescribir los medicamentos, asi como de garantizar un empleo éptimo de
los mismos a través de las recomendaciones y el seguimiento adecuado a sus pacientes.
Consideramos importante conocer cudl es la magnitud del problema en los estudiantes
de medicina y si la conducta de automedicarse se hace 0 no de manera responsable.

Encontramos una prevalencia de automedicacién del 79,3%, la cual es més alta que la
prevalencia de automedicacion encontrada en estudios similares, como, por ejemplo,
el andlisis realizado por El Ezz y Ez-Elarab [11], quienes encontraron una prevalencia
del 55% en una poblacién de estudiantes de medicina en Egipto. En otro estudio rea-
lizado en Karachi, Pakistan, comparé la conducta de automedicarse en estudiantes de
medicina y estudiantes de otros programas de diferentes universidades, encontrando
una prevalencia del 55,3% en estudiantes de medicina, y del 58,5% en estudiantes de
otros programas [10]. En Colombia, se han realizado muy pocos estudios sobre auto-
medicacidn en estudiantes universitarios. Uno de ellos, el estudio realizado por Tobén
en la Universidad de Antioquia [12], encontrd que un 97% de los entrevistados se auto-
medican. Otro estudio realizado en la Universidad de Caldas encontr6 una prevalencia
de automedicacion del 47%, aunque dicha conducta fue evaluada dentro de los treinta
dfas previos a la aplicacién de la encuesta [13].

Por otro lado, Sawalha [6] encontré que la razdn més prevalente de automedicacién en
su estudio fue la experiencia previa con el medicamento.
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Nuestro estudio evidencia ademds que la automedicacién en la poblacién estudiada,
a pesar del conocimiento del tema, se hace de manera irresponsable en la mayorfa de
casos, y es mds frecuente en los semestres proximos a graduarse. Posiblemente esto se
debe a una mayor confianza del estudiante en si mismo como prescriptor y médico en
ejercicio, a pesar de encontrarse en etapa de formacion. En concordancia con nuestro
trabajo, un estudio realizado en estudiantes holandeses de medicina encontré que la
aceptacion de la automedicacién fue significativamente mds alta entre los estudiantes
de semestres clinicos [14].

El 70,6% de los medicamentos automedicados en el estudio requiere prescripcion
médica, y solo el 29,4% son de venta libre en Colombia, aspecto tenido en cuenta den-
tro de los criterios para la automedicacién responsable. De lo anterior se podria deducir
que la automedicacion en esta poblacién se hace de manera irresponsable, por lo cual
consideramos que es preocupante la automedicacién de medicamentos que necesitan
prescripcion médica, ya que estos necesitan de seguimiento médico, control de sus
reacciones adversas y necesidad de titulaciones, en algunos casos.

En cuanto a los firmacos automedicados con mds frecuencia en nuestro estudio estu-
vieron los analgésicos, tales como el acetaminofén, solo o en combinacién con otros
medicamentos (e. g. cafeina, butil-bromuro de hioscina, codeina) ¢ ibuprofeno, prin-
cipalmente para el manejo de la cefalea, el resfriado y la dismenorrea. Sin embargo,
también hubo un porcentaje significativo de estudiantes que se automedican anti-
bidticos, tales como ampicilina, amoxicilina, cefalexina y azitromicina. En el estudio
realizado en Karachi, Pakistan, los medicamentos automedicados con mds frecuencia
fueron analgésicos, antipiréticos y antialérgicos, tanto en el grupo de estudiantes de
medicina, como de otras carreras [10]. En el estudio realizado en la Universidad de
Antioquia, los medicamentos mas frecuentemente automedicados fueron antibidticos,
sedantes, ansioliticos, antihistaminicos, analgésicos, broncodilatadores y anticoncep-
tivos orales. En el estudio de la Universidad de Palestina se encontré que los medica-
mentos mds frecuentemente automedicados fueron combinaciones de acetaminofén
con otros medicamentos, descongestionantes, antibiéticos y laxantes. En este ultimo
estudio encontraron ademds que el uso de analgésicos fue mds frecuente en mujeres,
posiblemente a causa de la dismenorrea, la cual fue una indicacién de automedicaciéon
importante en nuestro estudio [6].

La importancia de estos hallazgos radica en que los medicamentos utilizados para la
automedicacién no solo incluyen medicamentos de venta libre y con un margen de
seguridad relativamente amplio, sino que también se emplearon medicamentos poten-
cialmente peligrosos (por ¢jemplo, AINEs), asi como antibidticos cuyo uso indiscri-
minado incrementa la problemdtica de la resistencia bacteriana. En este sentido, es
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importante proponer la realizacién de estudios complementarios que determinen los
factores asociados al uso de antimicrobianos y establezcan si la indicacion, la prescrip-
cién, la posologia y la duracién del tratamiento es la adecuada, con relacién a los estu-
diantes que se automedican.

Dentro de las limitaciones del presente estudio, se encuentra su metodologia basada en
encuestas, cuya aplicacién conlleva necesariamente el sesgo de informacion.

Este estudio es el primero que se realiza en Colombia en estudiantes de medicina y
revela una problematica importante en salud publica, ya que los futuros prescriptores
de medicamentos y promotores del uso responsable de los mismos se automedica con
frecuencia, y en la mayoria de casos de manera irresponsable. Este estudio y otros simi-
lares llevan a sugerir la promocién de campanas educativas que promuevan conductas
seguras de automedicacién entre los estudiantes de medicina y otras carreras.

Es de gran importancia la realizacién de estudios farmacoepidemiolégicos comple-
mentarios que permitan abarcar otros grupos poblacionales, establecer factores de
riesgo y posibles puntos de intervencion, los cuales hagan posible la mejora del uso
de medicamentos.

CONCLUSIONES

1. La automedicacién prevalece en alto grado en una muestra de estudiantes de
medicina colombianos, y en la mayorfa de casos no se hace de manera responsable.
Dentro de los factores de riesgo para automedicarse se encontraron la edad y la
pertenencia a un semestre clinico. Los medicamentos con mayor frecuencia auto-
formulados en el presente estudio fueron los analgésicos/antipiréticos, indicados
para cefalea y dismenorrea, principalmente; seguidos por los antibi6ticos para el
manejo del resfriado comun. Casi la mitad de los estudiantes reporté automedi-
carse con escasa frecuencia (cada cuatro a doce meses).
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REsSuUMO

A cletrossintese ¢ o desempenho cletroanalitico do compésito poli-L-metionina
-nano Au foram descritos matematicamente, sendo a primeira descrita etapa por
etapa. Os modelos matemdticos foram analisados por meio da teoria de estabilidade
linear e da andlise de bifurcagoes. A partir da anlise foram inferidas as condi¢oes do
estado estaciondrio estdvel (do modo mais confortdvel para a eletropolimerizagio, e
do melhor desempenho do sensor), bem como das instabilidades oscilatéria e mono-
tonica. As conclusdes da modelagem vao ao encontro do observado experimental-

mente, completando também o conhecimento do processo.

Palavras-chave: metionina, nanocompdsitos, eletropolimerizagio, polieletrélitos,

estado estacionario estavel.

385



Volodymyr V. Tkach, Silvio C. de Oliveira, Yana G. Ivanushko, Svitlana M. Lukanova, Reza Ojani ez 4/.

SUMMARY

The stability study of the electrochemical synthesis and
electroanalytical function of poly(l-methionine)-nano-Au
composite in the presence of dopamine and uric acid

The electrosynthesis and the electroanalytic function of the poly-L-methionine-
nano-Au composite were mathematically described and the first one of the processes
was described stage by stage. The mathematical models were analyzed by linear
stability theory and bifurcation analysis. Basing on the analysis, the stable steady-
state conditions, like also oscillatory and monotonic instability conditions were

inferred.

Key words: methionine, nanocomposites, electropolymerization, polyelectrolytes,

stable steady-state.

INTRODUCAO

Dopamina, que ¢ uma das trés catecolaminas naturais, desempenha um papel impor-
tante como neurotransmissor nos sistemas cardiovascular, hormonal, renal e nervoso
central [1-3]. Os seus niveis extremos podem causar deficiéncias de metabolismo, bem
como as doengas mentais, como esquizofrenia ou Parkinson. Destarte, a medi¢ao das
suas concentragdes faz-se tarefa importante.

Acido drico, além de ser o produto final de metabolismo de purinas no organismo
humano, ¢ também o produto principal de metabolismo de algumas espécies de ani-
mais, como peixes, anfibias e répteis [4], a sua secrecio pelo organismo ¢ um processo
geneticamente determinado [5]. A sua falta constitui hipouricemia, associada a sindro-
mes como a doenca de Wilson [6], ou a sindrome de Fanconi [7]. J4 a hiperfuncao de
4cido trico pode causar doengas, associadas a sua presenca excessiva como doenga de
Lesch-Nyhan [8]. Assim sendo, a determinacio da sua concentra¢io também ¢ uma
tarefa atual.

Diante do exposto, um método analitico sensivel e exato, capaz de detectar ambos os
compostos serd ttil nao sé para a investigagao fisioldgica de organismos humanos e ani-
mais, mas também para a diagndstica tempora na medicina humana e veterindria [9].

Para a detecgao dos mencionados compostos sao frequentemente usadas as técnicas
voltamperométricas [10]. No entanto, a eletrooxicagio simultinea de dopamina e
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4cido urico sobre os elétrodos nao revestidos acontece no mesmo potencial. Destarte,
os picos nos voltamperogramas se coincidem, sendo impossivel discrimind-los [11-13].

Poder-se-ia resolver o problema, aumentando a seletividade, usando os elétrodos, modi-
ficados quimica e eletroquimicamente por polimeros [14-23], especialmente sendo
dopados por DNA [23], sistemas coloidais dopados por corantes [24], 6xidos metd-
licos [25], nanotubos de carbono [26-28], heteropolianions [29, 30] e nanoparticulas
metélicas [31-36]. As nanoparticulas metdlicas recebem atengio por terem drea ativa
extensa (especialmente as depositadas eletroquimicamente sobre superficies modifi-
cas), transporte efetivo de massas e alta atividade eletrocatalitica [36-38]. Porém, as
nanoparticulas metélicas podem ser agir fracamente na auséncia de um material con-
dutor estabilizador, que também desempenha as fun¢oes de mediador de transferén-
cia eletronica. Para resolver este problema, usam-se os materiais estabilizadores, como
os ligantes ou polimeros, sintetizados quimica ou eletroquimicamente [39-45]. A
estrutura porosa de polimeros condutores deixa que as nanoparticulas se dispersem na
matriz polimérica, formando-se os novos sitios ativos [46-50].

As nanoparticulas de ouro podem aderir-se fortemente a superficie, formando ligacoes
covalentes com os grupos funcionais como nitrila, amina ou tiélico [51-53]. Foi mos-
trado que os polimeros que contém unidades tiofénicas ou metioninicas fortemente
interagem com as nanoparticulas de ouro [54-55]. Porém, o uso de mondmeros tio-
fénicos pode ser restrito haja vista o “paradoxo de politiofeno’, o fenémeno da con-
corréncia entre a eletropolimerizagio e sobreoxidagio do polimero formado [56-58],
possivel também para alguns outros monémeros e que ¢ nociva tanto para morfologia
e condutividade do polimero, quanto ao desempenho do futuro sensor.

Além disso, para tal comportamento, bem como para os mais sistemas com eletropo-
limerizagao [59-66], modificagio ¢ desempenho de sensores, baseados em polimeros
condutores [67-72] sao possiveis as instabilidades eletroquimicas, que afetam negati-
vamente a clareza da resposta do sensor, a resposta do equipamento eletroquimico, a
morfologia do polimero condutor resultante.

A determinagio da causa destas instabilidades constitui um dos problemas mais difi-
ceis de fisico-quimica. Anteriormente, elas obtiveram explicagao fenomenolégica, que,
apesar de ter fundamento légico nio tinha forte base teérica e s6 valia para um sistema
concreto. Para o melhor conhecimento do mecanismo da confec¢io e do desempenho
de compostos sensorios, da descricio do melhor modo da confecgio e das margens
do melhor desempenho, bem como para o descobrimento exato da causa das possiveis
desvios do padrio, causados pelas instabilidades, ¢ preciso construir um modelo mate-
mdtico, capaz de descrever adequadamente os processos no sistema.
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No trabalho [73] foi descrito o sensor eletroquimico de dopamina e 4cido trico, base-
ado no compésito de poli-(L-metionina) e nanoparticulas de ouro. A sua confecgio foi
feita em 2 etapas:

- Eletropolimerizagio de L-metionina;
- Eletrodeposi¢ao de nanoparticulas de ouro.

Depois foi testado o desempenho do compdsito no processo da determinagio eletro-
quimica dos mencionados compostos. Neste trabalho, os modelos matematicos vao ser
desenvolvidos para todos os trés processos mencionados, sendo ele a continuagao da
pesquisa, descrita nos trabalhos [73-84]. Nos trabalhos [74-84] tem sido feita a ten-
tativa da modelagem matemitica dos processos da eletrossintese e de modificagao de
polimeros condutores conjugados (com a énfase no desempenho de sensores e biossen-
sores, baseados em polimeros condutores).

O caso de metionina ¢ diferente, pois ¢ o polimero condutor doutro tipo (neste caso,
policletrdlito, que nio ¢ conjugado e isto explica o fato de o potencial de polimerizagao
ser superior que no caso dos compostos heterociclicos aromdticos), que também ¢ capaz
de formar sais e complexos que dificultam a eletropolimerizagio. E mais uma causa da
escolha do elétrodo de carbono vitreo em vez do metalico. O fato de o polimero ser um
polieletrolito também explica a dependéncia do pH para o comportamento do compd-
sito com respeito ao seu desempenho.

SECAO I. ELETROPOLIMERIZACAO

Caso da eletropolimerizagao sobre o carbono vitreo

A eletrossintese de polimeros condutores por meio de eletropolimerizagao pode ser
feita de trés modos: potenciodinimico, galvanostitico e potenciostdtico.

Se a eletropolimerizagao for realizada no modo potenciodindmico (como foi feito em
[73]), serao obtidos os filmes finos cujas caracteristicas dependem das janelas de poten-
cial escolhidas para a obten¢ao do revestimento. Além disso, encontrar-se-3o0 muitas
dificuldades. A morfologia do polimero nao sera satisfatdria, haja vista que o polimero
resultante serd parcialmente sobreoxidado. Além disso, durante a eletropolimerizagao
potenciodinimica também sio possiveis os “pontos mortos’, nos quais a polimeriza¢ao
nio ocorre durante algum tempo.

A cletropolimerizagio galvanostitica pode ser realizada (e se realiza com bas-
tante frequéncia), mas ¢ dificil determinar a densidade da corrente mais adequada a
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eletropolimerizagio do monémero. E, ainda por cima, a corrente que circula pode
sobreoxidar o polimero resultante, como no caso da eletropolimerizagio potenciodi-
nimica.

A polimerizagao potenciostatica ¢ a mais frequentemente usada pois ¢ muito facil man-
ter o potencial do eletrodo préximo ao pico do voltamperograma ciclico feito nas con-
dicoes da eletropolimerizagao.

Para todos os trés modos, os modelos matematicos vém sendo propostos nos trabalhos
(74, 75] e no caso do aminodcido no eletrodo de carbono vitreo, todas elas funcionam
(menos o modelo do crescimento da cadeia, descrito em [74] para compostos arométi-
cos). Vamos mostrar o modelo em detalhes para o modo potenciodindmico usado no

trabalho [73].

Para a descrigio da eletropolimerizagiao no modo potenciodindmico (supondo a dife-
renga de potenciais do 4nodo e do cdtodo constantes), usamos trés varidveis:

¢ — a concentragao do mondémero na camada pré-superficial;

& — o grau do recobrimento da superficie do elétrodo pelo monémero;

q - a carga do 4nodo.

Nos modelos, descritos neste artigo, para simplificar a modelagem, supoe-se que:

- o eletrdlito de suporte esteja em excesso — destarte podemos menosprezar o
fluxo de migragio, bem como as despesas do dopante;

- o reator esteja sendo agitado intensamente — assim podemos menosprezar o
fluxo causado por convecgio;

- adistribui¢ao concentracional do mon6émero na segao 1, dos ions metélicos
na se¢ao 2 e do analito na se¢io 3 na camada pré-superficial seja linear e a
espessura da camada, constante e igual a d.

O monémero entra na camada pre-superficial difundindo-se no interior da solugio e
dessorvendo-se da superficie e sai da camada adsorvendo para a superficie de elétrodo.
Entio, a equagio do balanco pode ser descrita como
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Sendo v_; e v, as velocidades de dessor¢ao e adsorc¢io, D o coeficiente da difusao do
mondmero e ¢, a concentragio do mondmero no interior da solugio.

O mondmero chega até a superficie adsorvendo-se sobre ela e sai dela dessorvendo-
se. Ele também ¢ consumido durante a sua polimerizagio. A equagio do balan¢o do
mondmero (eq. 6) na superficie do catodo pode-se descrever como.

do

zzft,max(vl_vfl_UZ)EFvZ (2)

Sendo I}, aconcentra¢io superficial maxima do monémero ¢ v, a velocidade da sua
eletropolimerizagio.

Para o 4nodo aplica-se a densidade da corrente conveniente para o processo. O valor
desta corrente diminui para que ocorra a reagao eletroquimica. Nas condi¢ées do modo
potenciodinimico, a equagao de balango de carga pode ser descrita como:

dg _ U

AT ®)

sendo U a diferenca de potenciais do 4nodo e do catodo, 4 a drea do eletrodo e R a
resisténcia da superficie, 7 ¢ a corrente faradaica.

As velocidades dos processos respectivos e a corrente de Faraday podem calcular-se
como:

(K, — K, )y +2K, 00,

v, = k exp( 2RTT v)exp(a(6))c(1—6) (4)
K,—K, +2K
v,=k, CXP(( 21);;(1} Al (1—=7))exp(—ab)d (5)
P zF
v, = kzé CXP[EQOO] (6)
Z.F: Z.an()dico cat()dlco zF ) (7)

em que &, ¢ k_; s3o as constantes de adsor¢ao e dessorgio do monémero, K, e K signi-
ficam respectivamente as capacidades elétricas das regioes das camadas, pré-superficial
que se referem a superficie coberta pelo mondmero e a superficie livre, ¢, ¢ o salto de
potencial relativo ao potencial de carga zero na regiio da dupla camada (CED), relativa
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aregido da superficie coberta pelo mondmero e ¢, significa o salto de potencial relativo
ao potencial de carga zero na regido da CED relativa a superficie livre e ¥ ¢ a constante
(7 < 1) que descreve o grau de modificagao da capacidade da CED durante a adsorgao,
k, a constante da reagao, x a ordem da reagao do mondmero, z a quantidade dos elétrons
transferidos, F'a constante de Faraday, R ¢ a constante universal dos gases e 7"¢ a tem-

peratura absoluta da solugao.

Resultados e discussao (subsecao 1.1.)

O comportamento do sistema eletroquimico serd investigado por meio da andlise do
sistema de equagdes diferenciais (1-3) reformuladas, haja visto as relagoes algébricas
(4-7). A matriz funcional de Jacobi, cujos elementos vém descritos para o estado esta-

ciondrio, como:

a4y a3
J=ay a, ay (8)
a a a

_ _ v,
=, " < _041”1_0‘—1”—1""7

250 " sl1—0

OF 2 (KO_KI )¢0+K1¢1
= 1_
=g o|RIT. K, (-0 k,0 0 T A7)

OF, v
421:a_czzrmix171
et ke [ﬂgo]
ﬂ_%_r_l 1—g TR T szTO
22 8919 max1 _kzx@x7lﬂgpo(Ko—Kl)+K1S01

RT KO+K,(1-0)
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<K0_K1 )(bo +K1¢1

(fyvl + (1 _7)1}71)

a :%:F71 _RTFMKO(1_0)+K10
23 aq max1 ZF 1
—o v,
RT “K,(1-0)+K,0
OF,
43128—;:0
az = 9k _ 2F|—k, exp[ﬁ%]_kzx(a“ 7E (K, —K)+ K,
90 RT RT K,0+K,(1-6)
= Gr = ; (9-17)
v Oq RT “K,(1-0)+K,0

O estado estaciondrio estdvel: para determinar as condigoes do estado estaciondrio esta-
vel, vamos usar o critério de Routh e Hurwitz. A equagio caracteristica do sistema de
equagdes (1-3) pode ser descrita como:

D + AD* + BO+T =0 (18)
sendo que:
A:—<411+422—|—ﬂ33) (19)
B— 4 ap n a4y . Ay Ay (20)
Ay dyp| |43 4| |4 4y
a4 a4
I'=—la,, a, ay; (21)
a, a a

O critério de Routh e Hurwitz requer que, para um estado estaciondrio estavel, os
minores dos membros da diagonal principal da matriz de Hurwitz.
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4 1 0
I' B 4 (22)
0 o I
sejam positivos. Os menores dos membros da diagonal principal da matriz:
4 1 0
A4 1
Ale,AZZF B,A3:F B 4 (23)
0 0o I

Visto que A;=T'A,, podemos formar a condicio do estado estaciondrio estdvel como
I'>0.

Para simplificar a anélise de Jacobiano, ¢ introduzido novas varidveis de modo que o
jacobiano serd descrito como:

—Rh—=4 _VS Aw
41 Vi=V5 _Aw_Xz (24)
0 NZ—zFVP N - X,

3

2z
6T,

sendo:

Z — i - parametro de difusio; 2 = g, - parimetro de adsorgio (25);

1) c

V. v A .
1 —1 - .
+ v, -+ o — 7 VS parametro dO comportamento superﬁc1al (26),

14

w1 nF g (K —K))+ K,
RT KO0+K,1-06)

k, cxp[ﬂ <p0] + k,x0 =} - parimetro da eletropoli-
RT ’
merizagio (27);

(Ko _KI )(;50 +K1 ¢1
RTT K,(1-0)+K,0

(yo, +(1—7)v_,)=Aqy - parimetro do impacto superficial

na transferéncia de carga (28);
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a ZF v 1 X N Cl . d l : =
- = - t T t -
Py X (1_9) KO , - parAmetro do impacto de polimerizac¢io na trans
feréncia de carga (29);

V. OR - V. OR -

— = N, - parAmetros da mudanca da resisténcia da super-

_ 2N,
AR* 00 7 AR g

ficie (30, 31).

Levando em consideracio o critério de estabilidade e as expressoes (24-31), resolve-se

a inequagdo Det J < 0 ¢ obtém-se a condi¢ao de estabilidade do estado estacionario
como:

(AyN, — ApzFV, +V,N, -V X,

- - - _ +1((32
V.N,—V,X,—V,N,+V, X, + AYN, + X,N, — ApzFX , — AyzFX, (32)

—K<g1

Pode-se concluir que para a estabilidade do estado estaciondrio contribuem:
- alta velocidade da difusio (altos valores de x);
- alta velocidade-padrio de adsorgio (altos valores de g;);

- alto valor da velocidade-padrio da eletropolimerizagio (altos valores da /), acompa-
nhado pelas influéncias na dupla camada dos processos superficiais (valores negativos
de Ay) ou da eletropolimerizagio (negatividade do parimetro 7);

- as influéncias das mudancas ciclicas da superficie ndo dao um impacto importante a
estabilidade do estado estacionario.

A equivaléncia dos efeitos favoréveis a estabilidade e 4 instabilidade do estado estacio-
nério leva 4 apari¢io da instabilidade monoténica (ou instabilidade de sela e né), cuja
condi¢ao principal pode ser descrita como:

(AYN, = ApzFV, +V,N, -V X,

_ _ _ _ +1/(33)
V.N,~V.X,~V,N,+V,X, + ApN, + X, N, — ApzFX, — AyzFX,

_K:gl

Para a instabilidade oscilatéria ser realizada, ¢ preciso (nao sendo suficiente) que a dia-
gonal principal da matriz de Jacobi contenha os elementos positivos, pois eles descre-
vem a positiva ligacao de retorno, ou seja, autocatalise no sentido mais amplo do termo.
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Na diagonal principal tem 3 elementos, capazes de ser positivos, os dois estao na célula
a0 que serd no caso de:

- o elemento Vser positivo;
- 0 elemento ¥, ter valores negativos.
Mais um estd na a;; para o caso de o elemento NNj ser positivo.

O primeiro caso ¢ o da interagao lateral de particulas adsorvidas, que promove o cres-
cimento da cadeia, mas nao faz parte do mecanismo. A interagao lateral pode ser pro-
movida pela:

- interagdo spin-spin dos radical-cdtions;
- interacdo eletrostatica dos fons bipolares.

O segundo caso descreve as influéncias na dupla camada elétrica da eletropolimeriza-
¢a0, alids, dos processos da eletro-oxidagao que a acompanham. Tais influéncias usual-
mente se manifestam quando ocorre o recarregamento da camada durante a formagao
do filme polifuncional, no momento da eletro-oxidagao dos redutores fortes.

O terceiro caso descreve o comportamento oscilatério durante a formagao do polimero
passivo de alta resisténcia e de baixa capacidade de depositar a carga elétrica.

Desta forma em geral, o comportamento do sistema com a eletropolimeriza¢ao do
aminodcido sobre o carbono vitreo nio difere dos outros casos de eletropolimerizagao,
sendo porém, mais complicado.

Caso da eletropolimeriza¢ao sobre metais ativos

Alguns dos mondmeros (inclusive aminodcidos) podem acomplicar a sua eletropoli-
merizagio sobre certos metais por causa da formagio de complexos, sendo este fend-
meno observado na modificagao electroquimica, bem como na electropolimerizagao
[85, 86]. Para o processo da electromodificagio este processo tem sido considerado
nocivo, porém, para o caso da eletropolimeriza¢io a formagao de complexos contribui
muito na adesdo do filme polimérico, na condutividade, na cor e nas propriedades ele-
trocromicas.

Assim sendo, a escolha do carbono vitreo como o material do 4nodo em vez de uma
supeficie metdlica como aco ou aluminio ¢ explicada também pela possivel formagao
de complexos, cuja formagao diminui a quantidade dos sitios ativos de ligagio com as
nanoparticulas de ouro.

395



Volodymyr V. Tkach, Silvio C. de Oliveira, Yana G. Ivanushko, Svitlana M. Lukanova, Reza Ojani ez 4/.

Para descrever matematicamente a eletropolimerizagao potenciostitica do aminodcido
sobre metais de transi¢ao, usar-se-ao as 3 variaveis:

¢ — a concentra¢ao do aminodcido na camada pré-superficial;
0 - o grau de recubrimento da superficie pelo monémerio;

x — o grau de recubrimento da superficie pelo complexo do monémero, supondo o
suposto acima.

O mondmero entra na camada pre-superficial difundindo a ele do interior da solugio e
dessorvendo-se da superficie e sai da camada adsorvendo para a superficie de elétrodo.
Entio, a equagao do balanco (eq. 5) pode ser descrita conforme:

de 2 D

—=Z|v,—v,+=(c,—)|=F (34)
dr 6 0

Sendo v, e v_, as velocidades da adsor¢ao e da dessor¢ao do mondmero, D o coeficiente
da difusdo e ¢, a concentragio do mondémero no interior da solugao.

O monoémero entra na superficie por meio da adsor¢ao e sai por meio da sua dessorgao.
Também ele participa da eletrocopolimeriza¢ao com o seu préprio complexo e da for-
mago do préprio. Destarte, a equagao de balango serd descrita como:

do

Z:Fz,mm((”l_vq_”z_”a)EFz (35)

sendo T, a concentragio maxima superficial do monémero, v, a velocidade da ele-

tropolimerizagao e v;a da formagao do complexo.

O complexo ¢ formado por meio da reagio entre 0 mondmero e a superficie metalica e
participa da eletrocopolimerizagio com o préprio mondmero. Destarte, a equacio de
balanco sera descrita como

dx
;:Fx,max <U3 _UZ)E}% (36)
Sendo I, . a concentragao superficial maxima do complexo.

As velocidades da adsor¢ao e da dessor¢ao do monémero, da sua eletropolimerizagio e
da formagao do complexo podem descrever-se como:

396



Desempenho eletroanalitico do compésito poli(l-metionina)-nano-Au

(Ko — K1 )903 + 2K2900(P1

v, = ky exp(— SRTT ¥)exp(a(6),))e,(1—0) (37,38)
max 1
K,—K)p: +2K
yﬂ:k,]exp(( 0 211%?1”1 2201 (1 — ) )exp(—ab)f
. F
v, =k0"x’ CXP[_;_TS%] (39)
v, =k,0 exp(ﬁlx) (40)

sendo f3, o coeficiente da interagio entre o mondmero e a superficie metalica, x e y as
ordens de reagdes, obtidas por meio da aplicagao das leis de Mayo-Lewis da eletroco-
polimerizagio.

O comportamento do sistema serd estudado por meio da anélise do sistema de equa-
coes (34-36), sendo tomadas em conta as relagoes algébricas (37-40) por meio da teoria
de estabilidade lineal. A matriz funcional de Jacobi para o sistema (34-36) serd descrito
como:

4y 4 a4
J=\a a4, ay (41)
a, a a

sendo que:

a

OF, 2[ Oy, D] OF, 2[ v, 81}1] _OF, 0Oy
_ _ = a, = = =14 a,=—=——"

"0 6l o 6 T 00 sl a0 80 oy Ox
OB Oy, OB [%_%_%_%
e Y R [ VRV RV I,
g =05 o [On Ov, O _OF _,
» ox maxd dx Ox Ox ay, e
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00 00

a

8}:; ! [803' %] 33:%—F[;“[8v3»_%
dx ’

32 89 ¢,max a 8X aX ] ( )

Para simplificar a andlise da matriz, introduzimos as novas varidveis para o determi-
nante obter a forma

—L—K - X
2
6merimx L ES_EP_ZC Xs _XP _XC (51)
. 0 Y. —%, X, -X,

Aplicando o critério de Routh-Hurwitz obtém-se a condicao da estabilidade do estado
estaciondrio de forma seguinte:

LS. X, —5,X, +5.X, +5,X, - 5,X, — 4)

v (52)

K>
sendo:
A':ESXC—ZZPXC—ZECXC—ESXP—ZCXS+ZPXS (53)

A condigio pode ser interpretada de seguinte forma. O estado estaciondrio tende a ser
estavel no caso de a reagdo ser “cineticamente controlada’, ou seja, quando a velocidade
da difusdo ¢ superior a dos processos quimicos. Outrossim, os valores mais altos das
velocidades da eletropolimerizagao e da formagio de complexos em relagao as velocida-
des de adsor¢io e dessor¢ao favorecem a estabilidade.

Ao serem iguais as influéncias mencionadas, realiza-se a bifurcagio de sela e né e rea-
liza-se a instabilidade monotdnica, a condigao de cuja aparigao é:

= L(E(;Xs — EPXS + 2(,};5 + ZJSXC — ESXP — A—) (54)

Usando a metodologia apresentada acima, pode-se ver que o comportamento oscilat6-
rio pode ser descrito pela positividade de seguintes elementos da diagonal principal da
matriz ¢ causado pelos seguintes fatores:
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- 2, nas condig¢bes da atragio entre particulas adsorvidas,
- 2, no caso do rearranjo da dupla camada durante a eletropolimerizagao (¢,<0)
- X, no caso da atracio entre o mondmero e a superficie metélica.

Se as duas primeiras sao caracteristicas para todos os processos da eletropolimeriza-
¢a0, a terceira ¢ especifica para os sistemas com a formagio de complexos na superficie.
Assim, o fator mencionado ¢ responsével pelo comportamento oscilatério aquando da
eletropolimeriza¢io, acompanhada pela formagio de complexos.

SECAO II. ELETRODEPOSIGAO

Modo potenciostatico

Segundo o artigo [73], na sintese do revestimento sensitivo, apds a eletropolimerizagio
do mondémero, neste caso do aminoacido metionina, ocorreu a deposi¢ao catddica de
nanoparticulas de ouro.

Outro jeito de modificar poderia ser a intercalagio delas para dentro da matriz poli-
mérica por meio da dopagem. Porém, se tal processo fosse feito a matriz polimérica
bloquearia parcialmente o contato de particulas intercaladas com o analito. Destarte
ocorreu a deposi¢ao catddica de nanoparticulas de ouro com a préxima ligagao delas
com o polieletrélito depositado.

Embora as instabilidades ocorram mais frequentemente nos processos anddicos, nos
processos catédicos [87] também podem ocorrer oscilagoes eletroquimicas, multipli-
cidade de estados estaciondrios e outros. Assim sendo, isso leva a pensar que no caso da
eletrodeposi¢io descrita em [73], sob algumas condigoes, talvez nio mencionadas no
trabalho, podem ocorrer as instabilidades de estados estacionérios.

Como a eletrodeposicao ocorreu sem adsor¢ao do fon complexo de ouro, para a des-
cricio matemdtica do processo no modo potenciostatico (sendo o valor concreto do
potencial catddico mencionado no trabalho referente) usam-se as duas varidveis (usar-
se-iam as 3, caso a eletrorreducao fosse precedida pela adsor¢ao):

¢ — a concentragao dos ions complexos AuCl;;

T - o grau do revestimento da superficie do eletrodo pelas nanoparticulas de ouro, haja
vista 0 pressuposto acima.
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Os ions complexos difundem-se para a camada pré-superficial e, ap6s isso, sao eletror-
reduzidos formando o metal sob a forma de nanoparticulas. Posto assim, a equagio de
balango dos ions complexos de ouro (III) serd descrita como:

ﬁ_z[z)
dt 6

Sl —c)—rﬂd] (55)

sendo 7,,,a velocidade de deposicao catddica, ¢, a concentragio dos ions complexos no
interior da solugao.

As nanoparticulas metélicas formam-se aquando da eletrorredu¢ao do Anion AuCl;~ e,
depois, formam ligagoes covalentes com o polieletrolito depositado. Destarte, a equa-
¢ao de balanco sera descrita como:

ar 1
T (56)

max

sendo 7, a concentragao maxima de particulas metalicas sobre o polieletrélito e 7, a
velocidade da formagao de ligagdes entre elas e o polieletrdlito.

As velocidades das reagoes podem ser calculadas como:

3F
Ved :kred(:(l_T)eXp[ﬁ(pO] (57)

;?lg :kligTexp(yT) (58)

sendo £, a constante da eletrorredugao, ;, da formagao do compésito. A aparigio do
niimero 3 na equagio (57) ¢ explicada pelo fato de se transferirem, aquando da reagio
elementar, os 3 elétrons:

[AuCl4]_ (aq)+3e™ = Au’ (s)+4Cl~ (ﬂg) (59)

y ¢ o coeficiente que descreve a interagio entre o polieletrdlito e as nanoparticulas
metélicas.

Analisar-se-4 o sistema de equagdes (55, 56), tendo em conta as relagdes (57, 58) por
meio da teoria de estabilidade linear e da anélise de bifurcagdes. A matriz funcional de
Jacobi, sendo os seus elementos calculados para o estado estaciondrio, ver-se-4 como:
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ﬂll ﬂ]Z
(60)
le 422
Sendo:
2 3F D 2 3F
wm=y -K,,(1- T)CXP[E%J— 31Ty KWCCXP[E%]
1 3F
——|-K_,(1-T)exp| >
4y r_ rm’( )CXP[RT‘po]
1 3F
an = F_ —R,,cCXp ﬁ(po - klig CXp()/T) - Vklz‘gTeXP(VT) (61 - 64)

Depois da simplificacio, feita por meio da introducio de novas varidveis, o
determinante da matriz descrever-se-4 como:

» FE-K @
or | E —®-P (65)

X

Como a condigio de Tr J < 0 ¢ satisfeita para a maioria dos sistemas (e, pelo que se vé,
para este também), a principal serd Det J >0, que se satisfard em condigio de:
EP
d+P

(66)

Esta condi¢ao confirma a auséncia da possibilidade de quaisquer instabilidades no sis-
tema, descrito em [73]. Manter-se-4, nele, o estado estaciondrio estavel.

O «x, parAmetro de difusio, ¢ sempre positivo e os pardmetros = ¢ @, também. Assim,
o tinico parAmetro, capaz de ser negativo, pode ser P, mas isso sé acontecerd no caso da
interagao repelente, o que nio existe no sistema em destaque. Assim, nao serdo satisfei-
tas, para cle, as condi¢des de Det J = 0 (com a positividade do pardmetro P, o determi-
nante serd positivo) para a instabilidade monoténica, e de Tr ] = 0 para a oscilatéria (o
trago da matriz terd valores negativos). Assim, matematicamente ¢ confirmada a razoa-
bilidade da escolha de modo da eletrodeposicao catddica de nanoparticulas.
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Em geral, porém, ambas as instabilidades podem ocorrer, mas sé no caso da ocorréncia
da interagio repelente entre o revestimento e as nanoparticulas.

Modo galvanostatico

Como foi descrito na subsecio 2.1, a razoabilidade da escolha do modo da eletrode-
posicao para o processo do artigo [73] (potenciostatico), foi comprovada pela mode-
lagem matemdtica. Para o sistema concreto nio acontecem quaisquer instabilidades
eletroquimicas, mantendo-se o estado estaciondrio estével.

Para os modos galvanostitico e potenciodinAmico o comportamento ¢ mais compli-
cado, pois hd mais fatores que o definem.

Assim, para analisa-lo matematicamente, introduzir-se-ao as trés varidveis:

¢ — a concentragao dos fons complexos AuCly;

T - o grau do revestimento da superficie do elétrodo pelas nanoparticulas de ouro,
Q —acarga do elétrodo.

Como no caso da subsecio anterior, os fons complexos difundem-se para a camada pré-
superficial e, apds isso, sao eletrorreduzidos, formando o metal sob a forma de nanopar-
ticulas. Posto assim, a equagiao de balango dos fons complexas de ouro (III) serd descrita
como:

dc 2

R R )

sendo 7,,,a velocidade de deposi¢ao catddica e ¢, a concentragio dos fons complexos no
interior da solugao.

As nanoparticulas metalicas formam-se aquando da eletrorreducio do 4nion AuCl," e,
depois formam ligagoes covalentes com o polieletrdlito depositado. Destarte, a equa-
¢ao de balango serd descrita como:

a_1
d T

max

Veed — Vlzg ) (68)

Sendo I’

max

a concentragio maxima de particulas metélicas por sobre o polieletrélito e
71, a velocidade da formagao de ligagoes entre elas e o polieletrélito.
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A equagao de balanco de carga do elétrodo, para o modo galvanostatico serd descrita

como
4Q
s =1 (69)
E, como na subsegéo anterior,
3F
rred = kredc(l_T)exp[E(pO] (70)
nz'g :kligTexp<’yT) (71)
ip =—3Fr, (72),

sendo a apari¢ao do niimero 3 explicada acima.

Analisamos o comportamento do sistema da eletrodeposi¢ao galvanostatica de nano-
particulas de ouro por meio do uso da metodologia anteriormente descrita com o sis-
tema de equagoes diferenciais (67-69). Os elementos estaciondrios da matriz funcional
de Jacobi podem calcular-se como:

ay 4y a3
Ay Ay Ay (73)
a3 A3 Ay
Sendo:
2 3F D 2 3F
ay = 5[_krm' (1 - T)CXP[E‘pO ] - g] ap = 5[_kredcexp[ﬁ(p0 ]]
2 3F 1 3F
413 = 5[_k7€d6<1 - T)fexp[ﬁ(po ]] 421 = r_[_kred (1 - T)CXP[E(,DO ]]

1 3F
a,, :—[—kdeCXP[E(pO]—k@ CXP(yT)— k/,gTCXP(yT)]

1 3F
dZ3 :F_[kredc(l_T>fCXp[E(p0 ]]

max
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3F 3F
a3 = _3F[kred (1_ T)CXP[E‘po ]] Ay = 3F[kwl€exp[ﬁ(p0]]

ay, = —3F[kmdc(l—T)fexp[%(po ]J (74-82)

Apés a introdugio de novos pardmetros, que descrevem varios impactos dos processos
a0 estado estaciondrio, o determinante do jacobiano ver-se-4 como:

‘ -Z-K )] -U
SF 2 _e-p U (83)
6Fmax r—
—-= b -U

Haja vista a ndo negatividade do coeficiente na expressio (83), a condi¢ao de estabili-
dade do estado estaciondrio, aplicando-se o critério Routh-Hurwitz, obter-se-4 sob a
forma de:

(-E-K)PU+EPU <0 (84)

que se reduz até

—kPU <0 (85)

Como nio hé, no sistema em destaque, forcas repelentes entre as nanoparticulas ¢ o
polieletrélito, bem como a diminui¢ao da capacidade de deposi¢ao de carga por parte
do compdsito formado, comparado com o polimero, nao vai haver possibilidade de ins-
tabilidades oscilatdria e monoténica e a condigio (85) se satisfaz sempre. Assim sendo,
no modo galvanostatico a eletrodeposi¢io de nanoparticulas de ouro sobre o poliami-
nodcido também corre sem instabilidades.

Em geral, porém o comportamento oscilatério pode ser causado pela possivel intera¢ao
repelente entre as nanoparticulas metdlicas (negatividade de P) e diminuigio da possi-
bilidade de depositar carga elétrica pelo compdsito (negatividade de U).

A instabilidade monotédnica pode ser causada pela igualdade dos impactos da atragao
entre as nanoparticulas metélicas e o polieletrélito aos da sua eletrodeposicao (nuli-

dade de P).
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SECAO III. DESEMPENHO DO SENSOR

Os PC sao amplamente usados em sensores ¢ biossensores eletroquimicos [14-58].
Como ¢ conhecido, o polimero condutor pode desempenhar, no sensor, o papel de

- substincia ativa (sendo o exemplo, o polimero condutor, substituido pelo fragmento
do fator ou cofator da enzima—esquema I);

Analito ><\ Enz (Ox) >/
Producto Enz (Red.

Anodo
- mediador (esquema-ITI)
Analito Enzima (Ox) Mediador (Ox)
Producto xEnmma Red) ><Med1ador (Red) >/ \|:|Anodo
- catalisador.

A descri¢ao matematica do desempenho de compdsitos, baseados em polimeros con-
dutores, pode ser feita de dois jeitos:

- considerando o compésito como um todo (menosprezando a distribuicio de papéis
dos seus componentes no desempenho do sensor), ou seja, tendo em base o Esq. I;

- tendo em conta os papéis dos componentes do compésito (neste caso, as nanopar-
ticulas sao substincia ativa e o polimero condutor, o mediador), ou seja, tendo em
base o Esq. IL

Ambas as possibilidades foram usadas nos nossos trabalhos anteriores.

Embora o primeiro jeito possa ser criticado pela possivel inexatidao, tal “jun¢io” pode
simplificar a modelagem, especialmente quando ¢ preciso descrever matematicamente
adeterminacio de dois compostos diferentes ou de investigar, por meio da modelagem,
a influéncia da presenca doutras substincias ao desempenho do sensor.
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Na subsecao 3.1. serd modelado e investigado teoricamente o desempenho do sensor,
descrito em [73]. Na subse¢ao 3.2. serd descrita a influéncia de outras substincias ao
seu desempenho.

A descrigdo matemdtica da detecgio simultinea de dopamina e dcido sirico no pH neutro
por meio do sensor, baseado no compdsito nano-Au-poliaminodcido.

Para tal, serdo introduzidas as trés varidveis:
A, — a concentragao da dopamina na camada pré-superficial;
A, — a concentragao do 4cido urico na camada pré-superficial;

© - o grau do recobrimento do compésito reduzido, sendo que a forma oxidada, a
principio, cobre toda a superficie,

Supondo o exposto acima.

Os analitos entram na camada pré-superficial por meio da difusao e depois reagem com
o compdsito, sendo oxidadas. Além disso, eles voltam ao seu estado inicial mudando-se
o potencial do elétrodo, pois 0 comportamento eletroquimico do compésito, segundo
[73] foi reversivel. Outrossim, eles reagem um com outro destarte, as equagoes de
balango da concentracio dos analitos na camada pré-superficial serao descritas como:

d4,  2(D
d—;:g[g(ﬁ'm—ﬁ’l)—ﬁ—m]:ﬁ (86)
dA 2(A

dtz ZE[E(AZB _Az>_72 _Vd]:Fz (87)

Sendo D e A os seus coeficientes de difusio, 4,5 ¢ 4,5 as concentragdes dos analitos no
interior da solugao, 7y, 7, ¢ 7, as velocidades das rea¢oes da oxidagao quimica entre o
compdsito e os analitos e da possivel reagio da dopamina com o 4cido trico.

A forma reduzida do compésito ¢ formada por meio da oxidagio de analitos, sendo
depois eletroquimicamente oxidada. Como a reagio do compdsito ¢é reversivel, a forma
reduzida também ¢ formada aquando do processo catédico de reducio. Destarte, a
equagio de seu balanco serd descrita como:

49 _

1
o= it )=h (88)

max
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com as varidveis andlogas as descritas nas se¢des anteriores.

As velocidades das respectivas reages podem ser calculadas como:

r = klAl (1'@);

= szz(l‘@),

r3= k;@exp (nFp,/RT)

3= k_5(1-®)exp (-nFipo/RT) (89-92)

Investigando-se o comportamento do sensor, analisa-se o sistema (86-88) por meio da
teoria de estabilidade linear. Os elementos estaciondrios da matriz funcional de Jacobi
serao:

a4 4y
4y 4y AaAp (93)
a3 4y Ay
sendo:
_ OF, 2 D . OF, _—Z/edAl
11 o4, s k(1—0)+ +de2] 4 4, s
OF 2 OF, OF. 2 A
ﬂ13 :a—éZE 1[1 421 :a/;l :_kd 2 412 :8—/422:—3[,%2(1—@)———de1
OF 2 _%_kl(l—@) _(9];'3 _kz(l—@)
423 :_Zz—kzcz ﬂ31 == e 432 == -
00 4 o4, T, o4, T,
F nF o,(K,—K)+K,p
kA —k A —Fk L ke 0 0 1 1¥1
AR 3CXP[RT%] URT KO+K,(1-0)
— 102
—@CXP[—}IZF@O]—F@(I—@);QFQPO(KO K1)+K1<P1 (4-102)
g _%_ RT ; RT KO+K,(1-0)
3759 T

max
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Com a introdugao de novas varidveis, o determinante simplificar-se-4 até:

4DA _Rl — Ky _Ul _Uz Xl
ST —U, —R, =k, =U, X, (103)
" Rl Rz _Xl_Xz_W—1+W—2_VV1_VVz

Aplicando-se o critério de estabilidade mencionado acima, obter-se-4 a condi¢ao de
estabilidade do estado estacionario sob a forma:

Xl (_Ule _Rzkl _Ule _klkz _U1/€2 _k1U2>+
Xz (_Ule _lez _Ule _lez _Ule _klkz _Uzkl _kZUl)_
(W, +W,+W_ =W_,(U,R + Rk, +U,R +kk, +U,k + kU, +U R, + Rk )<0

(104)

Mesmo que se mantenham na expressao (104) os parénteses, pode-se ver que as expres-
soes que os coeficientes que acompanham os pardmetros da concentragao dos analitos
(X} eX,) s3o negativos, assim o aumento da velocidade da difusao do analito (aumento
de valores de parAmetros x), ¢ das suas reagoes (aumento de valores dos parimetros
U e R) faz com que o estado estaciondrio seja mais estdvel, sendo confirmado o con-
trole de reago pela difusio, relatado em [73]. A aceleragio das reagoes eletroquimicas
(aumento de /] e de I¥,) sem influéncias & dupla camada (positividade de /7, ¢ a nega-
tividade de /77.,). Posto assim, a regido do melhor desempenho (trecho linear da curva
parAmetro eletroquimico—concentragio do analito) para o sensor deve ser vasta, o que
estd de acordo com os dados experimentais [73].

Aquando da igualdade dos efeitos da dupla camada as outras, ocorre a instabilidade
monotdnica, a condi¢ao de cuja apari¢ao pode ser descrita como:

X, (-U,R,— Rk —UR,—kk,—Uk,—kU, )+
Xz (_Ule _lez _Ule _klkz _Uzkl _szl)_
(W, +W,+W_ —=W_,)(U,R + Rk, +U,R +kk, +Uk +kU +UR, +Rk)=0

(105)

Como nos casos anteriores do comportamento dos sensores eletroquimicos, baseados
em polimeros condutores [74-84], o comportamento oscilatério pode ser causado pela
influéncia das etapas eletroquimicas & dupla camada (neste caso, a negatividade de /7,
¢ a positividade de 7,). Porém agora, haja vista a reversibilidade da reagao, o “ciclo de
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limite” vai ser acompanhado pelo arranjo-rearranjo desta camada e as mudancas cicli-
cas das suas capacitincias. Esta causa do comportamento oscilatdrio ¢ a nica, pois as
propriedades dos analitos ndo preveem autocatlise.

Destarte, 0 modelo confirma o observado experimentalmente em [73], sendo também
possivel a sua aplicagio para casos andlogos.

A influéncia do pH e do pOH ao desempenho do sensor

Em [73] foi visto que o desempenho do sensor era melhor sob pH=7, o que se deve a
melhor estabilidade do aminoédcido no meio neutro.

As diferentes inclina¢des da curva de relagdes de correntes de picos com o pH aos lados
bésico e 4cido (Fig. 4b de [73]) podem ser explicadas pelas diferentes capacidades dos

analitos de reagirem com os 4cidos e as bases fortes.

Para explicar a diferenca do comportamento do sensor nos valores do pH, diferentes
de 7, desenvolvemos um modelo matematico, capaz de descrever adequadamente os
processos no sistema que ocorrem aquando da andlise da concentragao de cada analito
dos mencionados.

O modelo, descrito em [84] pode aplicar-se ao sensor, descrito em [73], sendo as con-
clusdes da modelagem aplicadas. Mas, como o modelo [84] ¢ generalista, ¢ preciso
adaptd-lo, alids, aplicd-lo para o caso particular destacado, o que se fard nesta subsegao.

Para avaliar matematicamente a influéncia do pH ao desempenho do sensor, descrito
em [73] para cada um dos analitos, podemos introduzir 3 varidveis:

- A - a concentragao do analito na camada pré-superficial;
- © - o grau do recobrimento do compésito reduzido;

- H — a concentragio dos prétons na camada pré-superficial.
supondo o suposto acima.

Analogamente 4 subsecdo 3.1 e aos artigos [83, 84] ¢ haja vista a reversibilidade do
comportamento eletroquimico do compdsito, descrevem-se as equagdes de balango.
Destarte, o sistema de equagdes se apresenta como:
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d4 2(D
ZZS[E(AB_AI)_G_HI]:E
1
<62—?:P—(7’1 +r,—n—H,)=F, » (106-108)
dH 2

A
—==\=(H,-H)+r—-r,—H —H,—H ]
| dl‘ 6[ a 3 3 1 2 3 ]
sendo os parAmetros H as velocidades das reagoes dos protons com o analito, o com-

pésito reduzido e o oxidado correspondentemente. Se o acido for selénico, haverd a
destruicio do compésito eliminando-se as nanoparticulas de ouro.
¢ p

As velocidades das respectivas reagdes podem ser calculadas como:

r = kA (1-9);

3= k;@exp (nFp,/RT)
r_3=k_3(1-O)H'exp (-nFp,/RT)
H,=k; AH

H,=k,, HO

H,y=k,,H(1-O) (109-114)

tomando em conta que o polimero reage diferentemente com o compésito reduzido e
oxidado.

Para analisar o comportamento do sistema com o desempenho do sensor em meio
fortemente 4cido e compard-lo para o caso de meio neutro, investigamos o sistema de
equagoes diferenciais (106-108) por meio da teoria de estabilidade lineal e da anélise
de bifurcagoes. Os elementos estaciondrios da sua matriz funcional de Jacobi veem-se
como:
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4y 4 A
Ay Ay 4y (115)
Ay 4z Ay
sendo:
OF 2 D OF 2
ﬂll :8—141:—5[@(1—@)—{—?—’—/%}[1]_]] 412 :a—é:gklﬂ
BooH 8™ 94 T
_klA —@CXP[}IZFQDO]—@@ nk SOO(KO_Kl)"_K]‘Pl
RT RT KO+K,(1-0)
—hg7a4—nF@J+kgﬂL4»nF¢JK“;KJ+K”%
OF, RT RT KO+K,(1-0)
=50 r
F
OF kHz(l_@)+k—3(1_Q)CXP[_;TQDOJ OF. 9
3
“on . =g~ st
OF, 2 nF nF ¢o,(K,—K,)+K,p
=—=—(—k, H+k, H+Fk = o |+EO—T0 0 1 171
=g~ gttt Thus 3“%RT¢J ORT KO1K,(1-6)

ﬂ@oo(Ko_Kl)_{’Kﬁol
RT KO+K,(1-0)

F
k_3Hexp[—Z—Tgoo]—k_3H(l—@)

T 90 &

_8173_2[ A
0

F
———ky A=k, ,O—k_(1— @)exp[—;—T%] — k5 (1— @)](116—124)

J& pela anélise dos elementos da diagonal principal da matriz funcional de Jacobi se vé
que o comportamento pode ser causado pelos fatores mencionados da dupla camada,
mas a amplitude de oscilagdes vai crescer haja vista a apari¢ao dos elementos que des-
crevem o comportamento de prétons, introduzimos as novas varidveis para simplificar
0 Jacobiano e descrevé-lo de forma:
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—-K —n—A A X
4 ) 1
W 77 —1_93"'9_3 _XZ_X3 (125)
m A —A+K+Q,-Q, —X,—X,—X,—K,

Que, ap6s a jungao dos pardmetros que descrevem o comportamento superficial num
$0, vai simplificar-se até:

—-K,—n—A A X
4 1 77 1
m A —A4K-Q -K,-X —X,—K,

A condicio da estabilidade de estado estaciondrio, obtida do requisito de (126) <0,
pode ser expressa como:

(—k —n—=A)(AK, = AX, — Ak, + Qk, —QX, + QK )

127
+A(NK, +nX +0X, +nk, + AX )+ X, (nk—nA—nQ— AL+ 1Q)<0 (127)
Comparada  inequagao (104), a (127) tem mais elementos positivos & esquerda. Assim
sendo, pode ser confirmado que a diminui¢ao do pH torna menor a faixa de exatidao
do sensor e a intensidade do pico, haja vista o comportamento dos prétons.

Como pode ser observado, a estabilidade de estado estaciondrio mantém-se pelo
aumento da velocidade da difusio do analito (aumento de x,) e das velocidades da saida
de prétons. O aumento da concentracio de prétons, bem como a rapidez da sua difu-
s30 nao favorece a exatidao do sensor de aminas.

A instabilidade monoténica para este sistema ¢ realizada no caso de:

(—k—n—A)AK, —AX, — Ak, + Qk, —QX, + QK )

+A(NK, +nX +0X, +nk, + AX )+ X, (nk—nA—nQ— AL+ 1Q)=0 (128)
A mesma analise pode ser feita também para o meio fortemente bésico. Tal meio
também nio favorece a exatidio do sensor (nio favorecendo a estabilidade de estado
estaciondrio), mas, como as bases participam de menos reagoes, pois se comportam
de maneira diversa, a zona de estabilidade ¢ mais vasta que no caso do meio 4cido (ha
menos elementos positivos A esquerda da inequagao, analoga 4 inequagio 127). Dai a
assimetria do gréfico da dependéncia: “corrente de pico vs. pH”.
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CONCLUSOES

A modelagem matematica dos processos da eletropolimerizagiao do aminodcido,
da eletrodeposicao de nanoparticulas de ouro e do desempenho do sensor, base-
ado no compésito obtido, indo ao encontro dos dados experimentais, confirmou
a presenca de estruturas dissipativas temporais no primeiro e no terceiro pro-
cesso (para o caso do sensor experimentalmente descrito). No caso destacado, no
segundo processo nio ha estruturas dissipativas temporais, mas no caso geral da
eletrodeposi¢ao de nanoparticulas metalicas sobre o eletrélito elas podem ocor-
rer.

Aquando da eletropolimerizagao, a estabilidade de estado estacionrio ¢ favore-
cida pelos fatores abaixo.

no caso do elétrodo de carbono vitreo:
- alta velocidade da difusio (altos valores de «);
- alta velocidade-padrao da adsorcao (altos valores de ¢,);

- alto valor da velocidade-padriao da eletropolimerizagio (altos valores da
V), acompanhado pelas influéncias na dupla camada dos processos superfi-
ciais (valores negativos de Ay) ou da eletropolimerizacao (negatividade do
parimetro V));

no caso de elétrodo de metal ativo:
- reagdo cineticamente controlada.

A eletrodeposi¢ao potenciostatica de nanoparticulas de ouro sobre o polieletro-
lito ocorre no estado estacionario estivel. Obter-se-4 0 mesmo resultado ao se
usar o modo galvanostatico.

A comparagio de modelos de desempenho do sensor nos modos neutro, forte-
mente 4cido ¢ basico confirma o fato de o sensor ser mais exato e ter resposta mais
clara em meio neutro.

Os modelos podem ser usados nao sé para o sensor descrito, mas também para
todos os sensores semelhantes.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue microencapsular aceite de sacha inchi mediante
secado por aspersidn, con el fin de evitar las reacciones oxidativas de degradacion,
dado su alto contenido de 4cidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, los
cuales presentan grandes beneficios para la salud. Empleando maltodextrina y goma
ardbiga en una proporcién ( 1:1), se evalué la temperatura de entrada y la carga de
aceite, siendo 150 °C y 33% las mejores condiciones de trabajo durante el proceso
de secado. Se obtuvo un rendimiento vy eficiencia de microencapsulacion de 82,10 +
0,99% v 93,90 + 0,56%, respectivamente. Cabe mencionar que esta investigacion es
la primera en emplear la técnica de secado por aspersion, y como agentes formadores
de la pared polimérica la mezcla de maltodextrina y goma ardbiga en la microen-
capsulacion de aceite de sacha inchi. Mediante andlisis fisicoquimico, se evalué la
humedad del aceite de sacha inchi microencapsulado, manteniendo un contenido
de humedad a las 26 semanas de 4,60 + 0,02%. Al utilizar cromatografia de gases se

encontrd que no existe variacion en cuanto al perfil de 4cidos grasos antes y después
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de la microencapsulacién, y mediante espectroscopia infrarroja se demostré que el
aceite de sacha inchi se encuentra en el interior de las microcdpsulas. La microscopia
electrénica de barrido permitié observar que las microcdpsulas presentan forma esfé-
rica con una supertficie lisa y libre de poros, lo que evita la exposicién directa del

aceite a las diferentes condiciones ambientales.

Palabras claves: Microencapsulacién, sacha inchi, secado por aspersién.

SUMMARY

Microencapsulation of oil sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.) by spray drying

The objective of this research was microencapsulated sacha inchi oil by spray drying,
in order to prevent oxidative degradation reactions, given its high content of mono-
unsaturated and polyunsaturated fatty acids, which present great health benefits.
Employing a maltodextrin-gum arabic system in the same ratio (1:1), the inlet
temperature and the oil charge was evaluated, being 150 °C and 33% the best condi-
tions during the drying process, obtaining a performance and efficiency microencap-
sulation of 82.10 + 0.99% and 93.90 + 0.56%, respectively. It should be mentioned
that this research is the first one to use the spray drying technique and maltodextrin
and arabic gum as polymeric wall formers agents for the sacha inchi oil microen-
capsulation. By physicochemical analysis, the microencapsulated sacha inchi oil
moisture was evaluated, keeping a moisture content at 26 weeks of 4.60 + 0.02%,
applying gas chromatography, it was found that there is no variation in the fatty acid
profile before and after microencapsulation. Through infrared spectroscopy it was
shown that sacha inchi oil is inserted into the core of the microcapsules. The elec-
tron microscopy scanning allowed to observe that the microcapsules have a spherical
shape with a smooth surface and free of pores which prevent direct contact of the oil

with different ambient conditions.

Keywords: Microencapsulation, sacha inchi, spray drying.
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INTRODUCCION

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), es una planta tipo arbusto trepador que crece a
una altitud de entre 100 a 1500 msnm [1], y es conocida cominmente como mani del
inca. Esta planta es originaria de la selva peruana, ya que se estima fue empleada por la
civilizacién inca hace 3000 anos. Hoy en dia, se encuentra en las selvas montanosas de
Colombia y Ecuador. En esta tltima, se evidencia un crecimiento progresivo de estos
cultivos. Sacha inchi presenta cdpsulas tetra lobulares, las cuales contienen cuatro semi-
llas de un didmetro de alrededor de 2 cm [2].

Las semillas de sacha inchi presentan un contenido de proteina del 33%, y de lipidos en
un 54% [1], del cual un 50,8% pertenece a cidos grasos omega 3 (linolénico), cerca del
33,4% a 4cidos grasos omega 6 (linoleico), y aproximadamente un 9% a 4cidos grasos
omega 9 (oleico) [3]; su contenido de 4cidos grasos saturados es relativamente bajo, de

alrededor del 6% [4].

El aceite de sacha inchi presenta un alto contenido de dcidos grasos poliinsatura-
dos (PUFAs) —ya mencionado—, contiene vitaminas liposolubles como la Ay E, y
antioxidantes, todos estos propensos a reacciones de oxidacién [5]. Este tipo de dcidos
grasos poliinsaturados contrarrestan enfermedades cardiovasculares, de manera que
este aceite de sacha inchi resulta de gran interés para las industrias alimenticias y farma-
céuticas a nivel mundial.

Existen métodos fisicos que impiden la oxidacion al evitar el contacto de las sustancias
bioactivas con el oxigeno; dentro de estos se encuentran los procesos de microencap-
sulacion, los cuales llaman la atencién por su bajo costo y fécil implementacion en pro-
cesos industriales.

El proceso de microencapsulacion mediante secado por aspersiéon permite enmasca-
rar diversas sustancias bioactivas por un sistema de cardcter polimérico, con el fin de
protegerlas e impedir su degradacién. La microencapsulaciéon mediante secado por
aspersion se considera un método de empaque a micro escala, en el que un material
especifico se puede recubrir de forma individual con el propésito de preservarlo por
mds tiempo [3, 6].

El proceso de secado por aspersion reduce al minimo el deterioro oxidativo, lo que se
demuestra mediante la caracterizacion fisicoquimica, al emplear ciertos métodos de
laboratorio. La cromatografia de gases, por su parte, permite cuantificar el contenido
de 4cidos grasos del aceite microencapsulado. También se suele aplicar espectroscopia
infrarroja, lo que permite evaluar la eficiencia de microencapsulacién. La morfologia de
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las microcdpsulas se evalud por microscopia electronica de barrido, lo cual permite ana-
lizar la forma y la superficie de las paredes que forman los polimeros durante el proceso
de secado por aspersion [7]. Estos métodos se emplean en investigaciones realizadas
sobre microencapsulacién mediante secado por aspersion, como lo es un estudio reali-
zado por Lopez et al. [8] sobre microencapsulacion de aceite de semillas de Cucurbita
pepo L. También se pueden encontrar en un trabajo realizado por Cuaspud [9], en la
obtencién de aceite de aguacate microencapsulado mediante secado por atomizacion.

La pared de la microcapsula es un medio que permite envasar, aislar y almacenar
materiales a nivel microscdpico para su posterior liberacién bajo condiciones preesta-
blecidas. Los materiales encapsulantes o formadores de pared més empleados en micro-
encapsulacion son los carbohidratos, las gomas, los lipidos y las proteinas.

Entre las gomas empleadas se encuentra la goma ardbiga, un coloide vegetal extraido
de la planta leguminosa Acacia senegal L., compuesta por acido D-glucurénico, L-ram-
nosa, D-galactosa y L-arabinosa; contiene aproximadamente un 5% de proteina, res-
ponsable de sus propiedades emulsificantes [10]. Asimismo, presenta baja viscosidad
en soluciones acuosas en comparacién con otras gomas que producen soluciones de
alta viscosidad a concentraciones bajas como de 1%. La goma ardbiga es preferida como
material de pared encapsulante, dada su alta solubilidad en agua (superior al 50%), y
por presentar caracteristicas de tensoactivo.

Entre los carbohidratos estd la maltodextrina. Es un polimero sacdrido nutritivo, con-
siste en unidades de D-glucosa unidas por la cadena o 1-4, con un equivalente de dex-
trosa (DE) menor que 20. Se obtiene por hidrdlisis parcial del almidén empleando
4cidos o enzimas y se utiliza como estabilizante de emulsiones [10].

La presente investigacién busca microencapsular aceite de sacha inchi, empleando una
mezcla polimérica con goma ardbiga y maltodextrina como pared de revestimiento
mediante la técnica de secado por aspersion, con la finalidad de proteger el aceite de
procesos oxidativos, debido a su alto contenido de dcidos grasos insaturados.

METODOLOGIA

Materiales

Aceite de sacha inchi (Isabru botanic, Ecuador); goma ardbiga (Roig Farma, Espana);
Maltodextrina (Roig Farma, Espafia); Hexano (Mallinckrodt, EE. UUL); Acido sulfa-
rico (Lobamachine, India); Fenol (Reagent, A.C.S., EE. UU.); Glucosa (Hysel, India).
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Microencapsulacion de aceite de sacha inchi

Para la microencapsulacién se empleé como agente encapsulante una mezcla de goma
ardbiga (GA) y maltodextrina (MD), en proporcién 1:1. Se incorpord 3,5 partes de
agua destilada con respecto a cada parte de polimero, se llevé la mezcla a agitacién y
se incorpord el aceite (AC) a fin de formar la emulsién. La emulsién tipo aceite agua
(o/w) se llevd al secador por aspersion, donde se evalud la temperatura de entrada a
150° Cy 170° C, y la carga de aceite incorporada a la mezcla del 33% y el 50%, con el

objetivo de alcanzar un rendimiento y una eficiencia de microencapsulacién elevada.

Empleando el soffware Statgraphics Centurion XVLI version de prueba, se realizé el
andlisis estadistico mediante un disefio experimental 2%, a fin de evaluar la temperatura
de entrada y la carga de aceite incorporada a la mezcla, segtin los resultados de ren-
dimiento y eficiencia obtenidos. Asimismo, se realizé una comparacién de muestras
de los resultados obtenidos mediante cromatografia de gases para determinar si existe
diferencia significativa entre el contenido de 4dcidos grasos antes y después de la micro-
encapsulacion.

Determinacion de la humedad de las microparticulas que contienen aceite de

sacha inchi

La humedad se determiné tomando S g de aceite de sacha inchi microencapsulado y
llevandolo a una balanza de humedad (Citizen, EE. UU.) que evalta las muestras a
110 °C y a una atmosfera de presion; las mediciones se realizaron a las 0 semanas, 11
semanas, 15 semanasy 26 semanas; las condiciones de laboratorio en las que se realizé
el andlisis fueron de una temperatura ambiente entre 15 °C y 25 °C, con una humedad
relativa del 70%.

Determinacién del aceite libre después del proceso de secado por aspersion

Se determind la cantidad de aceite de sacha inchi libre después del proceso de secado
por aspersion utilizando un equipo Soxhlet, junto con 5 g de muestra microencapsu-
lada, la cual se someti6 a reflujo con hexano durante un tiempo de 3 h; posteriormente,
se evaporé el hexano del balén contenedor empleando un rota evaporador, se llevé el
balén a una estufa a 110 °C por 3 hy se dejé enfriar. Luego, se calculd el porcentaje de
aceite libre por diferencia de pesos entre el balén vacio y el balén con la cantidad de
aceite extraido.

Determinacion de la eficiencia de microencapsulacion

La eficiencia de microencapsulacion (%WME) se calculé empleando la siguiente expre-
sién [8]:
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Y% Aceite total — Yo Aceite libre .
Y% Aceite total

%0 ME = 100

Cromatografia de gases para el aceite de sacha inchi

antes y después de la microencapsulacién

Las muestras de aceite de sacha inchi antes y después de la microencapsulacién fueron
analizadas en el Centro de Productos Naturales del Centro Nacional de Investigaciones

Cientificas de Cuba.

Mediante cromatografia de gases, se determiné el contenido de 4cidos grasos como
ésteres metilicos por el método 108.003 del “Institute for Nutraceutical Advancement”
[11], con la respectiva modificacién descrita a continuacion. Para la preparacion de las
muestras respectivas, se pesaron 150 mg de aceite de sacha inchi y 450 mg del aceite
microencapsulado, se afadié 1 mL de solucién de patrén interno (4cido C13:0, a 10
mg.mL" en metanol), y 3 mL de cloruro de acetilo al 10 % (v/v) en metanol, se cerrd el
tubo de ensayo y se llevé a 85 °C (2 h), aplicando agitacién discontinua. Se enfrid y se
afadieron 4 mL de hexano y 4 mL de agua destilada. Se agité (15 min) en una zaranda
Agitateur (Francia), y se dej(') en reposo. Se adicionaron 4 mL de etanol, se agito de
manera manual por unos segundos y se colocé una alicuota de 3 mL de la fase organica
en otro tubo de ensayos, en el que se adicionaron 4 mL de hexano y 4 mL de hidréxido
de sodio 1 M en metanol. Se cerrd y agité (15 min) en zaranda, luego se adicionaron
4 mL de agua destilada y nuevamente se agit6 (15 min). Se dejé en reposo y se transfirié
una alicuota de 2 mL hacia un vial de 4 mL de capacidad, del que se tomaron 60 L
y se diluyeron en 1,5 mL de hexano para el respectivo andlisis. El anélisis se realiz6 en
un cromatdgrafo Agilent 7890 A (EE. UU.), utilizando una columna capilar BPX-70
(30 m longitud x 0,25 mm didmetro interior). La temperatura inicial fue de 100 °C (4
min), con un incremento gradual de 10 °C.min™ hasta llegar a 180 °C; de manera inme-
diata se llevé a 185 °C con un incremento de 1 °C.min’, y finalmente se llevd hasta
240 °C, con un incremento de 25 °C.min". El flujo de analito empleado fue de 0,8
mL.min", el flujo de gas (H,) fue de 35 mL.min", y el flujo de aire fue de 350 mL.min".

Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja se realizé en la Escuela Superior Politécnica del Chimbo-
razo, Facultad de Ciencias, empleando un espectrofotémetro infrarrojo. La obtencién
de los espectros con la ayuda de este equipo fueron para la mezcla polimérica y el aceite
de sacha inchi microencapsulado y sin microencapsular. Mediante el soffware Spectra
Analysis se obtuvieron los espectros para su posterior andlisis.
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Evaluacion de las microcdpsulas por microscopia electrénica de barrido

Mediante microscopia electrénica de barrido se evalud la forma y la superficie de
las microcapsulas en el Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Exactas,
Escuela Superior Politécnica del Ejército (Quito), paralo cual se empleé un microscopio
electrénico de barrido (TESCAN, Alemania). La preparacién de la muestra a analizar
inicié con la fijacién de una pequefia cantidad sobre una placa porta muestras metalica
(1 em de didmetro), luego se llevé la placa con la muestra fijada a un metalizador al
vacio (Q150R, Reino Unido), a fin de recubrirla con oro a 20 nm de espesor; una vez
lista la muestra, se llevé al microscopio electrénico para su visualizacién y evaluacion.

Escalado del proceso de microencapsulacion

La reproducibilidad del proceso de microencapsulacion de aceite de sacha inchi
mediante secado por aspersion a escala industrial, se realizé utilizando la temperatura
de entrada y la carga de aceite, lo cual generd mejor rendimiento y eficiencia de micro-
encapsulacién en los estudios previos a escala de laboratorio; se empled un spray dryer

de capacidad de evaporacion de 100 kg/h.

Evaluacion de la humedad del aceite microencapsulado a escala industrial

Se evalud la humedad del aceite de sacha inchi microencapsulado obtenido del proceso
industrial a las 0 semanas y 4 semanas, se emple6 5 g de aceite microencapsulado en una
balanza de humedad (Citizen, EE. UU.), la cual evalda las muestras a 110 °C y a una
atmosfera de presion. Las condiciones de laboratorio en las que se realizé el anélisis
fueron de una temperatura ambiente de entre 15 °C y 25 °C, con una humedad relativa

del 70%.

Determinacion de la eficiencia de microencapsulacion del proceso a escala industrial

La eficiencia de microencapsulacion a escala industrial se determiné empleando la
misma metodologia realizada a escala de laboratorio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento y eficiencia de microencapsulacién

Las emulsiones formadas por maltodextrina y goma arabiga, tuvieron una variacion en
cuanto a la carga de aceite incorporada a la mezcla y la temperatura de entrada. En la
tabla 1 se presentan los tratamientos aplicados y los resultados obtenidos después del
secado de las emulsiones.
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Tabla 1. Tratamientos para el secado por aspersion.

Tratamientos | Carga % Temperatura de Temp.eratura de | Rendimiento | Eficiencia
entrada (°C) salida (°C) % (ME)%
M1 33 150 90 82,10+ 0,99 | 93,90+ 0,56
M2 33 170 90 72,90 £2,26 | 93,65+ 1,20
M3 50 150 90 62,65+0,21 | 76,05 £ 0,35
M4 50 170 90 56,95 +2,19 | 73,90 £ 1,98

Los resultados de la microencapsulacién muestran que el tratamiento M1 proporciona
las mejores condiciones de trabajo, dando el mayor rendimiento y la mejor eficiencia
dentro del proceso. En este se empled una carga del 33% y una temperatura de entrada
de 150 °C, alcanzando un rendimiento del 82,10 + 0,99%, y una eficiencia del 93,90 +
0,56%. Cabe recalcar que para la determinacién del rendimiento obtenido no se con-
sidera la cantidad de agua incorporada en la mezcla, ya que se evapora y se elimina casi
en su totalidad durante el secado de las emulsiones.

La Escuela de Ingenieria en Alimentos de la Universidad Peruana Unién y el Depar-
tamento de Agricultura, Alimentacion y Ciencias Nutricionales de la Universidad de
Alberta, realizaron una investigacién sobre microencapsulacién de aceite de sacha inchi
mediante secado por aspersion, en la cual se emplea como material encapsulante zein
(proteina extraida del maiz). En la investigacion se evalud el rendimiento de micro-
encapsulacion, de lo cual se obtuvo como mejor resultado 92,73% [7]. En cuanto a
eficiencia de microencapsulacién, un resultado similar se obtuvo en una investigaciéon
realizada por Lopez ez al. [8] sobre microencapsulacion de aceite de semillas de Cucur-
bita pepo L., en la que se emple6 una carga del 33%, como material encapsulante una
mezcla de maltodextrina y goma ardbiga; la eficiencia de microencapsulacién obtenida
fue mayor al 90%, lo que permite comparar y establecer que los resultados obtenidos
en esta investigacion son aceptables. En la investigacion realizada por Lopez ez al. [8] se
evaluo la estabilidad de las microcépsulas a 6, 12 y 24 meses, se registro un incremento
de la pérdida por desecacion, pero no hubo una afectacién sobre la permeabilidad de
las microcapsulas, estableciendo que esta mezcla polimérica es adecuada para microen-
capsular aceites ricos en omega-3.

Andlisis de humedad de las microcapsulas en funcién del tiempo

La caracterizacién fisicoquimica de las microcépsulas se realiz6 unicamente para el tra-
tamiento que registré el mayor rendimiento. El aceite microencapsulado se conservéd
en un lugar a temperatura ambiente (15-25 °C), con una humedad relativa del 70%.

429



Alex Pastunia-Pullutasig ez al.

La evaluacién de humedad de las microcdpsulas mostré un incremento en funcién del
tiempo (se evalué la humedad alas 0, 11, 15 y 26 semanas).

El contenido de humedad después del proceso de secado registré un valor de 1,39 +
0,06%, y mostrd un incremento (figura 1) hasta la ultima semana de evaluacion, debido
a que los materiales empleados para la pared de recubrimiento son de cardcter hidro-
filico. Sin embargo, se mantuvo bajo el limite permisible, el cual se establece para pro-
ductos en polvo menor al 10% [12]. Este resultado es similar a un estudio realizado
para secado por aspersién de aceite de aguacate con maltodextrina y goma ardbiga
en proporcion 1:1, a una temperatura de entrada de 150 °C, en el que se reporta una
humedad de 1,42 + 0,12% [9], la cual es similar a la obtenida en esta investigacién.
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Figura 1. Incremento del contenido de humedad en funcién del tiempo.

Andlisis del contenido de dcidos grasos mediante cromatografia de gases

Mediante cromatografia de gases se cuantific el contenido de acidos grasos del aceite
de sacha inchi antes y después del proceso de microencapsulacion. Estos resultados se
presentan en la tabla 2.
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Tabla 2. Perfil de los principales 4cidos grasos del aceite de sacha inchi antes y después de la micro-

encapsulacién.
Acidos grasos | Aceite sin microencapsular (%) (SM) | Aceite microencapsulado (%) (M)
Cl16:0 3,93+£0,23 3,84 + 0,00
C18:0 2,67 £ 0,06 2,97 £0,00
C18:1 8,93+0,12 890+0,17
C18:2 35,47 + 0,56 35,70 + 0,34
C18:3 45,87 £ 0,67 45,13+ 0,22

El aceite de sacha inchi resulta atractivo para la industria alimenticia en la formulacion
de alimentos funcionales debido a su alto contenido de 4cidos grasos insaturados, como
lo son el 4cido linolénico (omega 3) (C18:3), el 4cido linoleico (omega 6) (C18:2), yel
4cido oleico (omega 9) (C18:1). También se encuentran presentes dcidos grasos satu-
rados como el 4cido estedrico (C18:0) y el 4cido palmitico (C16:0). Los 4cidos grasos
que se nombran en la tabla 2 son los més representativos dentro del anélisis.

Mediante una comparacién de muestras realizada para los cidos grasos contenidos en
mayor porcentaje en el aceite de sacha inchi, se establece que no existe una diferencia
significativa entre los 4cidos grasos microencapsulados y sin microencapsular (figura
2), por lo cual se establece que el proceso de microencapsulacion no afecta el contenido
de 4cidos grasos del aceite de sacha inchi.
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Figura 2. Comparacic’)n de muestras en Statgraphics.
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Tabla 3. Comparacién del contenido de dcidos grasos de aceite de sacha inchi.

Acidos grasos Esta investigacion | Quispey Saldana [7] | Castaiio et al. [13]
Palmitico (C16:0) 3,93 4,08 3,60
Estedrico (C18:0) 2,67 2,96 2,90

Oleico (C18:1) 8,93 10,45 8,50
Linoleico (C18:2) 35,47 35,34 33,90
Linolénico (C18:3) 45,87 46,92 50,20

Otros estudios realizados por Quispe y Saldana [7] y Castafio ez al. [13] (los cuales

se exponen en la tabla 3), demuestran que el aceite de sacha inchi, al igual que en esta

investigacion, presenta un alto contenido de dcidos grasos insaturados.

Anilisis espectroscépico del aceite de sacha inchi microencapsulado

A un rango espectral de 4000 cm™ a 580 cm™, se obtuvieron los espectros de infrarrojo

del aceite de sacha inchi microencapsulado, del aceite sin microencapsular y de la mez-

cla polimérica (figura 3). Las bandas pertenecientes al grupo carboxilo caracteristico

B)

C)

Figura 3. Espectros infrarrojo obtenidos en un rango de 4000 cm™” a 580 cm™.

A) Aceite de sacha inchi, B) aceite microencapsulado, C) mezcla polimérica.
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de los 4cidos grasos, encontradas entre 3007,44 y 2846,42 cm’, y entre 1741,41 y
1366,32 cm’, se encuentran minimizadas en el espectro obtenido del aceite microen-
capsulado, y en total ausencia en el espectro de la mezcla polimérica. Asi, entonces, se
determina que gran parte del aceite es enmascarado por la mezcla polimérica mediante
secado poraspersion,lo que demuestralaefectividad del proceso de microencapsulacion.

Morfologia de las microcapsulas

Mediante microscopia electronica de barrido se analizaron la forma y la superficie de
las microcdpsulas de aceite de sacha inchi (figura 4), lo que permiti6 observar la forma-
cién de microcdpsulas esféricas de diferente tamano, ademds de obtener una superficie
lisa, compacta y libre de poros que evita el contacto directo del aceite con el oxigeno,
previniendo asi su degradacion y alargando su tiempo de vida util.

La morfologia de las microcapsulas se atribuye a que durante el proceso de secado por
aspersion —en el que ocurre una transferencia de calor y masa simultdnea—, la emul-
sién es atomizada dentro de la cdmara de secado, debido a una presién de aire que
genera el equipo. Mediante otro flujo de aire caliente (transferencia de calor) se produce
la rdpida evaporacion de las gotas formadas (transferencia de masa); al secarse, las gotas
toman una forma esférica en la que la parte insoluble queda dentro, y la parte soluble
afuera (atraccién de masa fisica), formando la cubierta de la microcdpsula [14, 15].

Figura 4. Microcapsulas de aceite de sacha inchi.

Microencapsulacion de aceite de sacha inchi mediante secado por aspersion a

escala industrial

Se llevd a cabo el proceso de microencapsulacién de aceite de sacha inchi mediante
secado por aspersion a escala industrial, empleando las mejores condiciones de trabajo
a escala de laboratorio, como lo fueron la temperatura de entrada y salida de 150 °C'y
90 °C, respectivamente, una carga del 33% de aceite y una mezcla de maltodextrina y
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goma arabiga en proporcion 1:1. Se realizaron tres lotes y se determiné el rendimiento,
resultados que se pueden observar en la figura 6, en la cual se evidencia un rendimiento
superior al 70%, categorizado como éptimo a escala industrial.
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Figura 6. Rendimiento de aceite de sacha inchi microencapsulado de los tres lotes realizados a escala

industrial.

Eficiencia de microencapsulacién (ME)

A escala industrial se obtuvo una eficiencia de microencapsulacién superior al 80%,
resultado éptimo generado con las condiciones preestablecidas a escala de laboratorio,
manteniendo asi el principio de similaridad.

Evaluacién de la humedad

Lahumedad de las microcapsulas obtenidas a escala industrial se mantuvo bajo el limite
establecido para productos secos, al igual que las obtenidas a escala de laboratorio, mos-
trando un ligero incremento en funcién del tiempo. Se realizé la evaluacién alas 0, 4y

6 semanas (figura 7).

434



Microencapsulacién de aceite de sacha inchi

7 -
6 L
5 ¢
S 4 L
-
o]
T o3 |
g
=
T
2 L
1 L
0 ! ! ! )
0 2 4 6 8
Semanas

Figura 7. Evaluacién del contenido de humedad.

Analisis estadistico

Mediante la aplicacién de un disefio 2% se determiné que el proceso de microencapsu-
lacién se ve optimizado en cuanto a rendimiento y eficiencia de microencapsulacion
aplicando el tratamiento M1 (temperatura de entrada 150 °C, temperatura de salida

90 °C, y carga de aceite 33%).
CONCLUSIONES

Las mejores condiciones de trabajo del proceso de microencapsulacién (temperatura de
entrada de 150 °C y una carga de aceite del 33%), generaron una eficiencia de microen-
capsulacién de 93,90 + 0,56%, y un rendimiento de 82,10 £ 0,99%. La caracterizacién
del aceite de sacha inchi microencapsulado evidencié que el contenido de humedad a
las 26 semanas es inferior al limite permisible, mientras que el perfil de 4cidos grasos del
aceite microencapsulado no mostré diferencia significativa en comparacién con el con-
tenido de 4cidos grasos del aceite sin microencapsular. Por espectroscopia infrarroja
se determind que el aceite es enmascarado de forma eficiente, y mediante microscopia
electrénica de barrido se fue posible observar que se obtienen particulas esféricas de
superficie lisa y libre de poros.
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RESUMEN

Las saponinas son un tipo de metabolito secundario ampliamente estudiado por sus
reconocidas propiedades bioldgicas. Gran parte de las investigaciones en fitoquimica
estdn dirigidas a encontrar nuevas fuentes naturales de saponinas con aplicacién
medicinal. La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es una planta que ha alcanzado
un valioso reconocimiento por ser una fuente de alimentos altamente nutritivos, asi
como una especie rica en saponinas triterpénicas contenidas, principalmente, en la
céscara de las semillas. A la fecha, se han identificado alrededor de 30 saponinas deri-
vadas de la hederagenina y de los 4cidos oleandlico, fitolacagénico y serjanico en la
planta. El consumo del grano de quinua implica la remocién de la cdscara a fin de
reducir su sabor amargo, la ingesta de niveles residuales de saponinas y la obtencién
de un subproducto rico en las mismas. Esta revision, inicialmente, ofrece una contex-
tualizacién general de las saponinas; posteriormente, recopila las caracteristicas
estructurales de las saponinas identificadas en la quinua, describe el efecto del proce-
samiento del grano en su contenido de saponinas y, finalmente, expone los efectos
biolégicos explorados con extractos de saponinas de quinua, los cuales pueden ser
considerados como punto de partida en investigaciones futuras dirigidas al fortaleci-

miento de su uso en el campo farmacéutico y/o nutracéutico.

Palabras claves: Saponinas, Chenopodium quinoa, actividad bioldgica, glucdsidos
triterpénicos.
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SUMMARY

Saponins of Quinoa (Chenopodium quinoa Willd.): a by-product
with high biological potential

Saponins are a type of secondary metabolite that have been widely studied due
to their recognized biological properties. Most research into phytochemical has
focused on finding new natural sources of saponins with medicinal interest. Quinoa
(Chenopodium quinoa) is a plant that has attained importance as a valuable source
of food highly nutritious and rich in triterpenes saponins which are mainly in the
outer husks of the seeds. Up to date, about 30 saponins derived from hederagenin,
oleanolic acid, phytolaccagenic acid, and serjanic acid have been identified in the
plant. Quinoa consumption involves removal of the husk to reduce its bitter taste,
the ingestion of residual levels of saponins and obtaining a product rich in saponins.
This revision, initially, offers a general contextualization of saponins, then, gathers
the structural features of identified saponins in quinoa, describes the effect of the
processing of the grain on its saponins content, and finally, exposes the biological
properties explored with quinoa saponins extracts which might be considered as a
starting point for future investigations aimed at strengthening of their use in the

pharmaceutical and/or nutraceutical field.

Keywords: Saponins, Chenopodium quinoa, biological activity, triterpene glycosides.

INTRODUCCION

La quinua es una planta del género Chenopodium, originaria de América del Sur y dis-
tribuida en los paises que pertenecian al antiguo Imperio inca, especialmente en aque-
llos ubicados sobre la cordillera de los andes, desde la parte sur de Colombia pasando
por el Ecuador, Pert, Boliviay la parte norte de Chile [1, 2]. Su favorable adaptabilidad
edafolégica y climéitica ha permitido ampliar las zonas de cultivo en estas geografias
(por ¢jemplo, en Colombia), promoviendo la diversificacion de la explotacién de sus
propiedades nutricionales y farmacoldgicas. Es un cultivo anual cuyas panojas en pro-
medio tienen una altura de entre 1,0 y 2,0 m con una llamativa flor, y producen semillas
cilindricas y lisas con un largo de 2,5 mmy 1,0 mm de didmetro [2].

La semilla de quinua se clasifica como un pseudocereal perteneciente a la familia de las
amarantdceas y sus usos tipicos se asemejan a los de cereales comunes (trigo y arroz) [3].
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Es un grano muy reconocido por su alto contenido de proteinas (~14%), y en especial
por su excelente digestibilidad (92%) y contenido balanceado de los aminoécidos esen-
ciales, tales como lisina y metionina [4, 5]. Igualmente, la literatura reporta valiosas
cualidades composicionales para la nutricién humana [6]. Se destacan sus aportes hasta
de un 6%, 40% y 15% del requerimiento diario de hierro, calcio y zinc respectivamente
[7],y suimportante contenido de isoflavonas, daidzeina g (2,05-0,78 mg/10 g) y genis-
teina (0,04-0,41 mg/100 g), que tienen la capacidad de actuar como fitoestrogenos
[8]. Los reportes también describen el contenido de algunos compuestos que poten-
cialmente reducen el valor nutritivo del grano, tales como las saponinas, los fitatos, los
taninos y los inhibidores de tripsina [9, 10].

Las saponinas son el principal factor antinutricional de las semillas de quinua. Estin
contenidas en la cdscara y son las responsables del sabor amargo. Su contenido permite
distinguir las variedades de quinua como dulces (<0,11%) o amargas (>0,11%) [11].
Sin embargo, su presencia no se restringe a las semillas, también se han detectado en las
hojas de la planta (9 g/1000 g) [12] y en menos proporcidn en las flores y frutos [13],
de manera andloga a lo reportado en plantas como la Allium nigrum L. [14], Legumi-
nous species [15] y Agave Offoyama [16]. En estos casos, las saponinas acttian como bar-
reras protectoras contra el ataque de patdgenos y herbivoros [17], por lo que se justifica
que las partes mas vulnerables de la planta tales como hojas, tallos, frutos y raices, sean
los reservorios de este tipo de compuestos [18, 19].

Existe un abanico de propiedades biolégicas reportadas y asociadas a estos compuestos,
entre las que se resaltan su capacidad antitumoral, fungicida, molusquicida, su actividad
hemolitica y antiinflamatoria [18, 20, 21]; su funcionalidad depende de la diversidad
estructural y conformacional que adoptan las saponinas [17]. Quimicamente, las sapo-
ninas de quinua son una mezcla compleja de glucdsidos triterpénicos que consisten
de un oligosacarido hidrofilico enlazado a una aglicona hidrofébica que se deriva del
4cido oleandlico, hederagenina, 4cido fitolacagénico, 4cido serjanico o 4cido 38,23,30-
trihidroxi olean-12-en-28-oico [13].

A nivel industrial, las semillas de quinua se procesan con el propésito de reducir su
sabor amargo y ser empleadas en la fabricacién de diversos productos alimenticios.
Los agricultores de quinua, por tradicién, han realizado la remocién de este grupo de
compuestos por medio de lavados sucesivos con agua o a través de abrasiéon mecénica,
dando lugar a la generacién de volimenes considerables de residuos s6lidos y a la con-
taminacion de las aguas naturales. Sin embargo, el creciente interés por las propiedades
farmacoldgicas de las saponinas, la evolucién tecnoldgica que ha tenido lugar en el ana-
lisis de metabolitos secundarios y el auge que ha alcanzado el consumo de alimentos
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ancestrales a nivel mundial, posicionan a la quinua como una fuente de un subpro-
ducto rico en saponinas, pero poco explorado.

En este sentido, esta revisiéon inicialmente describe las caracteristicas quimicas genera-
les de las saponinas; posteriormente, presenta las saponinas identificadas en la planta
de quinua (Chenopodium quinoa Willd.), los métodos de procesamiento del grano
empleados para remover las saponinas y, finalmente, expone los efectos bioldgicos eva-
luados y asociados con las saponinas ya identificadas. Asimismo, se ofrece un punto de
referencia a investigadores que planean ampliar el panorama funcional de las saponinas
procedentes de quinua.

(GENERALIDADES DE LAS SAPONINAS

Las saponinas son metabolitos secundarios que constituyen una gran familia de com-
puestos estructuralmente constituidos por un anillo terpenoide o esteroidal, cono-
cidos como aglicona o sapogenina, sustituidos por oligosacdridos a través de enlaces
glucosidicos que les confieren un cardcter anfifilico [22] (véase la figura 1). De acuerdo
con el numero de sustituciones, se pueden encontrar agliconas mono, di o triglicosila-
das (véase las figuras 2-4) [1], también denominadas mono, di o tridesmosidicas. Las
monodesmosidicas tienen un oligosacdrido unido al C-3; las bidesmosidicas tienen dos
cadenas de carbohidratos, uno de ellos unido mediante un enlace éter al C-3, y el otro

Aglicona

Carbohidratos

HO
HO

Enlace glucosidico

Figura 1. Estructura general de una saponina. Se indica el enlace glucosidico entre la aglicona y un
glucésido.
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Figura 2. Estructura de una saponina monoglicosilada: 4cido 3-O-3-D-glucopiranosil oleandlico

[1].

OH

HO OH OH

HO HO 0
OH O g
OH /

Figura 3. Estructura de una saponina diglicosilada: 3-O-f-D-Glucopiranosil-(1+3)-a-L-

HO

galactopiranosil-hederagenina 28-O-f-D-glucopiranosil éster [1].
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Figura 4. Estructura de una saponina triglicosilada: acido 3,23-bis[(O-B-D-glucopiranosil) oxi] ole-
an-12-en-28-o0ico-28-O-a-L-arabinopiranosil-(1+3)-3-D-glucopiranosiléster [1].
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unido a través de un enlace éster al C-28, en el caso de las saponinas triterpénicas; y las
tridesmosidicas que contienen tres cadenas de azticares. Los oligosacaridos enlazados
principalmente son pentosas, hexosas o dcidos urénicos [23].

Las saponinas no resisten cambios bruscos de pH, valores muy 4cidos o basicos generan
la ruptura de los enlaces O-glucosidicos (véase figura 1). Esta caracteristica es ttil y
empleada en metodologfas para su cuantificacién y elucidacion estructural [24].

Con respecto a su estabilidad térmica, las saponinas resisten temperaturas superiores a
150 °C e inferiores a 400 °C, temperatura a la cual se inicia el proceso de carbonizacién
de la molécula, posibilitando la implementacién de procesos de extraccidén convencio-
nales que usualmente son favorecidos por el uso de calor.

Las saponinas ofrecen también una alta actividad superficial debido a la combinacién
estructural de un grupo polar (azticar) y uno no polar (esteroide o triterpeno), propie-
dad que permite su uso como un detergente natural, agente estabilizante y emulsifica-
dor en productos de limpieza y cosméticos [25].

SAPONINAS EN LA PLANTA DE QUINUA

La literatura reporta la presencia de al menos 30 saponinas triterpénicas distribuidas en
todas las partes de la planta, tales como hojas, flores, frutos, semillas y la cdscara de las
semillas [1,26,27]. Estructuralmente, son compuestos derivados de la B-amirina (véase
figura 5). Consisten en una mezcla compleja de glucdsidos triterpénicos derivados del
4cido oleandlico, hederagenina, acido fitolacagénico, dcido deoxifitolacagénico, dcido
serjanico, y acido 3[,23,30-trihidroxi olean-12-eno-28-oico, con los grupos hidroxilo
y carboxilato en el C-3 y C-28, respectivamente [13, 28]. Los enlaces glucosidicos se
forman con la arabinosa, la glucosa, la galactosa, la xilosa, el 4cido glucurénico y la ram-
nosa (excepto de metilpentosa) [29, 30].

La tabla 1 recopila las saponinas aisladas e identificadas en Chenopodium quinoa y
reportadas en la literatura desde 1988 en las diferentes partes de la planta. Por su parte,
la figura 6 ilustra la estructura de las agliconas elucidadas. Su aislamiento e identifica-
cién implicé llevar a cabo procesos de extraccidn a través de técnicas convencionales
como percolacién, maceracion, reﬂujo y Soxhlet; separacion con técnicas cromatogra-
ficas tales como cromatografia liquida de baja, media y alta resolucién (CLBR, CLMR,
CLAR), a través de distintas modalidades: filtracién en gel, intercambio idnico, adsor-
cién en fase normal y reversa, asi como elucidacién estructural con métodos analiticos
como espectrometria de masas por impacto electrénico (EI-MS), y resonancia magné-

tica nuclear (RMN "*C, 'H, *C DEPT, uni y bidimensional).
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HO

\

Figura 5. Estructura de la (B-amirina, esqueleto base de las saponinas identificadas en la

Chenopodium quinoa.

Tabla 1. Estructuras de saponinas identificadas en quinua (Chenopodium guinoa Willd.).

Compuesto | Localizaciéon | Aglicona Sustituyente Referencia

1 FLES,C i 3-Gle-(12)-Ara, 28-Glc [13]

2 S i 3-GlcA [30]

3 FLES,C i 3-GlcA, 28-Gle [13]

4 FLES,C i 3-Gle-(152)-Gle-(1+3)-Ara, 28-Gle [30]

5 FLES,C i 3-Xyl-(1+3)-GlcA, 28-Gle [31]

6 S ii 3-Xyl-(1+3)-GlcA, 28-Glec [32]

7 FLES,C ii 3-Ara [13]

8 FLES,C ii 3-Gle-(1+3)-Ara, 28-Glc (30,31,
33]

9 S ii 3-Glc-(1+4)- Gle-(1+4)-Glc, 28-Glc [34]

10 FLES,C ii 3-GlcA, 28-Gle [32]

11 S ii 3-Gal-(1+3)- Glc, 28-Glc (30]

12 FLES,C ii 3-Gle-(1+3)- Gal, 28-Glc [13,33]

13 FLES,C iii 3-Gle-(1+3)-Ara, 28-Glc [32]

14 FLES, C iv 3-Glc-(1-3)-Ara, 28-Glc [13]

(Continiia)
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Tabla 1. Estructuras de saponinas identificadas en quinua (Chenopodium guinoa Willd.)

(Continuacion)
Compuesto | Localizacion | Aglicona Sustituyente Referencia
15 FLES,C v 3-Gle-(153)-Ara, 28-Gle [13]
16 S vi 3-Glc-(152)- Glc-(1+3)-Ara, 28-Glc [34]
17 S vi 3-Ara-(13)-GlcA, 28-Gle [34]
18 S vi | 3-Gle-(13)-Ara, 28-Gle [34]
19 FLES,C vi | 3-Gle-(152)- Gle-(153)-Ara, 28-Gle | [30]
20 S vi | 3-Ara-(153)-GleA, 28-Gle [32]
21 FLES,C vi | 3-Gle-(13)-Ara, 28-Gle [32]
22 FLES,C vii 3-Ara, 28-Glc [13]
23 FLES,C vi | 3-GleA, 28-Gle [13]
24 FLES,C viii | 3-Gle-(13)-Gal, 28-Gle [32]
25 FLES,C viii | 3-Ara, 28-Gle [31]
26 S viii | 3-Ara-(153)-GlcA, 28-Gle [34]
27 FLES,C viii | 3-Gle-(154)-Gle-(154)-Gle, 28-Gle [34]
28 FLES,C viii | 3-Gle-(152)-Gle-(153)-Ara, 28-Gle | [32,33]
29 FLES,C viii | 3-Gle-(13)-Ara, 28-Gle [31]
30 S viii | 3-Gle-(153)-Ara [30,31]
31 S viii | 3-Gal-(13)-Gle, 28-Gle [30]

Fl: Flor; F: fruto; S: semilla; C: cdscara.

La presencia de saponinas no se restringe a las semillas tal como lo muestra la tabla 1.
Particularmente, estudios previos evidencian una marcada diferencia de su contenido
en las hojas y en las semillas [12, 28, 35], en funcién del andlisis de sapogeninas. Maste-
broek y colaboradores [12] determinaron el contenido de sapogeninas en hojas y semi-
llas de genotipos dulces y amargos durante distintas etapas del desarrollo de la planta,
encontrando que el contenido de sapogeninas en las hojas de genotipos dulces incre-
ment6 significativamente hasta 125 dias después de la siembra, involucrando la etapa
de floracién. En las semillas amargas determinaron en promedio 8,1 g/kg de sapoge-
ninas expresadas en materia seca, el cual fue nueve veces mayor a lo cuantificado en
las hojas, y 32 veces mayor al determinado en las semillas de genotipo dulce. También
identificaron a la hederagenina como la sapogenina predominante en las hojas, y a los
4cidos oleandlico y serjanico en las semillas coincidiendo con lo encontrado por Mizui

y colaboradores [33], [36], Ng y colaboradores [37], Ridout y colaboradores [38], y

445



Andrés Ahumada, Andrés Ortega, Diana Chito, Ricardo Benitez

7 "CH—0H

vii viii

Figura 6. Estructuras de agliconas de saponinas elucidadas en quinua. Agliconas: i- 4cido oleandli-
co; ii- hederagenina; iii- 4cido 3[3,23,30-trihidroxi olean-12-eno-28-oico; iv- gipsogenina; v- acido
3@-hidroxi-27-oxoolean-12-eno-28-oico; vi- 4cido espergulagénico; vii- 4cido serjanico; viii- 4cido
fitolacagénico.
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Zhu y colaboradores [30]. Kuljanabhagavad y colaboradores [13] reportan cantidades

mayoritarias de los compuestos 25 y 29 (véase tabla 1) en las flores, frutos, semillas y

céscara; adicionalmente, encontraron cantidades moderadas de las saponinas 8 y 13.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que existen diferentes variedades de quinua

a las cuales se asocian distintos niveles de saponinas. La tabla 2 muestra el contenido

de saponinas en funcién de la variedad y de su origen. Se observa que su procedencia es

principalmente la regién de los Andes, pero también se han iniciado ensayos en otras

regiones (Dinamarca y China). Dado el contenido de saponinas reportado, la mayoria

se clasifican como amargas (saponinas >0,11%), siendo este un aspecto valioso para el

aprovechamiento de la cdscara como subproducto rico en saponinas.

Tabla 2. Contenido de saponinas en variedades de quinua (Chenapodium quinoa Willd) de dife-

rente origen.

Origen Variedad Contenido (%) | Genotipo®* | Referencia
Sajama 0,8 Amarga [20]
Argentina
N.R. 2,9 Amarga [39]
Real (c4scara) 33 Amarga [40]
Real 2,6 Amarga [20]
Real N.R. Amarga [41]
Real (c4scara) 7,0 Amarga [42]
Bolivia Real Alto -
Camacani Alto -
[43]
Chupaca N.R. -
Sajama - Dulce
Kurmi N.R. Dulce [44]
Brasil BRS-Piabiru 33 Amarga [45]
Amar%la An?ovmto Medio i
(Linea elite)
Chile Royc} Ancoyinto Alto ) [43]
(linea elite)
Regalona Baer Medio -
(Continiia)
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Tabla 2. Contenido de saponinas en variedades de quinua (Chenopodium quinoa Willd) de

diferente origen (continuacion).

Origen Variedad Contenido (%) | Genotipo* | Referencia
10,7 (cdscara)
N.R. 8,0 (semillas) Amarga [13]
4,0 (flores)
4,0 (frutos)
Chile
Villarrica 0,002 Dulce
[46]
Regalona 0,003 Dulce
Ancovinto 1,3-1,7 Amarga
Cancosa 1,5-2,4 Amarga
Cahuil 2,7-5,0 Amarga
(47]
Faro 1,9-3,9 Amarga
Regalona 1,9-3,9 Amarga
Villarrica 0,8-0,9 Amarga
China N.R. 1,2 Amarga (48]
Colombia Blanca de Narifio bajo N.R. [43]
1,8 (semilla) Amarga
Olav 0’,3 (Sin Amarga [49]
Dinamarca céscara)
1,8 (germen) Amarga
Q52 6,1 Amarga (3]
INIAP Tunkahuan Bajo -
Ecuador INIAP Pata de , [44]
Bajo -
venado
Hualhuas Bajo -
, Amarilla de
Pera Marangani Alto - [43]
Witulla Medio/Alto -
(Continia)
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Tabla 2. Contenido de saponinas en variedades de quinua (Chenopodium quinoa Willd) de

diferente origen (continuacion).

Origen Variedad Contenido (%) | Genotipo* | Referencia
Tahuaco Alto -
Blanca de Juli Medio -
Blancay r?sada de Bajo ) [43]
Peru Junin
Cheweka Bajo -
Kancolla Alto -
Kancolla 5,6-7,5 Amarga [32]
Rosada de Junin
(Pertt) x Real Parpura Huancayo Bajo -
(Bolivia)
[43]
Huancayo (Pert-
Bolivia) x Sajama Mantaro Alto -
(Bolivia)

£: criterio de clasificacién del genotipo: Amarga si el porcentaje de saponinas es > 0,11% o dulce sies <0,11% [10, 11].

N.R.: no reportado.

PROCESAMIENTO DE LA QUINUA PARA LA
OBTENCION DE LAS SAPONINAS

La semilla se constituye la parte de la planta més consumida. En el grano de quinua las
saponinas contenidas en la parte externa de los tejidos son las responsables del sabor
amargo, por lo que su remocién previa al consumo es indispensable. Sin embargo, este
proceso se ha venido realizando por muchos afios de una manera artesanal que es poco
eficiente y muy contaminante. Consiste en realizar lavados sucesivos con agua hasta
que en las aguas del lavado no se observe espuma [2]. Teniendo en cuenta el cardc-
ter anfifilico previamente mencionado que caracteriza a este tipo de compuestos, es de
esperar que el porcentaje de extraccidén con un solvente tan polar no sea el més alto y,
por lo tanto, no sea una alternativa ptima para una completa extraccién de saponinas.
Adicionalmente, este procedimiento implica la utilizacién de un gran volumen de agua
y un alto costo energético para pre-concentrar las saponinas. Nickel y colaboradores
[45], por su parte, evaluaron el efecto de los procesos de lavado, lavado seguido por
hidratacién, coccidn (con y sin presién) y tostado de granos de quinua amargos, sobre
su contenido de saponinas. Los resultados muestran la ineficiencia de la remocién de
saponinas por lavado, ya que lograron solo la remocién de un 17,42%, con lo cual la
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semilla mantuvo su clasificacién como amarga. Los tratamientos de coccién a presion
atmosférica, bajo presién y de tostado mejoraron la remocion de las saponinas a un
25,53%, un 23,72% y un 19,22%, respectivamente. No obstante, en definitiva ningun
método permitié la disminucién de los niveles a valores menores de 0,11% para clasifi-
car las semillas como dulces. En contraste, el proceso de lavado seguido de hidratacién
a 60 °C incrementd el contenido de saponinas en un 9%, debido probablemente a que
se permitié una mejor penetracién del agua y una mayor liberacién de las saponinas
por difusién para la cuantificacién. Vega-Gilvez y colaboradores [50] redujeron el
contenido de las saponinas de quinua desde 6,34% a 0,25%, a través de lavado con
agua a 60 °C por un tiempo de 120 min. Igualmente, la implementacién de modelos
matemdticos para describir la cinética del proceso de lixiviacion de las saponinas desde
las semillas de quinua con una proporcién de quinua: agua (1:10), agitacién constante
entre 15y 120 minutosy a temperaturas entre 20 y 60 °C, han mostrado que la mayoria
de las saponinas se remueven en la primera media hora y su concentracion tiende a un
valor asintético, sin importar la temperatura del agua, siendo la velocidad de lixiviacion
significativamente mayor a 60 °C, y después de 120 minutos a 20 °C [51].

Por su parte, Gianna y colaboradores [52] evaluaron el método de extraccion asistida
con microondas modificando variables como la temperatura, el tiempo de aplicacién
de la radiacion de microondas, la composicion del solvente y la proporcién de solvente:
masa semilla. Después de determinar la eficiencia de cada ensayo encontraron que la
eficiencia de extraccién con la mezcla isopropanol-agua fue del 98,1%, mientras que
con una mezcla de etanol-agua fue de 57,1%.

Un procedimiento muy utilizado en cereales como el trigo, el arroz y la cebada es el
perlado. Su propésito es remover entre un 20% y 30% de las saponinas del pericarpio
de la semilla, o incluso hasta solo un 15% [53]. Este método mejora las condiciones de
remocion de saponinas en la Chenopodium quinoa. Ensayos con un 20% de abrasiéon
sobre granos de quinua mostraron una remocién de saponinas de un 50% en mues-
tras con una concentracién del 0,24%, superando el limite maximo permitido para el
consumo; mientras que un 30% de abrasién, permitié una disminucién del 79% en la
concentracién de las saponinas en el grano (0,05%) [11]. Ruales y colaboradores [54]
reportan una remocién del 56% de la B-D-glucopiranosil-[3-D-glucopiranosil-(1+3)-
a-L-arabino-piranosil-(1+3)]-3-8-23-dihidroxil-12-eno-28-0ato-30-metiléster, y prac-
ticamente el 100% de la saponina a la cual atribuyen una alta probabilidad de provocar
el sabor amargo, B-D-glucopiranosil-[-D-glucopiranosil-(1+3)-a-L-arabino-piranosil-
(13)]-3-B-23-dihidroxilolean-12-eno-28-o0ato, en semillas sometidas a lavado y per-
lado mecénico.
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Estos procesos, junto con los requeridos para incorporar el grano como alimento en la
dieta resultan en modificaciones del contenido de saponinas final en la semilla, y con-
secuentemente definen el efecto bioldgico de este tipo de compuestos en el organismo
y/o su rendimiento de extraccién para otros usos.

Estos resultados indican que se requieren procesos extras u optimizacion de las condi-
ciones ya ensayadas en la extraccién de las saponinas con los procedimientos rutinarios,
de tal manera que se logre obtener una semilla de quinua dulce apta para la industria
alimentaria, y al mismo tiempo se genere una biomasa rica en saponinas con un alto
porcentaje de rendimiento que permita su posterior valoracion.

Por otra parte, la disminucién en la incidencia de la contaminacién por hongos en la
semilla de quinua asociada a la reduccién de saponinas es un hecho que también favo-
rece el aprovechamiento de las saponinas como subproductos. Pappier y colaboradores
[20] enfocaron su trabajo a la identificacién de hongos en variedades de quinua obteni-
das de diferentes regiones, y al andlisis de la susceptibilidad al crecimiento de hongos y
contaminacién por micotoxinas en semillas sometidas o no a la remocién de saponinas
a través del método humedo. Penicillium y Aspergillus fueron los contaminantes preva-
lecientes y esporadicamente se manifestaron otros géneros como Eurotium, Fusarium,
Phoma, Ulocladium, Mucor y Rbhizopus, Absidia, Alternaria, Cladosporium, Dreschlera,
Epicoccum y Monascus. El procesamiento de las semillas gener6 una disminucién de la
incidencia de Aspergillus (A. flavus y A. niger), ast como un incremento de la propor-
cién de Penicillium, Eurotium, Mucor y Rhizopus. En muestras enteras y tratadas se
detectaron hongos toxigénicos indicando que, probablemente, estos hacen parte
de la micota interna y podrian ser capaces de producir micotoxinas en las distintas
etapas poscosecha de las semillas. Ademas, los investigadores encontraron que des-
pués del proceso de remocién de saponinas la proporcion de aislados toxigénicos
aumentd, principalmente los productores de aflatoxinas; por lo anterior, postulan
que las saponinas pueden tener un efecto inhibidor sobre el potencial toxigénico
de los aislados.

Otros procedimientos propuestos a fin de disminuir el contenido de saponinas debido a
su cardcter antinutricional parala industria alimentaria, ylo cuales indirectamente redu-
cirfan sustancialmente la produccién de biomasa rica en saponinas, son las modificacio-
nes genéticas. Ward [55] probd la insercion de un alelo recesivo designado como sp1 en
las lineas de dia neutro de la madurez temprana mediante técnicas convencionales de
retrocruzamiento, encontrando que las plantas homocigotas para spI producirian des-
cendientes con cero saponinas, ficilmente identificables, asi como eliminarfan la nece-
sidad del procesamiento poscosecha del grano. Sin embargo, estds lineas tendrian que
crecer completamente aisladas a fin de evitar minimos niveles de polinizacién cruzada,
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lo cual resultaria en la pérdida del genotipo dulce en las siguientes generaciones y en
posibles ataques de insectos o pdjaros.

EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS SAPONINAS DE QUINUA

Dado que la implementacién de los métodos convencionales de procesamiento del
grano de quinua implica una remocién de saponinas menor a un 100%, es necesario
revisar los efectos bioldgicos que promueven esos niveles residuales en los organis-
mos tras el consumo de las semillas de quinua. En los tltimos 20 afos se han realizado
estudios sobre la quimica y las propiedades farmacoldgicas de las saponinas. De esta
manera, la literatura documenta muchas de sus propiedades, entre las que se destacan
sus actividades hemolitica, antiadipogénica, inmunoadyuvante, citotéxica, antifin-
gica, antiinflamatoria, hipocolesterolémica, surfactante, antioxidante y molusquicida.

Actividad membranolitica, hipocolesterolémica, antiadipogénica y antinutricional

Investigaciones iz vitro e in vivo en ratas han evidenciado la propiedad membranoli-
tica de las saponinas de quinua sobre células del intestino delgado, ademds de causar
un incremento en la permeabilidad de la mucosa [56]. La literatura describe que estos
hechos provocarfan un aumento en la tasa de exfoliacion de las células intestinales, aso-
ciado a un incremento en la pérdida de colesterol por secrecidn fecal de 4cidos biliares
y esteroides neutros, dada la capacidad de las saponinas de unirse al colesterol de la bilis
en el intestino causando lisis celular e impidiendo su reabsorcién; ademas, ayudarian
en la absorcién de medicamentos especificos [57]. Pasko y colaboradores [58] determi-
naron que las semillas de quinua favorecieron considerablemente la disminucion del
colesterol total (26%), LDL (57%), los triglicéridos (11%), ast como los niveles de glu-
cosa (10%), e inhibieron la disminucién del HDL en ratas wistar machos alimentados
con altas cantidades de fructosa para inducir la oxidacién, demostrando que las semillas
son capaces de reducir gran parte de los efectos adversos ejercidos por la fructosa sobre

el perfil lipidico y el nivel de glucosa.

En contraste al cambio en la concentracién de HDL, Takao y colaboradores [59]
indican una diminucién no significativa con respecto al control. La literatura también
expone que este efecto hipocolesterolémico de la quinua puede ser explicado por una
combinacién de las saponinas con la fibra y el escualeno contenidos en las semillas.

Por un lado, la fibra puede inhibir la absorcién del colesterol dietario [59] y unirse a
los 4cidos biliares que favorecerian el catabolismo del colesterol o la fermentacion de
la fibra en el colén, y producir asi dcidos grasos de cadena corta contribuyendo a la
reduccién de la sintesis de colesterol en el higado [60]. De otra parte, el escualeno se
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reporta como un inhibidor de la expresién del ARNm de la 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A, una enzima reductasa clave en la biosintesis del colesterol [59]. De aqui
que la disminucién de los niveles de colesterol plasmitico y en el higado se entiendan a
partir de la regulacién que ejerce la quinua en la sintesis y el metabolismo del colesterol.

La obesidad es un estado nutricional que ocasiona preocupacion a nivel mundial [61],
no solo por sus altos niveles, sino también por todas las condiciones médicas asocia-
das. En este contexto, las saponinas de quinua han sido objeto de estudio durante
el proceso de adipogénesis con el fin de evaluar su efecto en la diferenciacién de los
pre-adipocitos, en la formacién de adipocitos maduros y en la expresion de los genes
involucrados en la induccién del fenotipo de los adipocitos que estdn relacionados con
la acumulacién de grasa visceral intraabdominal [62] y directamente con la obesidad
[63]. Yao y colaboradores [64] monitorearon el efecto de las saponinas de quinua a
concentraciones de 50 y 25 ug/mL durante ocho dias, sobre la acumulacién lipidica
intracelular en células 3T3-L1, y por medio de tincién con aceite rojo demostraron que
las fracciones ensayadas disminuyeron la acumulacién lipidica e inhibieron la diferen-
ciacién adipogénica. Adicionalmente, una disminucién en el contenido de triglicéridos
de las células tratadas (25,01% y 18,38 % con concentraciones de 25,0 mg/mL y 12,5
mg/mL de saponinas, respectivamente), respaldan los resultados. Asimismo, en estos
experimentos los autores monitorearon los niveles del ARNm de PPARy, C/EBPa, C/
EBPp, C/EBPS y SREBP1c después de la induccién del proceso de diferenciacion, es
decir, después del dia 8, determinando que las saponinas de quinua suprimieron sig-
nificativamente la expresiéon de PPARy, C/EBPa y SREBP1c, los cuales acttian como
los factores de transcripcion determinantes durante la diferenciacién de los adipocitos.
Sin embargo, no lo hicieron de manera significativa en la expresién de C/EBPBy C/
EBP3. Los niveles de expresién del ARNm de la lipoproteina lipasa (LPL), la proteina
adipocito 2 (aP2) (que corresponden a genes comprometidos en el metabolismo de 4ci-
dos grasos), y el transportador de glucosa 4 (Glut4), crean y mantienen el fenotipo del
adipocitoy son reguladores claves de la homeostasis de la glucosa en todo el organismo,
también fueron evaluados; en este caso, el método de Western blot confirmé el efecto
inhibitorio en su expresién que ocasionaron las dos concentraciones de saponinas.

Los niveles de saponinas de las semillas de quinua también se han implicado en la reduc-
cién de la ganancia de peso y consumo de alimento en animales. Improta y colabora-
dores [53] realizaron ensayos incluyendo semillas enteras de quinua en la alimentacién
de pollos de engorde. La incorporacién de niveles de entre 100 y 400 g de semilla/kg
peso del animal resulté en una significativa disminucién en su crecimiento. Bajo con-
diciones similares de experimentacion Jacobsen y colaboradores [49] detectaron que la
remocién de aproximadamente un 80% de saponinas por descascarillado de la semilla,
mejoré la ganancia de peso solo entre los dias 6 y 13. Por otra parte, estudios realizados
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con cochinillos mostraron que diferentes dosis de quinua (100- 300 mg/kg durante
un perfodo de cuatro dias, o inclusién de un 5% y 10% de quinua por 5 semanas) no
afectaron su desarrollo [65, 66].

En estos casos, los autores justifican los resultados por los niveles de saponina presentes
en la dieta, entre 2,0% y 28,7%. Estos hallazgos se correlacionarian con lo expuesto
previamente, puesto que si la presencia de saponinas induce un incremento en la con-
ductancia del yeyuno, se promoverfa una disminucién en la capacidad de absorber los
nutrientes para el crecimiento y desarrollo normal del animal [63]. Adicionalmente, la
disminucién de la palatabilidad del grano debida a las saponinas explicaria la incidencia
de la disminucién de la ganancia de peso.

ACTIVIDAD HEMOLITICA, EFECTO ADYUVANTE, ACTIVIDAD
CITOTOXICA Y ANTIPROLIFERATIVA

La aglicona de las saponinas presenta afinidad con la regién lipidica de la membrana
celular, mientras los carbohidratos la presentan con los glucolipidos y glicoproteinas
presentes en la periferia de la membrana, generando perturbacién en la fluidez y per-
meabilidad de la membrana celular. De hecho, si existe una alta concentracién de sapo-
ninas monoglicosiladas, la membrana celular puede sufrir rompimiento, por tanto, las
saponinas di y triglicosiladas pueden provocar un menor impacto, debido principal-
mente a un impedimento estérico [1]. Este efecto se ha detectado en eritrocitos y otras
células de animales, hongos e incluso bacterias [1, 31, 67]. La caracteristica diferen-
ciadora radica en la facilidad que tienen las saponinas monoglicosiladas para formar
micelas y producir la lisis celular. Sin embargo, se ha encontrado que el numero y tipo
de monosaciridos, asi como la presencia de los grupos hidroxilo o carboxilo sobre el
anillo E esteroidal son determinantes en el aumento o disminucién de la capacidad
hemolitica, dado el arreglo tridimensional que sufre, favoreciendo la interaccién entre
la aglicona de las saponinasy el colesterol de la membrana celular del organismo, lo cual
origina la ruptura de la membrana y la liberacién de la hemoglobina al medio circun-

dante [31, 68].

El mecanismo exacto responsable de la actividad hemolitica de las saponinas es aun des-
conocido. Sin embargo, reiteradamente se asocia el cardcter anfifilico de las estructuras
de las saponinas con este efecto [69]. Woldemichael y colaboradores [31] determina-
ron que la saponina bidesmosidica identificada como 4cido 3-O-@-glucuronopiranosil
oleandlico 28-O-B-glucopiranosil éster fue la tnica especie activa en un test hemoli-
tico, a una concentracién de 260 pg/mL, por lo que catalogan su actividad hemolitica
como débil.
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La busqueda de vacunas mas seguras y efectivas para animales y humanos ha motivado
el estudio de metabolitos secundarios derivados de especies vegetales en la deteccidn de
nuevos inmunoadyuvantes. Las saponinas triterpénicas de la quinua se han evaluado
como adyuvantes inmunolégicos o agentes que realzan las respuestas inmunes especi-
ficas [69]. Particularmente, fracciones complejas de saponinas de quinua (compuestas
por derivados de 2 o 6 sapogeninas) se han evaluado sobre la respuesta inmune celular
y humoral de ratones inmunizados subcutdneamente con ovoalbimina, encontrando
que este tipo de saponinas poseen un efecto adyuvante, incluso con una baja actividad
hemolitica (HDs,: 820,0 + 2,9 y 61,5 £ 3,9 ug/mL), lo que las hace interesantes para
ser utilizadas como adyuvantes en vacunas [69]. Actualmente, el reto en investigacién
es detectar esta propiedad para cada una de las saponinas de la quinua por separado.

En el desarrollo de nuevos inmunoadyuvantes un aspecto critico es la toxicidad. Ensa-
yos de toxicidad con preparaciones de saponinas extraidas de quinua han mostrado
que los compuestos fisiolégicamente activos permanecen en fracciones menos hidro-
filicas, en las cudles predominan saponinas derivadas de la hederagenina y del 4cido
oleandlico. Yao y colaboradores [48] utilizando el método estdndar MTT (4,5 dimetil-
2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico) encontraron que la incubacién de cultivos de macré-
fagos murinos RAW264.7, en presencia de varias concentraciones de saponinas de
quinua (50, 100y 200 pg/mL) durante 24 h no afecté la viabilidad celular. Por su parte,
Yao y colaboradores [64] determinaron por este mismo método que la viabilidad de las
células de preadipocitos 3T3-L1 disminuy® significativamente bajo incubacién por 48
h con concentraciones de saponinas de 50, 100 y 200 pg/mL; mientras que las concen-
traciones de saponinas de quinua que no generaron toxicidad en este tipo de células
fueron de 12,5y 25,0 pg/mL [64]. Otro estudio demostré que la administracién sub-
cutdnea de hasta 300 pg de saponinas de quinua a ratones no ocasioné su letalidad, ni
signos de toxicidad local (hinchazén local, pérdida de cabello y piloereccion) [69]. Sin
embargo, una dosis de 266 pg ejercié un estimulo en la proliferacién de esplenocitos en
los ratones inmunizados con ovoalbumina. Se observé un aumento significativo en la
activacion de las células T'y B en los ratones inmunizados, demostrando que las sapo-
ninas de quinua pueden potenciar la respuesta inmune celular. No obstante, se detectd
una modulacién selectiva en funcién de la composicion de las fracciones de saponinas
evaluadas, es decir, la fraccién constituida por glucdsidos triterpénicos menos polares
fue capaz de estimular ambas —la respuesta de inmunizacién celular (Th1) y la humo-
ral (Th2) en menor proporcién—, mientras que la fraccién mds polar ¢jercié su efecto
adyuvante tinicamente sobre la respuesta humoral [69].

La identificacién de las sapogeninas presentes en las fracciones ensayadas permite a los
autores plantear que derivados del 4cido oleandlico podrian estar involucrados en las
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respuestas Th1, lo cual se respalda ademds en la actividad inmunoadyuvante que se ha
detectadoensaponinasdeeste mismotipo,contenidasenotrasespeciesvegetales[70,71].

Los extractos acuosos de la cdscara de quinua también se han estudiado por su capaci-
dad para actuar como adyuvantes de la mucosa, a través de su administracién intragis-
trica o intranasal a ratones, junto con la toxina del célera o la ovoalbumina, detectando
que potenciaron las respuestas de los anticuerpos IgG e IgA a los antigenos en suero
y en secreciones intestinales o pulmonares. [72]. Se presume que este efecto se debe a
un incremento de la permeabilidad de la mucosa que, a su vez, permitiria una mayor
captacion del antigeno vy, por ende, su potencial uso como adyuvantes para vacunas
administradas via mucosas.

De otra parte, la actividad citotdxica de las saponinas ha sido explorada y discutida en
un sinnimero de articulos cientificos sobre distintas especies vegetales. Varios autores
coinciden en que la estructura de la cadena del oligosacarido, los sitios de enlace inter-
glucosidicos —mds que el esqueleto de la sapogenina o lalinea celular—, son los factores
que definen las actividades citotdxicas de las saponinas [1, 13, 69, 73]; ademds, en que
la presencia del 4cido carboxilico libre en C-28 es esencial para la citotoxicidad [1, 31].
Kuljanabhagavad y colaboradores [13] evaluaron la actividad citotdxica de cuatro
saponinas (dos monodesmosidicas y dos bidesmosidicas) previamente identificadas,
asi como de sus respectivas sapogeninas en células HeLa por medio del ensayo MTT.
El efecto citotdxico de las saponinas monodesmosidicas con el mismo peso molecular
y con el enlace 153 en el C-3, y una molécula de glucosa unida en el C-28 fue similar
(ICsp> 100 pg/mL), mientras que sus respectivas agliconas presentaron un ICs, de 25,4
ug/mL, a pesar de que estructuralmente eran diferentes. Esto indica que los oligosacari-
dos posicionados en C-23 y C-27 en las saponinas se asocian con el incremento en la
citotoxicidad. El efecto citotdxico de saponinas bidesmosidicas (ICs,> 100 pg/mL) fue
también mayor que el determinado para sus sapogeninas, las cuales estructuralmente
presentaron coincidencia excepto en el tipo de aztcar unido al C-3.

Otra actividad investigada con las saponinas de quinua ha sido la actividad antiprolife-
rativa de lineas celulares de cdncer humano. Balsevich y colaboradores [74] midieron
la actividad inhibitoria de las saponinas de quinua sobre las lineas celulares de cancer
de colon (WiDr), corazén (MDA-MB-231) y pulmén (NCI-417). Sin embargo, sus
resultados no mostraron actividad (ICs,>50 pg/mL). Kuljanabhagavad y colabora-
dores [13] evaluaron los niveles de apoptosis inducidos por saponinas bidesmosidi-
cas derivadas del 4cido oleandlico y serjanico, y sus respectivas agliconas sobre la linea
celular Caco-2, adenocarcinoma de cdncer de colon, mostrando un efecto apoptdtico
menor por las saponinas (~13-26%) que por las agliconas (~50%). Estos resultados
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son comparables a los reportados para silibinin, el cual ha demostrado su capacidad de
inhibicién iz vivo con incluso mayores valores de ICs.

Actividad antiinflamatoria

Los medicamentos antiinflamatorios usualmente empleados pueden ser esteroidales y
no esteroidales, sin embargo, su utilizacién durante largos periodos de tiempo ha mos-
trado efectos secundarios o toxicidad, tales como riesgos cardiovasculares o desérdenes
gastrointestinales [72]. Dado lo anterior, la industria farmacéutica tiene un constante
interés en encontrar nuevos agentes antiinflamatorios y menos téxicos. La saponina
denominada acido 3-O-B-D-glucopiranosil oleandlico aislada de las semillas de Razn-
dia dumetornm Lam. [75], y de otras plantas [76-78], ha mostrado una importante
actividad antiinflamatoria en las fases exudativa y de proliferacién de la inflamacién
con dosis entre 25y 100 mg/kg. Puesto que este mismo tipo de saponina ha sido previa-
mente identificado en las semillas de quinua (véase tabla 1), se podria esperar la mani-
festacion de esta misma actividad por la fraccién de saponinas de quinua.

Los macrdfagos tienen un rol clave en los procesos de inflamacién. Una vez ellos son
estimulados producen una serie de mediadores inflamatorios tales como el 6xido
nitrico (NO) (una molécula reactiva originada enzimaticamente a partir del nitrégeno
guanidino de la L-arginina), el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la interlucina-6
(IL-6) (son citoquinas asociadas a la produccién de NO), promoviendo procesos infla-
matorios implicados en el proceso de inflamacién [79]. Es por esto que la generacién
de estos intermediarios se monitorea con el fin de estudiar el efecto antiinflamatorio
de nuevas especies. Yao y colaboradores [48] evaluaron el efecto antiinflamatorio de
cuatro fracciones alcohélicas de saponinas de semillas de quinua cultivadas en Chinaa
diferentes concentraciones ([Q50] >[Q70] >[Q90] >[Q30]), sobre la linea celular de
macréfagos murinos RAW?264.7 estimulados con lipolisacdridos (LPS). Los resulta-
dos probaron la capacidad de las saponinas de disminuir la produccién de NO e inhi-
bir la liberacién de citoquinas inflamatorias TNG-a y la IL-6. El efecto supresor de la
produccién de NO con una tasa inhibitoria >25% se observé a una concentracién de
saponinas de 100 pg/mL; la produccién de TNF-a y IL-6 fue inhibida a partir de una
concentracién de 100 pg/mL, y dicho efecto incrementé proporcionalmente con la
dosis. Concentraciones de 200 pg/mL de las cuatro fracciones de saponinas inhibieron
significativamente la producciéon de TNF-a en un 80%, 66%, 49% y 33%, en funcién
del nivel de saponinas presentes en cada fraccion, siendo mayor el efecto ocasionado
por la fraccién Q50. La produccion de IL-6 se disminuy6 en un 90%, 72%, 67%y 71%
por accién de Q50, Q70, Q90 y Q30, respectivamente. Esta actividad fue atribuida

principalmente a saponinas triterpénicas derivadas de la hederagenina y a los 4cidos

457



Andrés Ahumada, Andrés Ortega, Diana Chito, Ricardo Benitez

oleandlico y serjanico; sin embargo, los autores plantean la necesidad de estudios con
saponinas purificadas que permitan elucidar la o las saponinas activas.

Actividad antifungica

La actividad fungica de las saponinas es usualmente menor que la de las agliconas, es
decir, hay una influencia por el grupo funcional de los esqueletos de aglicona. El oligo-
sacarido en C-3 juega un papel critico, tanto en la permeabilizacién, como en la pro-
piedad antifungica de las saponinas [1]. La fraccién cruda del extracto metanélico de
saponinas de quinua, conteniendo estructuras bi- y monodesmosidicas derivadas de
la hederagenina y de los dcidos oleandélico y fitolacagénico, inhibieron el crecimiento
de Candida albicans (hongo de interés médico) con una concentracién de 50 pg/mL.
No obstante, ensayos similares con las fracciones de saponinas individuales mostraron
mayores concentraciones minimas inhibitorias (500 pg/mL < MIC < 100 pg/mL),
evidenciando un sinergismo entre los compuestos ensayados [31]. Esta pérdida de
actividad antifungica coincide con lo reportado para glucésidos del dcido oleandlico y
hederagenina con carbohidratos de cadenas cortas extraidos de las raices de los guisan-
tes y de las hojas de la remolacha [80].

Stuardo y colaboradores [81] probaron la actividad antifingica de seis extractos de
saponinas de quinua crudos, puros y tratados con dlcali con y sin incubacién térmica
en contra de Botrytis cinerea. Los extractos no tratados con édlcali mostraron una activi-
dad minima en contra del crecimiento micelial de B. cinerea y no evidenciaron efectos
en la germinacién conidial, incluso a una concentracién de 7 mg de saponinas/mL. En
contraste, el tratamiento alcalino favoreci6 la actividad. Dosis de 5 mg de saponinas/
mL inhibieron el 100% de la germinacién conidial hasta después de 96 h de incubacién
a 20 °C. Ensayos con tincién demostraron que la integridad de la membrana fingica
sufrié ruptura, en los casos en que las saponinas fueron tratadas con dlcali; mientras
que las membranas tratadas con saponinas sin tratamiento alcalino permanecieron
intactas. Con estas observaciones los autores infieren que probablemente se promueve
la formacion de derivados de saponinas con mayor caracter hidrofébico, lo cual posibi-
litarfa una mayor afinidad con los esteroles presentes en las membranas celulares y, por
lo tanto, una mayor actividad.

La literatura también reporta varias patentes que describen el uso de las saponinas de
quinua como una base para la proteccién de las plantas (tomate o papa) en contra de
enfermedades causadas por bacterias y hongos (por ejemplo, hongos pertenecientes a
los familias Taphrinaceae, Taphrina, 1. deformans, Venturiaceae, entre otras), enten-
dida principalmente por la presencia de saponinas derivadas del acido oleandlico y
que repercuten en el mejoramiento del rendimiento y la calidad de la produccién de

la planta [82-84].
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Actividad surfactante y antioxidante

El extracto hidroalcohdlico de la céscara de las semillas de quinua fue examinado para
la actividad surfactante, en términos de la liberacién de hemoglobina por los glébu-
los rojos de ratas macho adultas sprague dawley por Letelier y colaboradores [68]. El
extracto de quinua promovi la liberacién de la hemoglobina con un comportamiento
dependiente de la concentracién similar al control positivo (Tritén X-100); el 50%
del efecto méximo (ECs) se alcanzd con una concentracién de 26,3 pL de extracto de
quinua /107 glébulos rojos. En esta investigacion, los autores también evaluaron la acti-
vidad antioxidante del extracto de quinua usando microsomas del higado de rata como
sistema biolégico y Cu®*/ascorbato como un sistema generador de especies reactivas
de oxigeno (ERO). El extracto de quinua inhibié la peroxidacién lipidica y la pérdida
del contenido de tiol microsomal, resultando un mejor protector de los grupos tiol
que de los lipidos microsomales (ECs,: 16,85 y 10 uL, respectivamente). Estos grupos
tiol (glutatién, GSH, en el higado) se constituyen en las principales moléculas antioxi-
dantes no enzimaticas. La mayoria de las enfermedades asociadas con estrés oxidativo,
ademds de los desordenes degenerativos, cancer y enfermedades cardiovasculares, se
caracterizan por una disminucién de GSH o de la relacion GSH/GSSG. El extracto de
quinua inhibi¢ la formacién del dimero GSSG y favorecié la forma GSH a través de la
activacion de la glutatién-S-transferasa (GST) por accion del H,O,; en otras palabras,
se podria pensar que el extracto de quinua actiia como agente reductor de los puentes

disulfuro [68].

Revisando lo reportado para glucésidos triterpénicos similares a los identificados en
quinua, se destacan los resultados descritos por Gulcin y colaboradores [85] para el
compuesto [3-O-(f-D-glucopiranosil)-hederagenina] (OGH). A una concentracién
de 30 pg/mL, los efectos inhibidores de OGH sobre la peroxidacion de la emulsién
de 4cido linoleico fue del 95,3%, mientras que el a-tocoferol y Trolox exhibieron un
88,8% y 86,2% de inhibicién de la peroxidacion en el sistema, respectivamente. Ade-
mas, OGH mostré efectividad de otras actividades antioxidantes (eliminacién de espe-
cies reactivas, poder reductor y quelacién de metales), comparables a las del a-tocoferol
y Trolox.

Actividad molusquicida

El uso de saponinas de quinua como molusquicida en contra de los caracoles Pomacea
canaliculata (o comtinmente conocido como caracol manzana o GAS por su sigla en
inglés) que afectan dramdticamente los cultivos de arroz, ha sido valorado bajo con-
diciones de laboratorio simulando las condiciones del cultivo de arroz de Filipinas,
y de manera preliminar bajo condiciones de campo en Argentina [40, 42]. Los ensa-
yos en contra de GAS con las cdscaras de quinua no mostraron actividad hasta una
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concentracién de 35 ppm de saponinas (121 ppm de producto) [42]. Sin embargo,
el pre-tratamiento alcalino de las cdscaras ocasiond la muerte completa de los GAS
con una concentracion de 33 ppm del producto (estos resultados fueron reproducibles
en campo). En este caso, el tratamiento alcalino favorece el contenido de saponinas
monodesmosidicas que son mas activas que las bidesmosidicas, asi como la formacién
de complejos hidrofébicos entre las saponinas y otros metabolitos que tendrian una
mayor afinidad con el colesterol presente en las branquias de los GAS.

Adicionalmente, los autores encontraron ventajoso que el uso de este producto a la
concentracion més alta (54 ppm) no generd toxicidad para el pez dorado y la tilapia.
Joshi y colaboradores [40] determinaron que el grado de proteccién de las semillas
germinadas de arroz era directamente proporcional a la concentracién de saponinas
en el agua de arroz. A concentraciones de 9 y 11 ppm de saponinas, la proteccién de
las pléntulas contra GAS de diferentes tamafios después de 48 h fue de 93% y 95%,
respectivamente, y la recuperacién de las pldntulas después de cinco dias con una con-
centracién de saponinas de 11 ppm fue del 93%, siendo entonces mds ventajoso que
los molusquicidas sintéticos como la niclosamida que disminuyen drasticamente este
proceso (4%). El 55% de la mortalidad de los GAS se presenté entre 24 y 48 h, por
lo que se presume que el efecto protector es debido a un cierre casi inmediato de los
opéreulos del caracol cuando se expone a soluciones de saponina y lo preceden las tasas
de mortalidad significativas dentro de 24 y 48 h. A pesar de que el producto afectd
ligeramente el crecimiento de los brotes, este desapareci6 con el tiempo y las plantas se
desarrollaron de manera normal.

CONCLUSIONES

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) se reconoce como una fuente promisoria de
saponinas de interés por sus propiedades bioldgicas. Estos metabolitos se han detec-
tado en las flores, los tallos, los frutos y los granos, con mayor prevalencia en la céscara.
La literatura reporta la identificacién de mas de 30 saponinas triterpénicas cuyas dife-
rencias estructurales estdn asociadas a diferentes propiedades bioldgicas, tales como
actividad hemolitica, citotéxica, antioxidante, surfactante, molusquicida, antiadipogé-
nica, hipocolesterolémica, adyuvante y antiinflamatoria.

Las saponinas se consideran las responsables del sabor amargo de las semillas, por lo
que para la industria alimentaria se constituyen en un residuo derivado del procesa-
miento de las semillas requerido para su consumo, el cual se puede valorizar. A pesar
de que es una especie procedente de los Andes suramericanos, su cultivo ha traspasado
fronteras gracias a su bondadosa adaptacién edafoldgica, por lo que esta revision se
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convierte en un documento que muestra las ventajosas propiedades biolégicas que han
sido poco exploradas hasta el momento y son ain retos de investigacion para su futuro
uso en el campo farmacéutico y nutracéutico.
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RESUMEN

La metodologfa analitica para la cuantificacién de warfarina sédica en tabletas de
5 mg fue estandarizada y validada mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplada a detector de arreglo de diodo (HPLC-DAD). Se usé como fase mévil una
mezcla compuesta por MeOH-AcOH-H,O (68:1:32), una columna cromatografica
C8¢ Phenomenex® de 150 x 4,6 mm y tamano de particula de 5 um. Los resultados
analiticos muestran que el método es preciso, exacto y selectivo para este firmaco. La
curva de calibracidn se realizé en un intervalo del 80 al 120%, en una concentracién
nominal de 0,1mg/mL, demostrando ser lineal con un coeficiente de correlacién a
*> 0,990; el porcentaje de recuperacion fue de 98,1% + 1,3, la precision medida
a través de la repetibilidad y la precisién intermedia fue adecuada (%RSD<2). En
la prueba de disolucién se encontré un porcentaje de 92,3% + 3.0. Por lo tanto, la
metodologfa desarrollada cumple con las especificaciones establecida por la USP 38/
NEF33.

Palabras claves: Validacién de métodos analiticos, warfarina sédica, HPLC-DAD.
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Validacién de una metodologia HPLC para cuantificacién de warfarina sédica

SUMMARY

Validation of an analytical HPLC method for the quantification
of warfarin sodium in tablets

The analytic methodology for the quantification of sodium warfarin tablets of 5 mg
was standardized and validated by High Efficiency Liquid Chromatography coupled
to Diode Array Detector (HPLC-DAD). A mixture of MeOH-AcOH-H,0O
(68:1:32) was used like mobil phase, a chromatographic column C8¢ Phenomenex”
0f 150x4.6 mm and a particle size of 5 um. The analytic results show that the method
is precise, accurate and selective for this drug. The calibration curve was performed
in the range of 80 to 120% at a nominal concentration of 0.1 mg/mL, demonstrating
to be linear with a correlation coefficient at r*> 0.990; recovery rate was 98.1% + 1.3
and the precision measured through repeatability and intermediate accuracy was
adequate (% RSD <2). A percent of 92.3% + 3.0 was found in dissolution test, thus,
the methodology developed complies with the specifications established by USP
38/NF33.

Keywords: Validation of analytical methods, sodium warfarin, HPLC-DAD.

INTRODUCCION

La warfarina (de las siglas “Wisconsin Alumni Research Foundation”, terminado en
“arina’, de cumarina) fue descubierta en 1940 por Karl Paul Link, quimico de la Univer-
sidad de Wisconsin, Estados Unidos [1]. La warfarina es uno de los medicamentos mds
prescritos en el mundo, usado como anticoagulante oral en profilaxis y el tratamiento
de eventos trombdticos: embolismo pulmonar, cardiomiopatias, en complicaciones
tromboembdlicas asociadas con fibrilacién auricular, oclusién vascular retinal y embo-
lismo cerebral, entre otros, asi como en el manejo de la terapia antitrombética, seguida
de la intervencién coronaria percutdnea en pacientes con fibrilacidn auricular [2].

La warfarina es un derivado sintético de la cumarina, la cual actia inhibiendo la sinte-
sis por inhibicién de la gamma carboxilacién de los factores de la coagulacién depen-
dientes de la vitamina K, entre los que se encuentran los factores II, VII, IX y X, y las
proteinas anticoagulantes C y S.3 [3-6]. En la actualidad se dispone de preparaciones
comerciales compuestas por una mezcla racémica de su sal sédica R y § (1), siendo
la S-warfarina levorrotatoria cuatro veces mas potente en su antagonismo con la vita-
mina K. Después de su administracién oral, la warfarina se absorbe practicamente en su
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totalidad (~90%) con una concentracién plasmdatica maxima observadaen las primeras
cuatro horas. Este firmaco se elimina casi completamente mediante metabolizacién por
las enzimas microsomales hepdticas (complejo citocromo P-450: por las isoenzimas
2C9,2C19,2C8,2C18, 1A1, 1A2,y 3A4), originando metabolitos hidroxilados inac-
tivos o reducidos, eliminados preferentemente en la orina [5-7]. Aspectos relacionados
con la seguridad y con una alta tasa de complicaciones potencialmente mortales han
limitado su uso en forma generalizada. El riesgo de sangrado durante el tratamiento
con warfarina es probable en personas de mas de 65 afios, en personas que toman dosis
altas de warfarina, o las que toman este medicamento por periodos largos. En algunas
ocasiones el tratamiento con warfarina puede causar dolor, hinchazén o incomodidad,
sangrado de una cortada que no se detiene en la cantidad de tiempo usual,sangrado de
nariz o de las encfas, tos, algunas veces acompanada con sangrado, moretones o san-
grado inusuales, sangrado vaginal o flujo menstrual mas de lo normal, orina de color
rosado, rojo o café oscuro, evacuaciones de color rojo o negro alquitranado, dolor de

cabeza, mareos y debilidad general [4, 8].
@]

@)

Esquema 1. Estructura molecular de la warfarina sédica.

Adicional a los efectos secundarios y a la necesidad de mantener la vigilancia de la cali-
dad farmacéutica de los preparados que se encuentran en nuestro pafs, recientemente la
Direccién de Medicamentos y Productos Bioldgicos del INVIMA emiti6 un reporte
de evidencia de resultados no conformes para algunos productos farmacéuticos nacio-
nales que tienen warfarina como principio activo [9]. Es rol fundamental del profesio-
nal quimico farmacéutico y de las entidades relacionadas con el aseguramiento de la
calidad de los medicamentos garantizar y gestionar los sistemas de farmacovigilancia a
nivel local y nacional, con el fin de mejorar aspectos que permitan optimizar y mante-
ner la farmacoterapia en los pacientes [10].
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El presente trabajo deinvestigacion ofrece el desarrollo de un método analitico validado
que permite cuantificar la warfarina sédica como principio activo de formulaciones far-
macéuticas tipo tabletas, mediante un método por HPLC-DAD, como herramienta
versatil y poderosa para la identificacion y la determinacion de los componentes qui-
micos en los medicamentos [11-14]. Los resultados analiticos muestran que la valida-
cién de la metodologia por HPLC es selectiva, lineal, precisa y exacta; por tanto, es
confiable para ser utilizada en la cuantificacién de warfarina sédica en tabletas. Este
resultado permitird contar con una metodologia que permita velar por la buena calidad
ylas buenas pricticas de manufactura (GMP) de los medicamentos que contienen este
principio activo [15-16].

METODOLOGIA

Instrumentos y equipos

El cromatégrafo liquido utilizado fue un Shimadzu LC LaChrom Elite® System
(Shimadzu, Kyoto, Japén), equipado con una bomba cuaternaria modelo L-2130 y
un detector de arreglo de diodo (DAD) modelo L-2455. Las pruebas de disolucién
se realizaron en un equipo disolutor marca VARIANT 705DS, sistema microondas
de extraccién.

Reactivos

Estindar USP de warfarina (lote: [1G072), metanol (MeOH, Merck®), acetonitrilo
(ACN, Merck®), acido acético glacial (AcOH, Merck®), hidréxido de sodio (NaOH,
Merck®), 4cido fosforico (H;PO,, Merck®), fosfato monobisico de potasio (KH,PO,,
Panreac®), todos grados analiticos (GA).

Estandarizacion de la metodologia

En el establecimiento de los pardmetros de validacion se siguieron las pautas recomen-
dadas por la Farmacopea Americana USP 38, categoria I [17]. Como se mencion, para
cada pardmetro de validacion las concentraciones empleadas de warfarina sédica guar-
dan relacién con las concentraciones etiquetadas en el producto mezcla de los mismos.

Condiciones cromatograficas

La fase mévil consistié en una mezcla de MeOH:AcOH:H,O (68:1:32), filtrada y
desgasificada por membrana de 0,45 um. La columna utilizada fue C8e, Phenomenex®,
150 x 4,6 mm, tamaiio de particula de 5 um, lalongitud de onda se establecié 2 280 nm,
flujo 1,4 mL/min, volumen de inyeccién 20 pL y a una temperatura de trabajo de 30 °C

[18,19].
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Preparacion de la solucién buffer fosfato

Se transfirié 1,36 g de KH,PO, a un matraz volumétrico de 200 mL en 50 mL de agua.
Se agrega 39,1 mL de NaOH 0,2 N y con agua hasta completar volumen. Se ajusta con
solucién de NaOH o H;PO, hastapH =7,4 + 0,1.

Preparacion de las soluciones estindar y de calibracién de warfarina sodica

A partir del estandar primario de warfarina sddica, se preparé una solucion stock de
concentracién 1,0 mg/L de acuerdo con los criterio establecidos en la USP 38 [17]. A
partir de esta solucién, se procedié a preparar las diluciones de trabajo parala validacién
de la metodologfa utilizada [20,21].

Linealidad

Se prepard una curva de calibracién con cinco concentraciones correspondientes
a 80%, 90%, 100%, 110% y 120 % de la concentracidn tedrica (0,1 mg/mL). Con los
resultados arrojados se realizé el analisis de regresion lineal.

Precisién y exactitud

La precisién fue calculada con el coeficiente de variacién a partir de la repetibilidad y
la precisién intermedia [21]. Para ello se preparé por triplicado a partir de la solucion
stock de trabajo la disolucién correspondiente al 100% de la concentracidn, inyectin-
dose tres replicas en el cromatégrafo para el caso de la repetibilidad. En cuanto a la
precision intermedia, se prepard una solucién de 100% por dos analistas diferentes en
dos dias diferentes. La exactitud se determind con el porcentaje de recuperacion a partir
de la preparacién de tres niveles de concentracién de 90%, 100% y 110%.

Selectividad

En la evaluacién de la selectividad se preparé una solucién al 100% de la concentracion
de trabajo. De esta tltima solucién se tomaron tres alicuotas de 3 mL que sellevaron alas
siguientes condiciones extremas: dcido clorhidrico 0,1 N, hidréxido de sodio 0,1 Ny
perdxido de hidrogeno al 30%, a reflujo durante una hora a 80 °C. Esto con su respec-
tivo blanco y estindar.

Preparacion de las muestras comerciales de warfarina sédica

Para la preparacion de las muestras se tuvieron en cuenta los criterios establecidos en
la USP 38 [17]. Se pesaron 20 tabletas del producto comercial y se redujeron a polvo
fino, transfiriendo una porcién de polvo equivalente a 25 mg de warfarina sédica a un
balén de 25 mL. Luego se disolvi6 y diluy6 con una solucién de buffer fosfato pH 7,4, a
partir de esta solucion se prepar6 una solucién de trabajo de concentracién 0,1 mg/mL,
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la cual se filtr a través de un filtro de 0,45 um, para luego ser inyectada en el cromaté-
grafo. Este analisis se realiz6 por triplicado.

Prueba de disoluciéon

El procedimiento analitico tuvo en cuenta la preparacién del estdndar (warfarina) y la
preparacion de la muestra. Para la preparacion del estindar se pesaron exactamente 25
mg de warfarina, se llevd a un balén volumétrico de 25 mL, se disolvié y completé volu-
men con medio de disolucién. Las muestras comerciales de warfarina se sometieron a
pruebas de disolucién en un equipo disolutor, para lo cual cada tableta se coloc6 en un
vaso de 900 mL, con medio de disolucién (Agua Mili-Q) utilizando el aparato N.° 2
(paletas) a 50 rpm, durante 30 min, a temperatura de 37 °C +0,5; la cuantificacién del
analito se realizé en el cromatégrafo liquido [22].

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacién de valoracién

De acuerdo con la metodologia descrita en la USP 38 [17] y usando las condiciones
cromatograficas descritas anteriormente, se inyectd en el cromatdgrafo por quintupli-
cado la solucidén estindar de warfarina a fin de verificar la idoneidad del sistema, obte-
niéndose un numero de platos tedricos igual a 5282, y una asimetria de 1,18, donde lo
especificado por la USP acepta un minimo de 1200 platos tedricos y una asimetria < 2.
Se puede afirmar que se cumple con lo esperado y que el sistema es idéneo.

Linealidad

La curva de calibracidn result6 ser lineal en el intervalo de concentraciéon comprendido
entre 0,08 y 0,12 mg/mL (tabla 1). Alaplicar la regresion lineal a los resultados registra-
dos, se obtuvo la ecuacién de la recta que se expresé segin Y = 1,2x107+0,7C-19.926.
El coeficiente de correlacion lineal fue de 0,9955 (figura 1), y un RSD de 0,9990%.
El andlisis de varianza para lapendiente y el intercepto arrojé que estos son diferentes
de cero. Como el valor p de la prueba en la tabla ANOVA es menor de 0,5, hay una
relacién estadisticamente significativa entre la relacién de 4rea y la concentracion de
warfarina sddica a un nivel de confianza de 95%.
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Tabla 1. Resultados estadisticos para la prueba de linealidad del sistema y el método.

Estadisticos Sistema Método
Coeficiente de correlacién (r) 0,9977 0,9958
Coeficiente de determinacién (r?) 0,9955 0,9917
Intercepto (a) -19.9263,8667 -1.168.399,533
Pendiente (b) 120.267.596,7 127.682.403,3
Varianza (S? yx) 15.179.841.962 31.540.307.568
Test de Cochran Gtab: g?;p(;(lf; <Gtab Gtab: E)};};pG(ifs <Gtab
Desviacién estdndar de la 2.249.432,666 3.242.442,884

pendiente (Sb)

Desviacién estandar del
intercepto (Sa)

871.201,5255

1.255.792,729

Test de hipétesis para la pendiente

T calculado: 53,47
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

T calculado: 39,38
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

Test de hipétesis para el intercepto

T calculado: 53,47
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

T calculado: 39,38
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

Andlisis de varianza para
la regresi6n lineal

F calculado: 2858,5

F tabulado: 2,51
Si F calculado> F tabulado

860 F calculado: 1550,6630
F tabulado: 2,51

Si F calculado> F tabulado

15'000.000
14'000.000
13'000.000
12'000.000 |
11'000.000
10'000.000 r

AI'CEL

R,=0,9955

9'000.000 '
0,078

0,088

0,098

0,108 0,118 0,128

Concentracién (mg/mL)

Figura 1. Curva de linealidad del sistema en validacién de valoracién.
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Precision
En la tabla 2 se exponen los resultados correspondientes a este estudio. Para el caso
especifico de la repetibilidad, se utilizé una concentracién nominal de 0,1 mg/L por tri-

plicado, y se determin la concentracién a cada replica por inyeccidn de tres veces cada
una, arrojando un valor promedio (n = 9) de 97,0% + 1,9 con un % RSD menor de 2%.

En cuanto a la precision intermedia, los resultados de recuperaciéon no se presentan
diferencias estadisticamente significativas, en razén a que se realizé el anlisis en dias
diferentes o con analistas diferentes (tabla 2).

Tabla 2. Resultados y andlisis estadisticos de la precisién intermedia.

Analista Dias
1 2

98,99 98,88
1 98,86 99,01
98,95 98,91

Promedio 98,9 98,9
SD 0,06 0,06

% RSD 0,06 0,06
97,41 98,42
2 97,31 98,11
97,35 98,76

Promedio 97,4 98,4

SD 0,05 0,3

% RSD 0,05 0,3

Exactitud

Para la determinacién de la exactitud se emple el método de porcentaje de recupera-
cién, el cual se realizé a tres niveles de concentracién por triplicado de 90%, 100% y
110% de concentracién (tabla 3). El alto porcentaje de recuperacion para la warfarina
sodica fue de 98,1% +1,3, con un valor de % RSD de 1,4%, muy por debajo del criterio
establecido (% RSD< 2).
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Tabla 3. Resultado y analisis para el porcentaje de recuperacién en la exactitud.

Concentraciéon % Recuperacion Media SD %RSD
(%) Muestral | Muestra2 | Muestra 3
90 97,51 97,31 97,7 97,5 0,20 0,20
100 99,61 99,7 99,62 99,6 0,05 0,05
110 97,15 97,31 96,9 97,12 0,21 0,21
Selectividad

En esta prueba las soluciones estindares y las muestras fueron sometidas a condiciones
extremas en medio acido, basico y de oxidacion, con el fin de observar si el analito de
interés presenta interferencia con sus productos de degradacion generados.

En los cromatogramas se pudo observar un tnico pico caracteristico de la warfarina
en un tiempo de retencién de 1,2 min en los medios 4cidos y basicos, mientras que
en condiciones de oxidacion se presenta un pico producto de degradacién del analito
en estudio, eluyendo a un tiempo de retencién de 3,0 min, sin presentar interferencia
alguna con la sefal de la warfarina sédica. Por lo tanto, la metodologia utilizada es
selectiva para la cuantificacién del fairmaco de interés.

VALORACION PRUEBA DE DISOLUCION

Linealidad del sistema

El valor del coeficiente de determinacién (r*) entre la cantidad de principio activo adi-
cionado y la cantidad recuperada es de 0,9986. El coeficiente de variacion de los factores
de respuesta fue de 2. En la figura 2 se muestran la curva de la linealidad dentro del
intervalo de trabajo (60%-100%). De acuerdo con el test estadistico indicado en la
tabla 4, la linealidad cumple con los criterios de aceptacion.

16'000.000
15'000.000
14'000.000
13'000.000
12'000.000
11'000.000

10'000.000 R =0,9986

9'000.000 . . . g
0,0023 0,0028 0,0033 0,0038 0,0043

Concentracién (mg/mL)

Area

Figura 2. Curva de linealidad del sistema prueba de disolucion.
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Tabla 4. Resultados estadisticos de la prueba de linealidad del sistema.

Estadistica Sistema

Coeficiente de correlacién (r) 0,9978

Coeficiente de determinacién (r?) 0,9957
Intercepto (a) 186870,4917

Pendiente (b) 244077070,1
Varianza (S2 y,x) 187829604,8
Test de Cochran Gexp: 0,38

Gtab: 0,87 Gexp<Gtab

Desviacién estindar de la pendiente (Sb)

24755516,06

Desviacién estdndar del intercepto (Sa)

165427,5256

Test de hipétesis para la pendiente

T calculado: 49,15
T tabulado: 2,16
T calculado >T tabulado

Test de hipdtesis para el intercepto

T calculado: 49,15
T tabulado: 2,16
T calculado >T tabulado

Anélisis de varianza para la regresion lineal

F calculado: 2415,9360
F tabulado: 2,51
Si F calculado>F tabulado

Prueba de disolucién

En la tabla se presentan los resultados para la prueba de disolucién de la warfarina

sodica comercial, en los que se puede constatar que el Q promedio hallado fue de

92,3% + 3,7, que es mayor al criterio establecido por la USP (Q>80 + 5%), y un RSD

de 4,0% (figura 3).
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Figura 3. Disolucién de las tabletas de warfarina sédica.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que el método para la cuantificacion e identificacién de warfa-
rina sédica en tabletas, en las condiciones del Laboratorio de Analisis de Medicamen-
tos (LAM), cumple con los pardmetros establecidos por la USP 38 para este principio
activo y son confiables. Esta metodologia podra ser implementada como apoyo al Cen-
tro de Investigacién de Servicio Farmacéutico y Monitoreo de Firmaco que se gesta
en la regién Caribe Colombiana, asi como a las entidades regulatorias y al sector far-
macéutico a nivel regional y nacional, garantizando de esta manera que los resultados
obtenidos puedan ser aplicados en el andlisis del producto terminado y en los resul-
tados de estabilidad de la forma farmacéutica solida de warfarina sédica. EI método
USP validado en el laboratorio LAM es selectivo, ya que no se detecta interferencia
con la matriz, ni con los productos de degradacién en diferentes condiciones de pH y
oxidacidn. El método es lineal en el intervalo de concentracién del 80 al 120%, en la
validacién de la valoracién. El método es preciso, ya que el grado de concordancia que
existe entre las pruebas realizadas al 100% de concentracién nos permite obtener resul-
tados repetitivos, obteniéndose un RSD menos al 2% en cada replica; adicionalmente,
no hubo diferencias estadisticas significativas entre los ensayos realizados con analistas
y en dias diferentes.
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RESUMEN

La (+)-3,4-metilendioxipirovalerona (MDPV) y la (+)-3,4-metilenedioximetilcati-
nona (metilona) son algunos de los derivados sintéticos de catinonas mds frecuen-
temente encontrados en productos que se comercializan como “sales de bafio”, los
cuales hoy en dfa se emplean como drogas de abuso. Los reportes de casos fatales por
consumo de estas sustancias aumentan cada dfa, y aunque existen algunos estudios
farmacoldgicos y toxicoldgicos, no son claros los mecanismos de accién y los efectos
causados por su consumo recreativo. La implementacion de sistemas que permitan
conocer el metabolismo de estas drogas en humanosyy el diseio de métodos analiticos
para su deteccién son ahora objeto de investigacion. Este articulo presenta una revi-
sion bibliografica acerca de los estudios de biotransformacién para MDPV y meti-
lona empleando modelos i vitro con microsomas hepdticos humanos, fracciones
celulares S9 y modelos i vivo con animales de experimentacion, asi como un poste-
rior andlisis de los metabolitos que hay hasta la fecha. Las técnicas analiticas utilizadas
para el andlisis de metabolitos incluyen cromatografia liquida acoplada a detector
selectivo de masas (LC-MS o LC-MS/MS), o la formacién de derivados acetilados
o sililados para su posterior andlisis por cromatografia de gases acoplada a detector
selectivo de masas (GC-MS). Ademds, se incluye una propuesta para el estudio del

metabolismo para metilonay MDPV a través de hongos del género Cunninghamella.
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SUMMARY

History of the metabolic study of MDPV and methylone.
Proposal of a biotransformation model through fungi of the
genus Cunninghamella

(%)-3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV) and 3,4-methylendioxymethylcathi-
none (methylone) are some of the most frequent synthetic derivatives of cathinones
found in commercial products known as “Bath salts” and which today are used as
drugs of abuse. Reports on fatal cases involving the consumption of these substances
are raising and although there are some pharmacological and toxicological studies,
their action mechanisms and effects due recreational consumption are not very well
understood. The implementation of systems that allows the understanding of the
metabolism of these drugs in humans and the design of analytical methods for their
detection is now the subject of research. This paper shows a bibliographical review
of the studies conducted on the biotransformation of methylone and MDPV using
in vitro models with human hepatic microsomes, cell fractions S9 and iz vivo models
in animals with posterior analysis of the obtained metabolites. The analytical techni-
ques used for the analysis of the metabolites include liquid chromatography coupled
with mass spectrometry (LC-MS or LC-MS/MS) or the formation of acetylated
or dimethyl silylated derivatives for their posterior analysis by gas chromatography
(GC-MS). A proposal for the study of the metabolisms of methylone and MDPV
through the fungus of the genera Cunninghamella is also included.

Keywords: MDPV, methylone, biotransformations, Cunninghamella.

INTRODUCCION

Segun el informe mundial sobre drogas llevado a cabo en el 2015 y publicado por
la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), hay un
numero creciente de paises que ha notificado la aparicién de una mayor variedad de
nuevas sustancias psicoactivas (NPS). El término “nuevas” no se refiere forzosamente
a nuevas invenciones, sino a sustancias que han empezado a circular recientemente
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en mercados concretos y no estdn fiscalizadas a nivel mundial. Los datos disponibles
acerca de su consumo son inciertos debido al enorme nimero y diversidad. En el 2014,
95 paises habian informado sobre un total de 541 NPS al sistema de alerta temprana
de la UNODC. La mayorfa de NPS siguicron siendo cannabinoides sintéticos (39%),
seguidos por derivados de fenetilaminas y catinonas sintéticas (33%) [1]. De acuerdo
con la UNODC, las NPS comprenden varios tipos de sustancias y se pueden clasificar
en nueve grupos:

. Aminoindanos: andlogosciclicosdeanfetamina, como2-aminoindano (2-AI) [2].

. Cannabinoides sintéticos: agonistas de receptores de cannabinoides que se ven-
den como mezclas vegetales, e. g. tetrahidrocannabinol (THC), anlogos sintéti-
cos como HU-210, y otros como aminoalquilindoles (JWH-018,JWH-073) [3].

. Catinonas sintéticas: 3-cetofenetilaminas, quimicamente similares a las anfeta-
minas, con efectos parecidos a la cocaina y anfetaminas como mefedrona, MDPV
y metilona [4].

. Sustancias tipo fenciclidina (PCP): Acttian como antagonista de receptores

N-metil D-aspartato (NMDA), como la ketamina.

e Fenectilaminas: anfetamina, MDMA, DOC, 2CB, Bromo-Dragonfly y metoxi-
metanfetamina (PMMA), las cuales gracias a su accién sobre el sistema nervioso
simpdtico actiian como agentes adrenérgicos.

e  DPiperazinas: agonistas del neurotransmisor GABA (4cido y-aminobutirico),

como benzilpiperazina (BZP) y mCPP (1-(3-clorofenil)piperazina).

o  Sustancias de origen vegetal: Khat (Catha edulis), Mitragyna speciosa Korth
(Kratom) y Salvia divinorum.

. Triptaminas: derivados sintéticos de dimetiltriptamina (DMT), y otras triptami-
nas de origen natural.

. Finalmente, otros como la 1,3-dimetilamilamina (DMAA) que no se pueden cla-
sificar en ninguno de los grupos anteriores [2-4].

Las catinonas sintéticas surgen en el mercado de las drogas en Europa y Estados Uni-
dos a mediados del 2000, como alternativas legales en productos que se comercializan
como sales de bafio, fertilizantes para plantas y repelentes para insectos. Estas drogas
se caracterizan por ser estimulantes simpaticomiméticos, con accidn serotoninérgica y
propiedades alucindgenas, generando como principales efectos toxicos taquicardia, dia-
foresis, hipertension y agitacion, y psicosis y paranoia como efectos neurosiquidtricos.
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Su comercializacién, llevada a cabo principalmente a través de Internet, tiendas de
barrios y lugares donde se vende tabaco y cigarrillos, ha facilitado su difusién a otros
paises. Son derivados sintéticos de la catinona (§-(—)-2-amino-1-fenil-1-propanona),
un alcaloide natural presente como componente activo principal de la hoja de la planta
de khat (Catha edulis), 1a cual se consume en el este de Africa y la peninsula arabica en
forma de t¢, gracias a sus propiedades estimulantes. Los derivados de catinona estin
relacionados con la familia de las fenetilaminas a la que pertenece la metilendioxime-
tanfetamina (MDMA), y se caracterizan por la presencia de un grupo cetona en la posi-
cién B en la cadena lateral. Algunas de las catinonas sintéticas que més frecuentemente
se emplean como drogas de abuso son la MDPV, metilona, butilona y mefedrona [5-8].
El aumento en la popularidad y uso de este tipo de drogas en Europa y Estados Unidos
se debe, entre otros aspectos, a su ficil adquisicién, al desconocimiento de todos sus
posibles efectos adversos, sumado a su dificil deteccién por metodologias clasicas en un
laboratorio de toxicologia [4].

La determinacién de drogas de abuso en toxicologia postmortem juega un papel impor-
tante en la determinacién de la causa y la manera de muerte, razén por la cual hoy en dia
se han desarrollado numerosos modelos, tanto 7% vive, como in vitro, los cuales buscan
esclarecer rutas metabdlicas, perfiles metabdlicos y metabolitos para el mejor entendi-
miento en la interpretacién de los resultados toxicoldgicos. Este articulo describe los
mds recientes avances en cuanto a estudios metabdlicos de MDPV y metilona, desde el
punto de vista de modelos i7 vivo ¢ in vitro con el uso de herramientas analiticas moder-
nas, asi como sus principales limitaciones.

Los modelos iz vitro se basan en la utilizacién de microsomas hepdaticos humanos y
fracciones celulares S9 (sobrenadante, separado por centrifugacién del tejido hepatico
homogenizado); los modelos i vivo se basan en el uso de animales de experimentacién.
Asimismo, se incluye el andlisis de los metabolitos encontrados en muestras de orina
de consumidores de este tipo de sustancias [9-11]. Los modelos i vitro e in vivo tradi-
cionales presentan algunas desventajas, entre las que se encuentran la imposibilidad de
evaluar metabolismo de fase II, o el hecho de que al ser homogenizados del contenido
celular las enzimas, no constituyen una fuente de cofactores y coenzimas necesarias en
la produccién de algunos metabolitos, por lo que es necesaria la adicién de ellos en las
concentraciones adecuadas para el correcto funcionamiento enzimético.

Por otra parte, el mantenimiento del cultivo celular requiere una infraestructura
compleja, asi como un coste econdmico elevado, todo lo cual supone inconvenientes
afiadidos. Los animales de experimentacion utilizados en los modelos iz vivo deben
provenir de cepas estandarizadas, y su manejo dentro del laboratorio exige condicio-
nes medioambientales y de nutricién estables que en muchas ocasiones son dificiles de
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conseguir [12]. Adicionalmente, la disponibilidad de muestras bioldgicas de personas
consumidoras de este tipo de sustancias es muy limitada. Por esta razon, en esta revision
se incluye una propuesta del estudio del metabolismo para MDPV y metilona con un
modelo flngico 77 vitro alternativo a los mencionados anteriormente. La seleccidn de
estas dos moléculas se basa en que son dos de los derivados de catinona mds frecuen-
temente identificados en muestras de sangre y orina de consumidores involucrados en
casos fatales o de intoxicacion, reportados en Estados Unidos y Europa durante los
tltimos afios [13].

La metilona, una molécula andloga a la de metilendioximetanfetamina ((RS)-1-(1,3-
metilenodioxifen-5-il)-N-metilpropan-2-amina), con un grupo cetona en el carbono
bencilico, actia como un inhibidor de la recaptacion de monoaminas. Fue sintetizada
por primera vez en 1996 como antidepresivo y antiparkinsoniano [14], y a mediados de
la década de 2000 se reportd su uso recreativo en Japén, USA y Europa [15]. El meta-
bolismo de metilona ha sido estudiado en orina de rata y orina humana [13].

La MDPV también inhibe la recaptacién de monoaminas, y a diferencia de la molécula
de metilona contiene un anillo pirrolidinico que incluye un grupo amino terciario, el
cual hace la molécula menos polar y, por tanto, capaz de atravesar la barrera hemato-
encefilica con mayor facilidad. Fue sintetizada por Boehringer Ingelheim y patentada
en 1969 [10, 16, 17], pero en el ano 2007 fue retirada del mercado alemdn y calificada
como droga de abuso. Su metabolismo ha sido estudiado usando microsomas hepticos
humanos, fracciones celulares S9, orina humana [9, 18] y muestras de agua residual [19].

El modelo propuesto incluye el estudio del metabolismo a través de hongos del género
Cunninghamella, un hongo filamentoso que ha sido aislado del suelo y posee un sistema
enzimdtico similar al de los mamiferos [20], por lo que ha demostrado ser adecuado
para el estudio del metabolismo de medicamentos como verapamilo [21], metoprolol
[22], naproxeno [23] y amoxapina [24], entre otros. La biotransformacién a través de
microorganismos ha resultado ser una herramienta importante puesto que sus produc-
tos estéreo y regioselectivos no son ficiles de obtener por sintesis quimica [25]. Asi-
mismo, se ha usado también con el fin de obtener metabolitos con actividad bioldgica
mejorada [26]. Aunque en Colombia no hay reportes de casos de consumo de catino-
nas, si se ha identificado metilona, etilona y a-pirrolidinovalerona (¢- PVP) en produc-
tos de consumo ilicito [27]. Lo anterior significa que ya entraron al mercado negro de
drogas de abuso en Colombia, pero seguramente pasan desapercibidas debido a que
hasta el momento actual no se han desarrollado metodologias analiticas apropiadas que
permitan la deteccién de los metabolitos, 0 a que algunos de ellos no estén disponibles
en la base de datos de las librerfas que hoy en dia se emplean en el pais.
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METODOLOGIA

La consulta de literatura cientifica para la elaboracién de esta revision se llevé a cabo
empleando los motores de busqueda PubMed y Science Direct, con los términos de
busqueda: “3,4-methylenedioxypyrovalerone”, “MDPV?”, “3,4-methylendioxymethyl-
cathinone”, “methylone” y “Cunninghamella” de manera individual, o junto con el
término “metabolism”. Se revisaron un total de 66 textos completos de articulos origi-
nales, cinco especificos para el estudio del metabolismo de MDPV y cinco para meti-
lona. Ademis, se examind la seccién de referencias de los mismos para identificar los
estudios adicionales més relevantes. La investigacion solo incluye articulos disponibles
en inglés que fueron publicados desde 1992 hasta el 15 de agosto del 2016.

Metabolismo de (+)-3,4-metilendioxipirovalerona (MDPV)

Usando microsomas hepéticos y fracciones celulares S9 hepditicas humanas para
CYP450 de fase I, y las enzimas uridina 5(-difosfoglucuronosiltransferasa) y sulfo-
transferasa para fase II, Strano e a/. evaluaron el metabolismo de MDPV iz vitro. La
identificacién de los metabolitos se realizé por medio del anlisis de sus derivados
TMS por GC-MS y anilisis de sobrenadantes por cromatografia liquida con analiza-
dor de cuadrupolo y tiempo de vuelo (LC-QTOF). Como ruta de biotransformacién
se propone una via metabdlica similar ala de MDMA, la cual consiste en la apertura del
anillo metilendioxi seguido por O-desmetilacion a fin de producir un grupo catecol,
que posteriormente es metilado por accién de la catecol-O-metiltransferasa (COMT).
El autor presenta dos principales metabolitos de MDPV: 3,4-dihidroxipirovalerona
(3,4-catecol-PV), producto de la O-desmetilenacién del anillo 3,4- metilendioxi, y
4-hidroxi-3-metoxi-pirovalerona (4-OH-3-MeO-PV), resultado de la O-metilacién de
3,4-catecol-PV. En la figura 1 se pueden apreciar los principales metabolitos de MDPV
encontrados en la literatura consultada. Los experimentos sobre el metabolismo de fase
II demostraron que estos metabolitos se conjugan por sulfatacién (50%) y glucuro-
nidacién (40%). Asimismo, las muestras sometidas a metabolismo de fase I y fase II
mostraron que aproximadamente el 7% se metaboliza a 3,4-catecol-PV, el 10% a 4-OH-
3-MeO-PV, y el 80% de MDPV permanece inalterado, aunque mencionan los auto-
res que este porcentaje puede deberse al exceso de MDPV afadido a las muestras [9].

Meyer et al. identificaron metabolitos de fase I y II de MDPV en muestras de orina
de rata, tomadas 24 horas después de haber sido administrada con de MDPV (20
mg/Kg). En este estudio se describe la formacién de diferentes metabolitos (se des-
criben entre paréntesis con el nombre que el autor les asignd) a través de varias rutas
metabdlicas propuestas: por la pérdida de grupo metileno del anillo 3,4-metilendioxi

demetilenil-MDPV, demetilenil-V,N-bis-dealquil- MDPV, demetilenil-oxo-MDPV y
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demetilenil-alquil-hidroxi-MDPV; por hidroxilacién de la cadena lateral de propilo
demetilenil-metil-alquil-hidroxi-MDPV y demetilenil-alquil-hidroxi-MDPV, con pos-
terior oxidacidn a la correspondiente cetona demetilenil-metil-carboxi-oxo-MDPV
y carboxi-oxo-MDPV; por hidroxilacién de la posicion 2 del anillo de pirrolidina
seguido de deshidrogenacién a la correspondiente lactama demetilenil-metil-oxo-
MDPYV, oxo-MDPV y demetileniloxo-MDPV; por hidroxilacién del anillo fenilo
(demetilenil-metil-fenil-hidroxi-MDPV); por hidroxilacién de la posicién 2 del anillo
de pirrolidinay posterior apertura del anillo para formar el respectivo aldehido alifético,
seguido por la oxidacién a dcido carboxilico carboxi-oxo-MDPV, demetilenil-metil-
carboxi-oxo-MDPV; y por degradacién de aminas primarias demetilenil-metil-N,N-
bisdealquil-MDPV y demetilenil-N,N-bis-dealquil-MDPV). Ademds, se identifica
MDPV sin metabolizar. Meyer ef a/. también identifican metabolitos en orina humana
después de la ingesta de una cantidad desconocida de MDPV. Estos metabolitos son:
demetilenil-MDPV, demetilenil-metil-MDPV, demetilenil-oxo-MDPYV, demetilenil-
metil-oxo-MDPYV, oxo-MDPYV, demetilenil-metil-hidroxi-alquilo-MDPYV, demetile-
nilhidroxi-alquil- MDPV y demetil-metil-N,N-bisdealkil-MDPV. Asimismo, ¢l autor
realizé la identificacién de metabolitos usando GC-MS para derivados acetilados y tri-

metilsilano, posteriormente confirmados por cromatografia liquida acoplada a espec-
trometria de masas de alta resolucién (LC-HR-MS) [28].

Sebastien ez al. describen la validacién de un método analitico para la determinacién y
cuantificacién de MDPV y sus metabolitos mayoritarios (3,4-catecol-PV) y (4-OH-3-
MeO-PV), por LC-HR-MS en plasma de rata previamente administrada con MDPYV,
con un limite de cuantificacién de 0.25 /L [11]. Bertol ez al. reportaron la presencia
de metabolitos de fase I y fase II en un paciente de 27 afios, quien dijo haber consu-
mido MDPV adquirido a través de Internet. El analisis por LC-HR-MS y cromatogra-
fia liquida acoplada a espectrometria de masas en tindem (LC-HR-MS/MS), reveld la
presencia de MDPV en concentracién de 55 ng/mL, y la presencia de siete metabolitos
de fase Iy de seis metabolitos de fase II previamente identificados por Meyer. ez al. Este
estudio demostrd que los metabolitos mayoritarios son demetilenil-metil MDPV (el
mismo 4-OH-3-MeO-PV) para fase I, y demetil-enil- MDPV glucurdnido para la fase
I1, segtn la nomenclatura empleada por Meyer ez al. [28]. Murray ez al. identificaron
concentraciones de 670 ng/mL en orina y de 82 ng/mL en el suero en un paciente de
40 afios que muri6 42 horas después de ingresar en el servicio de urgencias con compor-
tamiento agresivo, delirante y signos vitales alterados. Los familiares informaron que
se habfa producido un cambio en su habito de consumo de cocaina a sales de bano. El
andlisis de orina por GC-MS reveld la presencia de paracetamol, cafeina, lidocaina, tri-
metoprim y MDPV. La confirmacién de la presencia de catinona fue llevada a cabo por
LC-MS/MS empleando el deuterado d8-MDPV como estandar interno, y la extrac-
cién se llevé a cabo con 4cido trifluoroacético (TFA) [30].
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Empleando cromatografia liquida con ionizacién por electrospray y sistema de detec-
cién de masas con trampa idnica (LC-ESI-ITMS), Xueguo identificé los metaboli-
tos mayoritarios de MDPV como metilcatecolpirovalerona y catecolpirovalerona,
mediante un andlisis simultdneo de metabolitos de metcatinona (MC), 3,4-metilene-
dioximetcatinona (MDMC), 3,4-metilenedioxi-pirovalerone (MDPV) y 4-metil-a-
pirrolidinopropiofenona(MPPP),usandomicrosomashepdticosderatafracciéonS9[31].

Por su parte, en otro estudio realizado por Mardal y Meyer [19] se analiza la biotrans-
formaciéon de MDPV a través de microorganismos presentes en aguas residuales. El
propdsito de esa investigacion fue estudiar las rutas de biotransformacién de MDPV.
El estudio se llevé a cabo mediante un proceso de incubacién con agua residual de una
planta local a la cual se adicioné una solucién de MDPV. Las muestras se trataron por
extraccion en fase sélida, y posteriormente se analizaron en un espectrometro de masas
con trampa de iones Orbitrap. Las reacciones de biotransformacién observadas fueron:
desmetilacion seguida por O-metilacién, hidroxilacién en el anillo fenilo, hidroxila-
ci6n en el anillo pirrolidinico seguida de metilacién u oxidacién y N-desmetilacién
e hidroxilacién en la parte alquilica. En total, se identificaron 12 productos de bio-
transformacién después de 10 dias de incubacidn. Este estudio indicé que demetilenil-
metil- MDPV es el metabolito més abundante en orina humanay, por tanto, podria ser
empleado como marcador en aguas residuales.

Metabolismo de (+)-3,4-metilenedioximetilcatinona (metilona)

Empleando LC-ESI-MS y GC-MS, Kamata ¢# al. desarrollaron un método para la
determinacion simultinea de metilona y sus metabolitos 3,4-metilendioxicatinona
(MDC) vy 4-hidroxi-3-metoximetcatinona (4-OH-3-MeO-MC), también deno-
minado HMMC, y 3-hidroxi-4-metoximetcatinona (3-OH-4-MeO-MC) en orina
humana y de rata, previa derivatizacién con TFA. Las muestras fueron hidrolizadas
y luego extraidas con una mezcla de cloroformo y 2-propanol. Se explica la formacién
de MDC por N-demetilacion de la amina primaria correspondiente, y la formacién
de HMMC o 3-OH-4MeO-MC por demetilenacion y posterior O-metilacién de un
grupo OH del anillo bencénico. El metabolito de fase I mds abundante es HMMC;
pero ademds se describen metabolitos de fase II. Kamata también considera una pro-
puesta hecha por Brenneisen ez al. [32], en la cual se sugiere que las catinonas que poseen
grupo (-ceto sufren ceto reduccion para formar el correspondiente aminoalcohol, en
este caso, 3,4-metilendioxiefedrina (MDEP); sin embargo, en los estudios llevados a
cabo por el autor no se encuentra MDEP [32]. En un estudio similar, Kamata ez al.
detectaron los metabolitos ya mencionados, y agrega que predomina la glucoronidacion
sobre la sulfatacion en los estudios de metabolismo en fase Il en orina de rata, mientras
la sulfatacién predomina sobre la glucuronidacién en estudios humanos [14, 36].
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Desarrollando un sistema de extraccién automatizado en linea para experimentos con
microsomas hepaticos humanos, Mueller e# 4/. identificaron el normetabolito MDC
(figura 2), pero no los productos de desmetilacién HMCC y 3-OH-4-Me-O-MC. Sus
resultados muestran que utilizando enzimas recombinantes, la metilona se metabo-
liza principalmente por CYP2D6, con alguna contribucién de CYP1A2, CYP2B6, y
CYP2C19 [33].

Lépez-Arnau et al. confirmaron la presencia de MDC, 4-OH-3-MeO-MC y 3-OH-
4-MeO-MC. Mediante LC/MS y LC-MS/MS determinaron las concentraciones de
estos metabolitos en plasma de ratas después de la administracion oral de metilona.
Ademis, los autores proponen rutas metabélicas como N-desmetilacién, hidroxilacion
alifdtica o la desmetilacién de un intermediario que por O-metilacién en posicién 3 6
4 forma 4-OH-3-MeO-MC 6 3-OH-4-MeO-MC, respectivamente. Tanto Kamata,
como Lépez, identifican 4-OH-3-MeO-MC y 3-OH-4-MeO-MC, dos compuestos
que tienen la misma férmula quimica (C,;H,sNO;) y espectro de masas, y debido a
la posicién del grupo hidroxilo presentan diferentes tiempos de retencién. Lépez des-
cribe otro metabolito que corresponde a 3™-hidroxi-metilendioximetcatinona (3’-OH-

MDMC), de fé6rmula C,;H,;NO, resultado de hidroxilacién alifética [34].

Metabolismo de drogas de sintesis a través de hongos del género Cunninghamella

Esta revisién surge como una propuesta para estudiar el metabolismo de nuevas drogas
de abuso, mediante un sistema 7z vitro alternativo a los tradicionales que comprende
el uso de hongos del género Cunninghamella, el cual ha sido evaluado para estudiar el
metabolismo de diversos xenobidticos. El empleo de microorganismos como modelos
parael estudio del metabolismo mamifero fue desarrollado hace mas de cuatro décadas,
con el uso de un grupo de diferentes especies de hongos y bacterias que tienen la capa-
cidad de biotransformar compuestos aromdticos mediante la formacién de metabolitos
hidroxilados por mecanismos similares al de los mamiferos [39]. Hoy en dia existen
numerosas investigaciones que documentan el uso de microorganismos como modelos
de biotransformacién para la evaluacién de un sinniimero de sustancias con relevan-
cia farmacoldgica. Dependiendo del tipo de biotransformacion que se desea estudiar
existen una gran variedad de microorganismos, entre los que se encuentran bacterias
(algunas especies de los géneros Actinoplanes, ]V[ycobacterium, Nocardia, Sz‘reptomy—
ces), levaduras (algunas especies de los generos Candida, Rhodotorula, Sacaromices),
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Fig. 1. Metabolitos de MDPV. Metabolitos encontrados en literatura para MDPV empleando cultivos

Z:

Q

celulares y animales de experimentacién. 1. Demetilenil-MDPV/(3,4-catecol-PV); 2. Demetilenil-me-
ti-MDPV (4-OH-3-MeO-PV); 3. Demetilenil-metil-oxo-MDPV; 4. oxo-MDPV; 5. Demetilenil-
metil-alquil-hidroxi-MDPV; 6. Carboxi-oxo-MDPV; 7. Demetilenil-metil-carboxi-oxo-MDPV; 8.
Demetilenil-metil-N,N-bisdealquil- MDPV; 9. Demetilenil-N,N-bis-dealquil-MDPV; 10. Demetile-
niloxo-MDPV; 11. Demetilenil-alquil-hidroxi-MDPV; 12. Demetilenil-metil-fenil-hidroxi-MDPV.
Nombre dado por Meyer ez 4/. [10], entre paréntesis nombre dado por Strano ez 4/. [9]. * Adaptado de
Meyer et 4l. [10], ** Adaptado de Strano et /. [9].

y hongos (Actinomucor, Aspergillus, Beauveria, Chaetomiun Cunninghamella, Curvu-
laria, Curvularia, Diplodia, Fusarium, Gliocladium, Heminthosporium, Mortierella,
Mucor, Penicillium, Rhizopus, Thamnidium, Verticillium, Whetzelinia), que pueden ser
empleados como modelos de biotransformacion [40]. Debido a la similaridad entre el
sistema de monooxigenasa dependiente del citocromo P450 de los microorganismosy el
humano, el patron de metabolizacién (metabolitos de fase I y de fase II) encontrado en
incubaciones con microorganismos —en la mayoria de los casos— es también similar.
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Figura 2. Metabolitos de metilona. Metabolitos encontrados en literatura para metilona em-
pleando cultivos celulares y animales de experimentacién. 1. 3,4-metilendioxicatinona (MDC);
2. 3-Hidroxi-4-metoximetcatinona (3-OH-4-MeO-MC); 3. 4-Hidroxi-3-metoximetcatinona
(4-OH-3-MeO-MC) o también denominado como HMMC 4. 3’-Hidroxi-metilendioximetcati-
nona (3’-OH-MDMC). * Adaptado de Kamata ez /. [14], ** Adaptado de Mueller ez al. [33], ***
Adaptado por Lépez et 4l. [34].

Ademis, se han descrito numerosas ventajas con el uso de microorganismos como
modelos de biotransformacién en relaciéon con modelos animales o cultivos celulares,
entre las cuales se pueden destacar su bajo costo, la facilidad parallevar a cabo el ensayo,
la facilidad para su reproductibilidad, la disponibilidad de un set amplio de microrganis-
mos, la fécil caracterizacion e identificacién de los metabolitos debido a su elevada pro-
duccién durante el ensayo, y més sencillo comparado con los cultivos celulares [41, 42].
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Como microorganismos eucarioticos, los hongos poseen un sistema citocromo P450
que actia de manera mecanisticamente similar al sistema mamario, razén por la cual
estos han sido ampliamente utilizados como modelos de biotransformacién de dife-
rentes sustancias. Tal vez, uno de los géneros de hongos mas ampliamente empleados
corresponde al género Cunninghamella, y en especial a la especie C. elegans, la cual
tiene la habilidad de producir hidroxilaciones aromaticas y no aromdticas, carboxila-
ciones, N-oxidaciones. N-desalquilaciones, N-acetilaciones, metilhidroxilaciones y
epoxidaciones, entre otras reacciones [43-47]. C. elegans es un hongo zigomiceto del
orden mucoral [47], encontrado en suelo, material vegetal y animal, especialmente
en el mar Mediterrdneo y zonas subtropicales, extensamente empleado como modelo
fungico de biotransformacién sobre una amplia gama de xenobidticos [48]. El género
Cunninghamella contiene 14 especies, siendo las méds comunes las especies C. elegans,
C. echinulata, y la especie patdgena en humanos y animales, C. Bertholletiae [49]. C.
elegans posee la habilidad para degradar regio y estereo selectivamente diferentes clases
de xenobidticos en metabolitos de fase I 'y fase II, de manera similar al sistema enzimd-
tico mamifero. Entre estos pueden ser mencionados varios firmacos [21-25, 50-57],
hidrocarburos poliaromadticos y contaminantes [58-62], drogas de abuso [63] y pes-
ticidas [64-66] en metabolitos de fase I'y fase II [36-38]. La mayoria de estos trabajos
tienen como objetivo primordial el estudio del metabolismo mamario o la preparacién
de nuevos metabolitos activos, més que el estudio de detoxificacion de los xenobidticos.
En la biotransformacién de xenobiéticos por C. elegans se ha evidenciado la presencia
de diferentes enzimas, dentro de las cuales se pueden destacar citocromo P450 mono-
oxigenasas, incluyendo la familia CYP51, glutation S-transferasa, aril PAPS sulfotrans-
ferasas, UDP-glucoronil transferasas y glucosil transferasas, detectadas en fracciones
citosolicas y microsomales [47]. Teniendo en cuenta que el metabolismo de MDPV'y
metilona ha sido escasamente estudiado, y hasta la fecha no existe ninguna referencia
sobre el uso del género Cunninghamella como modelo de biotransformacién de dichas
drogas, se propone su uso como método alternativo a los modelos 77 vitro e in vivo que
hasta la fecha se han desarrollado.

CONCLUSIONES

De acuerdo con la escasa bibliografia disponible acerca del metabolismo de MDPV'y
metilona (cinco articulos para cada sustancia), se determina que los metabolitos prin-
cipales son 3,4-catecol-PV y 4-OH-3-MeO-PV para MDPV, y 4-OH-3-MecO-MC y
3-OH-4-MeO-MC para metilona. Las técnicas cromatogréficas altamente sensibles
empleadas para el analisis de metabolitos permiten detectar concentraciones del orden
de ng/mL. Los analisis fueron llevados a cabo en modelos iz vivo ¢ in vitro, que incluyen
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principalmente microsomas hepéticos, asi como animales de experimentacién. Hasta el

momento de esta revision no existen referencias sobre el uso especies del hongo Cun-

ninghamella para el estudio de metabolismo de MDPV o metilona, constituyendo una

alternativa viable, econémicay sencilla que podria permitir profundizar en los procesos

de biotransformacion de estas drogas de abuso.

CONFLICTO DE INTERESES

Los autores no declaran conflicto de intereses.

496

REFERENCIAS

UNODC, Oficina de las Naciones Unidas Contra la Droga y el delito “Informe
Mundial sobre las Drogas 2015. Resumen Ejecutivo’, UNODC Research, 2015.

UNODC, Afiche: Categorias de nuevas sustancias psicoactivas vendidas en el
mercado. Laboratory and Forensic Science, 2014.

K.A. Seely, J. Lapoint, J. H. Moran, L. Fattore, Spice drugs are more than har-
mless herbal blends: A review of the pharmacology and toxicology of synthetic
cannabinoids, Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psych., 39, 234-243 (2012).

J-M. Prosser, L.S. Nelson, The toxicology of bath salts: A review of synthetic
cathinones, . Med. Toxicol., 8, 33-42 (2012).

K. Miotto, J. Striebel, A.K. Cho, C. Wang, Clinical and pharmacological aspects
of bath salt use: A review of the literatura and case reports, Drug Alcohol Depend.,
132, 1-12 (2013).

K. Liveri, M.A. Constantinou, M. Afxentiou, P. Kanari, A fatal intoxication rela-
ted to MDPV and pentedrone combined with antipsychotic and antidepressant
substances in Cyprus, Forensic Sci. Int., 265, 160-165 (2016).

UNODC, Early Warning Advisory on New Psychoactive Substances NPS Subs-
tance Groups, URL: https://www.unodc.org/LSS/Substance ?testType=NPS,
consultado el 2 de febrero de 2016.

S. Gibbons, M. Zloh, An analysis of the ‘legal high’ mephedrone, Bioorganic
Med. Chem. Lett., 20,4135-4139 (2010).



Antecedentes del estudio metabélico de MDPV y metilona.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

S. Strano-Rossi, A.B. Cadwallader, X. de la Torre, F. Botre, Toxicological deter-
mination and iz vitro metabolism of the designer drug methylenedioxypyro-
valerone (MDPV) by gas chromatography/mass spectrometry and liquid
chromatography/quadrupole time-of-flight mass spectrometry, Rapid Commun.
Mass Spectr., 24(18), 2706-2714 (2010).

M.R. Meyer, P. Du, E. Schuster, H.H. Maurer, Studies on the metabolism of the
a-pyrrolidinophenone designer drug methylenedioxypyrovalerone (MDPV)
in rat and human urine and human liver microsomes using GC-MS and LC-
high-resolution MS and its detectability in urine by GC-MS, J. Mass Spectrom.,
45(12), 1426-1442 (2010).

S. Anizan, K. Ellefsen, M. Concheiro, M. Suzuki, K.C. Rice, M.H. Baumann,
M.A. Huestis, 3,4-Methylenedioxypyrovalerone (MDPV) and metabolites

quantification in human and rat plasma by liquid chromatography-high resolu-
tion mass spectrometry, Anal. Chim. Acta, 827, 54-63 (2014).

ET. Peters, M.R. Meyer, In vitro approaches to studying the metabolism of new
psychoactive compounds, Drug Test. Anal., 3(7-8), 483-495 (2011).

S.F. Imam, H. Patel, M. Mahmoud, N. A. Prakash, M.S. King, Bath salts intoxi-
cation: A case series, J. Emerg. Med., 45(3), 361-365 (2013).

H.T. Kamata, N. Shima, K. Zaitsu, T. Kamata, M. Nishikawa, M. Katagi ¢z al.,
Simultaneous analysis of new designer drug, methylone, and its metabolites in
urine by gas chromatography-mass spectrometry and liquid chromatography-
clectrospray ionization mass spectrometry, Japan J. Forensic Sci. Tech., 12(1),

97-106 (2007).

Expert Commite on Drug Dependence, Methylone (bk-MDMA), Critical
Review Report, Word Health Organization, Geneva, 16-20 June, 2014.

A. Dines, D. Wood, P. Dargan, Technical Report on 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-
(pyrrolidin-1-yl)pentan-1-one (3,4-methylenedioxypyrovalerone, MDPV), Lis-
bon: European Monitoring Centre for Drug and Addiction EMCDDA, 2014.

Bochringer Ingelheim, a-Substituted-ketones and processes for their prepara-

tion, British patent, 1969, 23.1:149, 366.
M. Coppola, R. Mondola, 3,4-Methylenedioxypyrovalerone (MDPV): Che-

mistry, pharmacology and toxicology of a new designer drug of abuse marketed
online, Toxicol. Lett., 208, 12-15 (2012).

497



Fliana A. Silva, Jorge A. Martinez

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

498

M. Mardal, M. Meyer, Studies on the microbial biotransformation of the novel
psychoactive substance methylenedioxypyrovalerone (MDPV) in wastewater by
means of liquid chromatography-high resolution mass spectrometry/mass spec-

trometry, Sci. Total Environ., 493, 588-595 (2014).

S. Asha, M. Vidyavathi, Cunninghamella — A microbial model for drug metabo-
lism studies — A review, Biotechnol. Adv., 27, 16-29 (2009).

L. Sun, H. Huang, L. Liu, D. Zhong, Transformation of verapamil by Cun-
ninghamella blakesleeana, Appl. Environ. Microbiol., 70(5),2722-2727 (2004).

B. Ma, H. Huang, X. Chen, Y. Sun, L. Lin, D. Zhong, Biotransformation of
metoprolol by the fungus Cunninghamella blakesleeana, Acta Pharmacol. Sin.,
28(7), 1067-1074 (2007).

D. Zhong, L. Sun, L Liu, H. Huang, Microbial transformation of naproxen by
Cunninghamella species, Acta Pharmacol. Sin., 24(5), 442-447 (2003).

J. Moody, D. Zhang., T.M. Heinze, C.E. Cerniglia, Transformation of amoxa-
pine by Cunninghamella elegans, Appl. Environ. Microbiol., 66(8), 3646-3649
(2000).

Y. Toyokazu, M. Kito1, M. Tsujii, N. Toru, Microbial synthesis of a proton pump
inhibitor by enantioselective oxidation of a sulfide into its corresponding sul-
foxide by Cunninghamella echinulata MK40, Biotechnol. Lett., 23, 1217-1222
(2001).

E. Baydoun, M. Karam, A. Wahab, M.S. Ahmed, M.S. Ahmad, C. Samreen ez al.,
Microbial transformation of nandrolone with Cunninghamella echinulata and
Cunninghamella blakesleeana and evaluation of leishmaniacidal activity of trans-

formed products, Steroids, 88, 95-100 (2014).

Sistema de Alerta tempranas: Deteccién de nuevas sustancias psicoactivas en
Colombia. Bogota D.C., Observatorio de drogas de Colombia, 2015.

M. Meyer, P. Du, E. Schuster, H.H. Maurer, Studies on the metabolism of the
a-pyrrolidinophenone designer drug methylenedioxy-pyrovalerone (MDPV)
in rat and human urine and human livermicrosomes using GC-MS and LC-
high-resolution MS and its detectability in urine by GC-MS, J. Mass Spectrom.,
45(12), 1426-1442 (2010).



Antecedentes del estudio metabélico de MDPV y metilona.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

E. Bertol, F. Mari, R.B. Berto, G. Mannaioni, F. Vaiano, D. Favretto, A mixed
MDPYV and benzodiazepine intoxication in a chronic drug abuser: Determina-
tion of MDPV metabolites by LC-HRMS and discussion of the case, Forensic
Sci. Internat., 243, 149-155 (2014).

B. Murray. C. Murphy, M. Beuhler, Death following recreational use of designer
drug “bath salts” containing 3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV), J. Med.
Toxicol., 8(1), 69-75 (2012).

C. Xueguo, Simultaneous determination of four designer drugs and their major-
metabolites by liquid chromatography—mass spectrometry, J. Chromatogr., 992,
1-7 (2015).

R. Brenneisen, S. Geisshusler, X. Shorno, Metabolism of cathinone to (-)-nore-
phedrine and (-)-norpseudoephedrine, J. Pharm. Pharmacol., 38, 298-300
(1986).

D. M. Mueller, K. M. Rentsch, Generation of metabolism by an automated
online metabolism method using human liver microsomes with subsequent
identification by LC-MS(n), and metabolism of 11 cathinones. Anal. Bioanal.
Chem., 402(6), 2141-2151 (2012).

R. Lépez-Arnau, J. Martinez-Clemente, M. Carb6, D. Pubill, E. Escubedo, J.
Camarasa, An integrated pharmacokinetic and pharmacodynamic study of a
new drug of abuse, methylone, a synthetic cathinone sold as “bath salts”, Prog.

Neuro-Psychoph., 45, 64-72 (2013).

C.E. Cerniglia, J.B. Sutherland, S.A. Crow, Fungal metabolism of aromatic
hydrocarbons. En: “Microbial Degradation of Natural Products”, Editado por:
G. Winkelmann G., VCH, Weinheim, 1992, p. 193-217.

M. Hezari, PJ. Davis, 9 Models of mammalian metabolism: N-demethylation
of furosemide to yield the mammalian metabolite CSA using Cunninghamella,

Drug Metab., 20, 832-888 (1992).

D. Zhang, Y. Yang, J. Leakey, C. Cerniglia, Phase I and phase II enzymes pro-
duced by Cunninghamella: Elegans for the metabolism of xenobiotics, FEMS
Microbiol. Lett., 221-226 ( 1996).

R.V. Smith, J.P. Rosazza, Microbial models of mammalian metabolism. Aroma-

tic hydroxylation, Arch. Biochem. Biophys., 161(2), 551-558 (1974).
499



Fliana A. Silva, Jorge A. Martinez

39.

40.

41.

42.

43

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

500

R. Azerad, Microbial models for drug metabolism, Adv. Biochem. Engineer./Bio-
technol., 63, 169-218 (1999).

C.D. Murphy, Drug metabolism in microorganisms. Biotechnol. Lett., 37
19-28(2015).

S. Asha, M. Vidyavathi, Cunninghamella: a microbial model for drug metabo-
lism studies: A review, Biotechnol. Adv.,27,16-29 (2009).

R.E. Betts, D.E. Walters, J.P. Rosazza, Microbial transformations of antitumor
compounds. 1. Conversion of acronycine to 9-hydroxyacronycine by Cun-

ninghamella echinulata, /. Med. Chem., 17, 599-602 (1974).
D. Zhang, EE. Evans, ].P. Freeman, Y. Yang, J. Deck, C.E. Cerniglia, Formation

of mammalian metabolites of cyclobenzaprine by the fungus, Cunninghamella

elegans, Chem.-Biol. Interact., 102,79-92 (1996).

B.C. Foster, R.T. Coutts, EM. Pasutto, A. Mozayani, Microbial metabolism of
phenelzine and pheniprazine, Life Sciences, 42, 285-292 (1988).

D. Zhang, E.E.Evans, ].P. Freeman, B. Duhart, C.E. Cerniglia, Biotransformation
of amitriptyline by Cunninghamella elegans. Drug metabolism and disposition:

the biological fate of chemicals, Drug Metab. Dispos., 23, 1417-1425 (1995).

D. Zhang, Y. Yang, J.E. Leakey, C.E. Cernigli, Phase I and phase II enzymes
produced by Cunninghamella elegans for the metabolism of xenobiotics, FEMS
Microbiol. Lett., 138,221-226 (1996).

Y.Z.Zhu, Y.S. Keum, L. Yang, H. Lee, H. Park, J.H. Kim, Metabolism of a fungi-
cide mepanipyrim by soil fungus Cunninghamella elegans ATCC 36112, J. Agri-
cult. Food Chem., 58, 12379-12384 (2010).

S. Asha, M. Vidyavathi, Cunninghamella - A microbial model for drug metabo-
lism studies - A review, Biotechnol. Adv., 27, 16-29 (2009).

D. Zhang, EE. Evans, ].P. Freeman, Y. Yang, J. Deck, C.E. Cerniglia, Formation
of mammalian metabolites of cyclobenzaprine by the fungus, Cunninghamella

elegans, Chem.-Biol. Interact., 102,79-92 (1996).

D. Zhang, EE. Evans, J.P. Freeman, B. Duhart, C.E. Cerniglia, Biotransforma-
tion of amitriptyline by Cunninghamella elegans, Drug Metab. Dispos., 23, 1417-
1425 (1995).



Antecedentes del estudio metabélico de MDPV y metilona.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

J.D. Moody, J.P. Freeman, P.P. Fu, C.E. Cerniglia, Biotransformation of mirta-
zapine by Cunninghamella elegans, Drug Metab. Dispos., 30, 1274-1279 (2002).

B. Ma, H.H. Huang, X.Y. Chen, Y.M. Sun, L.H. Lin, D.E. Zhong, Biotransfor-
mation of metoprolol by the fungus Cunninghamella blakesleeana, Acta Pharma-
col. Sin., 28 1067-1074 (2007).

J.D. Moody, D. Zhang, T.M. Heinze, C.E. Cerniglia, Transformation of amoxa-
pine by Cunninghamella elegans, Appl. Environ. Microbiol., 66, 3646-3649
(2000).

J.D. Moody, ].P. Freeman, C.E. Cerniglia, Biotransformation of doxepin by Cuzn-
ninghamella elegans, Drug Metab. Dispos., 27, 1157-1164 (1999).

D. Zhang, J.P. Freeman, J.B. Sutherland, A.E. Walker, Y. Yang, C.E. Cerniglia,
Biotransformation of chlorpromazine and methdilazine by Cunninghamella ele-

gans, Appl. Environ. Microbiol., 62,798-803 (1996).
D. Zhang, E.B. JR. Hansen, J. Deck, T.M. Heinze, A. Henderson, W.A. Korf-

macher, C.E. Cerniglia, Fungal transformations of antihistamines: Metabolism
of cyproheptadine hydrochloride by Cunningbamella elegans, Xenobiotica, 27
301-315 (1997).

C.E. Cerniglia, S.K. Yang, Stereoselective metabolism of anthracene and phe-
nanthrene by the fungus Cunninghamella elegans, Appl. Environ. Microbiol., 47,
119-124 (1984).

JV. Pothuluri, J.P. Freeman, EE. Evans, C.E. Cerniglia, Fungal metabolism of
acenaphthene by Cunninghamella elegans, Appl. Environ. Microbiol., 58, 3654-
3659 (1992).

C.E. Cerniglia, D.T. Gibson, Metabolism of naphthalene by Cunninghamella
elegans, Appl. Environ. Microbiol., 34, 363-370 (1977).

C.E. Cerniglia, K.J. Lambert, D.W. Miller, J.P. Freeman, Transformation of 1-
and 2-methylnaphthalene by Cunninghamella elegans, Appl. Environ. Microbiol.,
47,111-118 (1984).

C.E. Cerniglia, P.P. Fu, S.K. Yang, Metabolism of 7-methylbenz[a]anthracene
and 7-hydroxymethylbenz[a]anthracene by Cunninghamella elegans, Appl. Envi-
ron. Microbiol., 44, 682-689 (1982).

501



Fliana A. Silva, Jorge A. Martinez

62.

63.

64.

65.

66.

S. Watanabe, U. Kuzhiumparambil, Z. Winiarski, S. Fu. Biotransformation of
synthetic cannabinoids JWH-018, JWH-073 and AM2201 by Cunninghamella
elegans, Forensic Sci. Internat., 261, 33-42 (2016).

Y.Z.Zhu, Y.S. Keum, L. Yang, H. Lee, H. Park, J.H. Kim, Metabolism of a fungi-
cide mepanipyrim by soil fungus Cunninghamella elegans ATCC36112, J. Agri-
cult. Food Chem., 58, 12379-12384 (2010).

M. Hangler, B. Jensen, S Ronhede, S.R. Sorensen, Inducible hydroxylation and
demethylation of the herbicide isoproturon by Cunninghamella elegans, FEMS
Microbiol. Lett., 268, 254-260 (2007).

JV. Pothuluri, EE. Evans, D.R. Doerge, M.I. Churchwell, C.E. Cerniglia, Meta-
bolism of metolachlor by the fungus Cunninghamella elegans, Arch. Environ.
Contaminat. Toxicol., 32, 117-125 (1997).

D. Zhang, Y. Yang, J.E. Leakey, C.E. Cerniglia, Phase I and phase II enzymes
produced by Cunninghamella elegans for the metabolism of xenobiotics, FEMS
Microbiol. Lett., 138,221-226 (1996).

COMO CITAR ESTE ARTICULO

E.A. Silva, J.A. Martinez, Antecedentes del estudio metabélico de MDPV y metilona.
Propuesta de un modelo de biotransformacion a través de hongos del género Cun-

ninghamella, Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm.,45(3), 484-502 (2016).

502



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 45(3), 2016 www.farmacia.unal.edn.co

Rev. CoromB. CIENC. QUiM. FARM,,
VOL. 45, NUMEROS 1 A 3,2016.

INDICE GENERAL POR TIPO DE ARTICULOS

Articulos de investigacion cientifica

Estudio de la estabilidad de emulsiones con estructuras liquido-cristalinas y su aplicacién
farmacéutica mediante el agregado de un principio activo liposoluble: Econazol

Gastdn Lillini, Ricardo Pasquali, Cristian Pedemonte, Carlos Bregni,

Susana Lavaselli 5-20

Modelagem matematica do desempenho de sensores fotoeletroquimicos,
baseados no elétrodo Ti/TiO,
Volodymyr V. Tkach, Reza Ojani, Ebrahim Zarei, Olena I. Aksimentyeva,
Vasyl’ V. Nechyporuk, Petré L. Yagodynets’ 21-34

Estudo matemitico de estabilidade do desempenho do sistema [Fe(CN),]*/[Fe(CN) ]*
como mediador na eletrorredugio de nitrito, com fins eletroanaliticos
Volodymyr V. Tkach, André Santos, Reza Ojani, Petré L. Yagodynets’ 77-91

Adaptacién y optimizacién de un método de lectura por fluorometria en el modelo
farmacoldgico in vitro de cultivo de Plasmodium falciparum

Maria Helena Arias Marciales, Yinneth Victoria Rodriguez Novoa,

Giovanny Garavito C4rdenas 127-146

Synthesis, characterization and antibacterial screening of some Schiff bases
derived from pyrazole and 4-amino antipyrine
Shipra Baluja, Sumitra Chanda 201-218

Eletrossintese de anestesina. Uma descri¢ao matematica
Volodymyr V. Tkach, Silvio C. de Oliveira, Reza Ojani,
Olena I. Aksimentyeva, Olga Yelenich, Petrd 1. Yagodynets’ 219-233

O mecanismo do desempenho de poli-2-mercaptobenzimidazol na detecgio
eletroquimica de colesterol e as suas representagdes eletroquimica e matematica
Volodymyr V. Tkach, Silvio C. de Oliveira, Mohammad Reza M. Hosseini,
Reza Ojani, Olga V. Yelenich, Petré L. Yagodynets’ 234-242

503



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 45(3), 2016 www.farmacia.unal.edn.co

Solution thermodynamics and preferential solvation of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide
in acetone + methanol mixtures

Grecia Angeline del Mar Areiza Aldana, Aleida Cuellar Lozano,

Nasly Alexandra Penia Carmona, Diego Ivan Caviedes Rubio,

Abbas Mehrdad, Amir Hossein Miri, Gerson Andrés Rodriguez Rodriguez,

Daniel Ricardo Delgado 256-274

Efecto del aceite esencial de Rosmarinus officinalis sobre Porphyromonas
gingivalis cultivada in vitro
Diego M. Bonilla, Yulitza Mendoza, Campo E. Moncada, Ozkarina Murcia,
Angela P. Rojas, Jairo Callet, Roberto Pinzén, Lina Nerio 275-287

Ultrasonic behavior of various chalcones in some solvents
at different temperatures
Shipra Baluja, Divyata Lava 339-361

A eletrorreducio de benzodiazepinas e a sua avaliagio matematica
Volodymyr Tkach, Silvio C. de Oliveira, Reza Ojani, Olga Yelenich,
Petrd L. Yagodynets 362-373

Estudo de estabilidade da eletrossintese e do desempenho eletroanalitico do

compdsito poli(l-metionina)-nano-Au na presenga de dopamina e de dcido urico
Volodymyr V. Tkach, Silvio C. de Oliveira, Yana G. Ivanushko,
Svitlana M. Lukanova, Reza Ojani, Petré L. Yagodynets’, Aline M. daRocha  385-421

Articulos de investigacion tecnoldgica

Disefio de un sistema bioadhesivo de clorhexidina empleando pullulan
como matriz para uso en mucosa oral
Jean M. Castro Ruiz, Bibiana M. Vallejo Diaz, Helber Barbosa Barbosa 48-76

Validacién de una metodologia analitica para la cuantificacién de polifenoles
totales en procesos de extraccion asistida por microondas sobre frutos
de la especie Colombiana Vaccinium meridionale
Wilfred E. Espinosa Manrique, Luis C. A. Garzén Salcedo,
Oscar J. Medina Vargas 109-126

Nanoparticulas lipidicas a base de propdleos como transportadores de activos
de interés cosmético: Desarrollo, caracterizacion y evaluacion de seguridad
Yuly X. Correa Gonzalez, Daniela Paillié Jiménez, Alba L. Valenzuela Correa,
Maritza A. Rojas Cardozo, Claudia E. Mora Huertas 147-168

504



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 45(3), 2016 www.farmacia.unal.edn.co

Investigacion basica experimental para la definicién de los pardmetros criticos en el
proceso de obtencién de soluciones concentradas de propéleos (SCP).

Luis E. Rodriguez Rodriguez, Antonio R. Miranda Cruz, Ariel Escalona Arias,

Walter Gongora Amores, Saide Batista Sudrez, Dailin Cobos Valdés 179-200

Microencapsulacién de aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) mediante secado
por aspersion
Alex Pastuna-Pullutasig, Orestes Lépez-Herndndez, Alexis Debut, Andrea Vaca,
Eduardo Rodriguez-Leyes, Roxana Vicente, Victor Gonzélez,
Maria Gonzalez-Sanabia, Fausto Tapia-Hernandez 422-437

Validacién de una metodologia analitica USP por HPLC para la cuantificacién
de warfarina sddica en tabletas
Fredys Sénchez-Hoyos, Argenis Cardenas, Jairo Mercado-Camargo,
Gina Dominguez-Moré, Harold Gémez-Estrada 470-483

Articulos de investigacion clinica

Estudio de utilizacién de antibidticos en el servicio de consulta externa
de un hospital publico en Bogota, D.C.
José Julian Lépez, Adriana Marcela Garay 35-47

Principales hébitos de medicacién por los propietarios de caninos que
acuden a consulta veterinaria en Pasto, Narifio, Colombia
Juan M. Astaiza-Martinez, Carmenza J. Benavides-Melo,
Grace K. Munoz-Garcia, Melissa F. Mora-Munoz, Carlos A. Chéves-Velasquez  92-108

Biotipos y susceptibilidad antimicrobiana de . muzans en nifios
con y sin caries dental
Fredy Gamboa, Dabeiba-Adriana Garcia, Claudia Patricia Lamby,
Ana Lucia Sarralde 288-304

Automedicacién en estudiantes de medicina de la Universidad del Rosario
en Bogota D. C., Colombia.
Claudia Alejandra Lépez-Cabra, Jubby Marcela Galvez-Bermudez,
Camilo Dominguez-Dominguez, Adriana del Pilar Urbina-Bonilla,

Carlos Alberto Calderén-Ospina 374-384

505



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 45(3), 2016 www.farmacia.unal.edn.co

Articulos de revision

Drug information centers: an overview to the concept
Mbénica Alexandra Nova Manosalva, José Julidn Lépez Gutiérrez,
Martin Canas 243-255

Cosmetovigilancia: un estudio de alcance
Paola Natalia Céceres Guevara, Karen Luise Lang, Marcela Aragén Novoa 305-327

Saponinas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.): un subproducto
con alto potencial biolégico
Andrés Ahumada, Andrés Ortega, Diana Chito, Ricardo Benitez 438-469

Antecedentes del estudio metabdlico de MDPV y metilona.
Propuesta de un modelo de biotransformacion a través de hongos
del género Cunninghamella
Eliana A. Silva, Jorge A. Martinez 484-502

506



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 45(3), 2016

www.farmacia.unal.edn.co

Indice general de autores

Ahumada, Andrés
Aksimentyeva, Olena I.
Aragén-Novoa, Marcela
Areiza-Aldana, Grecia A. M.
Arias-Marciales, Maria Helena
Astaiza-Martinez, Juan M.
Baluja, Shipra 201,
Barbosa-Barbosa, Helber
Batista-Sudrez, Saide
Benavides-Melo, Carmenza J.
Benitez, Ricardo

Bonilla, Diego M.

Bregni, Carlos

Ciceres-Guevara, Paola Natalia
Calderén-Ospina, Carlos Alberto
Calle, Jairo

Canas, Martin

Cérdenas, Argenis
Castro-Ruiz, Jean M.
Caviedes-Rubio, Diego Ivan
Chanda, Sumitra
Chéves-Velasquez, Carlos A.
Chito, Diana

Cobos-Valdés, Dailin
Correa-Gonzélez, Yuly X.
Cuellar-Lozano, Aleida

Da Rocha, Aline M.

De Oliveira, Silvio C.
Debut, Alexis

Delgado, Daniel Ricardo
Dominguez-Dominguez, Camilo
Dominguez-Moré, Gina
Escalona-Arias, Ariel
Espinosa-Manrique, Wilfred E.
Galvez-Bermudez, Jubby Marcela
Gamboa, Fredy
Garavito-Cardenas, Giovanny
Garay, Adriana Marcela

Garcia, Dabeiba-Adriana
Garzoén-Salcedo, Luis C. A.
Goémez-Estrada, Harold
Gongora-Amores, Walter

438
21,219
305
256
127
92
339
48
179
92
438
275
5
305
374
275
243
470
48
256
201
92
438
179
147
256
385

219,234, 362, 385

422
256
374
470
179
109
374
288
127

35
288
109
470
179

Gonzilez, Victor
Gonzélez-Sanabia, Maria
Hosseini, Mohammad Reza M.
Ivanushko, Yana G.

Lamby, Claudia Patricia

Lang, Karen Luise

Lava, Divyata

Lavaselli, Susana

Lillini, Gastén

Lopez-Cabra, Claudia Alejandra
Lopez-Gutiérrez, José Julidn
Lopez-Hernandez, Orestes
Lukanova, Svitlana M.

Martinez, Jorge A.
Medina-Vargas, Oscar J.
Mehrdad, Abbas

Mendoza, Yulitza
Mercado-Camargo, Jairo
Miranda-Cruz, Antonio R.

Miri, Amir Hossein

Moncada, Campo E.
Mora-Huertas, Claudia E.
Mora-Muioz, Melissa E.
Munoz-Garcia, Grace K.
Murcia, Ozkarina

Nechyporuk, Vasyl” V.

Nerio, Lina

Nova-Manosalva, Ménica Alexandra
Ojani, Reza
Ortega, Andrés
Paillié-Jiménez, Daniela

Pasquali, Ricardo
Pastunia-Pullutasig, Alex
Pedemonte, Cristian
Pefa-Carmona, Nasly Alexandra
Pinzén, Roberto
Rodriguez-Leyes, Eduardo
Rodriguez-Novoa, Yinneth Victoria
Rodriguez-Rodriguez, Gerson Andrés
Rodriguez-Rodriguez, Luis E.
Rojas, Angela P.

Rojas-Cardozo, Maritza A.
Sénchez-Hoyos, Fredys

Santos, André

Sarralde, Ana Lucia

422
422
234
385
288
305
339
5

5
374
35,243
422
385
484
109
256
275
470
179
256
275
147
92
92
275
21
275
243

21,77,219,234,362, 385

438
147
5
422
5
256
275
422
127
256
179
275
147
470
77
288

507



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 45(3), 2016

www.farmacia.unal.edn.co

Silva, Eliana A. 484
Tapia-Herndndez, Fausto 422
Tkach, Volodymyr V. 21,77,219, 234,

362,385
Urbina-Bonilla, Adriana del Pilar 374
Vaca, Andrea 422
Valenzuela-Correa, Alba L. 147
Vallejo-Diaz, Bibiana M. 48
Vicente, Roxana 5,422
Yagodynets’, Petré L 21,77,219, 234,

362,385
Yelenich, Olga V. 219,234,362
Zarei, Ebrahim 21

508



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 45(3), 2016

www.farmacia.unal.edn.co

Indice analitico de términos

Espanol

Aceite del arbol de té 148
Aceite esencial 275
Actividad antibacteriana 202
Actividad bioldgica 438
4-Amino antipirina 202
Antibiéticos 35
Antimalaricos 128
Automedicacién 374
Bases de Schiff 202
Biotransformacién 484
Caries dental 289
Chalconas 339
Chenopodium quinoa 438
3-Cloro-N-fenil-ftalimida 257
Cloroformo 339
Coeficiente de actividad 257
Cosmetovigilancia 305
Cristales liquidos liotrépicos 5
Cunninghamella 484
Dimetil formamida 202
DMF 339
Duefos 93
Econazol 5
Emulsificacién-difusién 148
Emulsiones 5
Espectrometria de fluorescencia 128
Estudiantes de Medicina 374
Estudio de utilizacién de medicamentos 35
Extracci6n asistida por microondas 109
Extractos vegetales 109
Farmacoepidemiologia 35,374
Firmacos 93
Formulacién 93
Glucésidos triterpénicos 438
Gotas secundarias 5
Hébitos de prescripcién 35
HLB b)
HPLC-DAD 7,470
Investigacién experimental 180
Legislacién de cosméticos 305

Mascotas

MDPV

Medicamentos de venta libre
Metilona

Meétodo de obtencién
Microencapsulacién
Mucoadhesién

Nanoparticulas sélidas lipidicas
Pardmetros actsticos
Pardmetros de calidad
Peliculas poliméricas

Perfil biotipico

Pirazol

Plasmodium falciparum
Polifenoles

Porphyromonas gingivalis
Prevalencia

Propdleos

Pullulan

Reactivo de Folin-Ciocalteu
Reologia

Rosmarinus officinalis

Sacha inchi

Saponinas

Secado por aspersién
Seguridad de cosméticos
Sistema de notificacién
Solubilidad

Soluciones concentradas de propéleos
Solvatacién preferencial
Streptococcus mutans
Susceptibilidad antimicrobiana
Sybr Green I

Tabletas bioadhesivas
Termodindmica de soluciones
Vaccinium meridionale
Validacién de métodos analiticos 109,
Velocidad ultrasénica
Warfarina sédica

Inglés

Acoustical parameters
Activity coeflicients
4-Amino antipyrine

93
484
374
484
180
422

48
148
339
180

48
289
202
128
109
275
374
148

48
109

5
275
422
438
422
305
305
257
180
257
289
289
128

48
257
109
470
339
470

339
256
201
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Anesthesyne

Anodic electrosynthesis
Antibacterial activity
Antibiotics

Antimalarials
Antimicrobial susceptibility
Anxiolytic drugs
Benzodiazepines
Bioadhesive tablets
Biological activity
Biotransformations
Biotypic profile
Cathodical electrosynthesis
Chalcones

Chenopodium quinoa
3-Chloro-N-phenylphtalimide
Chloroform

Cholesterol

Conducting polymers
Cosmetovigilance
Cunninghamella

Dental caries

Dimethyl formamide
DMF

Drug utilization study
Drugs

Econazole
Electrochemical behavior
Electrochemical oscillations
Electrochemical sensors
Electropolymerization
Electroreduction
Emulsification-diffusion
Emulsions

Essential oil

Experimental investigation
Fluorescence spectrometry
Folin-Ciocalteu reagent
Formulation
Fotoelectrocatalysis
Hexacyanoferrate

HLB

HPLC-DAD

Hydrogen potential
Legislation cosmetics
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220
220
201
36
128
290
362
362
49
438
484
290
220
339
438
256
339
235
235
306
484
290
01
339
36
93
6
22
220
78,235
385
78
148

276
180
128
110
93
22
78

470
362
306

Lyotropic liquid crystals

MDPV

Medical Student

Methionine

Methods of obtaining

Methylone

Microencapsulation

Microwave-assisted extraction

Mucoadhesion

Nanocomposites

Nitrite

Non prescription drugs

Notification system

Owners

Parameters of quality

Pets

Pharmaceutical electrochemical
analysis

Pharmaco-epidemiology

Pharmacoepidemiology

Plant extracts

Plasmodium falciparum

Poly-2-mercaptobenzimidazole

Polyelectrolytes

Polymer films

Polyphenols

Porphyromonas gingivalis

Preferential solvation

Prescription patterns

Prevalence

Propolis

Pullulan

Pyrazole

Rheology

Rosmarinus officinalis

Sacha inchi

Safety cosmetics

Saponins

Schiff bases

Secondary droplets

Self Medication

Sensors

Solid lipid nanoparticles

Solubility

Solution thermodynamics

484
374
385
180
484
422
110

49
385

78
374
306

93
180

93

362
36
374
110
128
235
385
49
10
276
256
36
374
148
49
201

276
422
306
438
201

374

22
148
256
256
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Solutions concentrated Propolis 180
423
22,78,220,235, 362, 385

Spray drying
Stable steady-state

Streptococcus mutans 290
Sybr Green I 128
Tea tree oil 148
Titanium dioxide 22
Triterpene glycosides 438
Ultrasonic velocity 339
Vaccinium meridionale 110
Validation of analytical methods 110
Validation of analytical method 470
Warfarin sodium 470
Portugués

Andlise eletroquimica farmacéutica 362
Anestesina 219
Ansioliticos 362
Benzodiazepinas 362
Colesterol 234

Comportamento electroquimico 21
Diéxido de titinio 21
Electrorredugio 77
Electrossintese anddica 219
Electrossintese catédica 219
Eletropolimerizacio 385
Estado estaciondrio estavel  21,77,219, 234,
362,385
Fotoelectrocatalise
Hexacianoferrato 77
Metionina 385
Nanocompdsitos 385
Nitrito 77
Oscilagoes electroquimicas 219
Poli-2-mercaptobenzimidazol 234
Polieletrélitos 385
Polimeros condutores 234
Potencial de hidrogénio 362
Sensores 21
Sensores electroquimicos 77,234
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NORMAS PARA
PUBLICACION

La Revista Colombiana de Ciencias Qui-
mico Farmacéuticas es editada por el
Departamento de Farmacia de la Univer-
sidad Nacional de Colombia (sede Bogo-
td), con una periodicidad cuatrimestral
y tiene como objetivo publicar articulos
originales de diversos tépicos relaciona-
dos con las ciencias farmacéuticas, tales
como recursos naturales, atencién farma-
céutica, evaluacion clinica y preclinica, y
los relacionados con la industria farma-
céutica, la salud y los medicamentos.

Ademas de articulos completos, la revista
acepta revisiones, comunicaciones bre-
ves y cartas al editor. Las contribuciones
pueden enviarse en espafol, portugués
o inglés, en letra Times New Roman,
tamafo 12, por triplicado (original y dos
copias) junto con una copia en medio
magnético especificando el procesador de
textos utilizado.

Todo el material propuesto para publica-
cién serd revisado por el comité editorial,
y luego de su aceptacion para evalua-
cidén, serd sometido a revisién por pares
académicos. Las evaluaciones recibidas
por el comité editorial serdn remitidas
al autor para que se realicen los ajustes
sugeridos. Los autores tendran un lapso
de tres semanas para responder cada una
de las observaciones, introducir en el
texto las modificaciones del caso y retor-
nar el documento corregido al comité
editorial. Después de que los evaluado-
res o el comité editorial lleven a cabo

una segunda revision del manuscrito, la
revista comunicard a los autores la deci-
sién sobre la publicacién o no del mismo.
Los originales de los articulos permane-
cerdn en los archivos de la Revista por
un afio. Los manuscritos deberdn acom-
panarse de una carta firmada por todos
los autores en la cual se declare que el
trabajo es inédito; es decir, que el articulo
ni parte de ¢l ha sido publicado o estd en
via de publicacién en otra revista, y en la
que se responsabilizan por la informacién
publicada. Se entiende claramente que
los trabajos enviados no estan siendo con-
siderados para su publicacién en otros
medios. Siempre que se acepte un trabajo
para publicacién, el autor principal reci-
bird sin costo tres ejemplares del nimero
de la revista correspondiente.

Los manuscritos deben ir a doble espacio,
incluyendo tablas, con un minimo de 2,5
cm de margen por todos los lados. No se
admiten notas a pie de pagina.

Todos los manuscritos deben incluir:
e Titulo, centrado y minuscula.

o Autor(es), cursiva, izquierda, inclu-
yendo direccién postal completa,
correo electrénico y fax.

e Resumen y Summary. Al principio
del manuscrito y con titulo centrado.
Incluye la justificacion del estudio y los
principales hallazgos y conclusiones,
debe tener entre 50 y 200 palabras.
Incluir ademds el titulo del articulo y
el resumen en inglés (Summary) inde-
pendiente del idioma del manuscrito.
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e Palabras clave (debajo del Resumen)
y Key words (debajo de Summary).
De tres a seis palabras en minuscula,
excepto la primera, y separadas por
coma y espacio. Preferiblemente toma-
das del Index Medicus (http://www.

nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm).

Los articulos se dividirdn en las siguien-
tes secciones: introduccién, metodologia,
resultados y discusion, agradecimientos y
referencias. Los titulos deben estar sepa-
rados por dos espacios en sus partes supe-
rior e inferior, centrados y en negrilla.
Los detalles acerca de la metodologia
experimental utilizada deberén ser lo sufi-
cientemente claros como para repetir la
experimentacion.

Las tablas deben llevar numeracién arabiga
de acuerdo con el orden de aparicién en
el texto. El titulo debe ir en su parte supe-
rior y las notas en la parte inferior. En los
encabezamientos de las columnas se deben
anotar los simbolos de las unidades utili-
zadas. Las fotografias, graficas, dibujos y
esquemas se denominan ‘figuras’ y deben
llevar numeraci6n ardbiga de acuerdo con
el orden de aparicion en el texto. El titulo

debe ir debajo de la figuras.

Los articulos relacionados con experi-
mentacién con animales deben ajustarse
plenamente a los lineamientos éticos tra-
zados por la Organizacién Mundial de la
Salud. Los extractos o fracciones evalua-
dos iz vitro o in vivo deben definirse qui-
micamente, cuando menos en cuanto a la
clase de constituyente. El material vegetal
deber4 estar clasificado botdnicamente.
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Las abreviaturas de pesos y medidas seran
las indicadas por la Farmacopea de los
Estados Unidos en su edicién oficial o

unidades SI.

Los datos espectroscopicos se deben pre-
sentar de la siguiente manera:

UV A max (solvente €) nm (log ¢€). Ej.:
UV A max (MeOH) 275 (log & 2.94).

IR ¥ max (medio) cm™. Ej.: IR ¥ max
(KBr) 1740, 1720 cm™.

EM m/z (% intensidad relativa). Ej.: em 72/z
(9): 340 (M, 100), 295 (10), 134 (26)...

RMN 'H (solvente, frecuencia de regis-
tro) 0 ppm (integracién, multiplici-
dad, J en Hz, asignaci6n). Ej.: RMN 'H
(CDCI,, 400 MHz) 3.84 (1H, 4, ] = 10.3
Hz, H-30).

RMN BC (solvente, frecuencia de regis-
tro) O ppm (multiplicidad, asignaci6n).
Ej.: RMN “C (CDCL,, 600 MHz) 16.60
(t, C-12).

Las abreviaturas usadas para describir la
multiplicidad de las sefiales en RMN son:
s = singlete, 4 = doblete, # = triplete, 72 =
multiplete, dd = doble de dobletes, ddd =
doble de doble de dobletes.

Las abreviaturas para los solventes y reac-
tivos mas comunmente usados son: EEOH
= etanol, MeOH = metanol, CHCI, =
cloroformo, CH,= benceno, AcOEt =
acetato de etilo, EP = éter de petrdleo,
Me,CO = acetona, DMSO = dimetilsul-
téxido, AcOH = 4cido acético.
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Se evitard el uso excesivo de tablas y figu-
ras que estardn numeradas y que se anexa-
ran en hojas separadas con su respectiva
descripcion.

Las referencias se citardn en el texto con
su respectiva numeracion. Solo se pueden
citar tesis y libros o articulos que hayan
sido publicados. Deben incluir: autor(es),
titulo de la publicacién, afo, volumen y
péginas, dela siguiente manera:

Revistas: Iniciales del nombre y apellido
completo de todos los autores, titulo
completo del articulo, nombre abreviado
o nombre completo de la revista depen-
diendo si aparece en el Chemical Abstract
o en indices equivalentes. La referencia se
cita en letra itdlica, volumen en negrilla,
pagina inicial y ano entre paréntesis. Ej.:

1. H.P. Baden, L.A. Goldsmith, B.
Fleming, A comparative study of...
keratinized tissues, Bioch. Biophys.
Acta, 322,269 (1973).

Comunicaciones personales: Iniciales del
nombre, apellido completo e institucion,
seguido por las palabras comunicacién
personal y el afio. Ej.:

2. AJM. Leeuwenberg, Agricultural
University, Wageningen, Holanda,
comunicacion personal, 1984.

Libros: Iniciales del nombre y apellido
completo de los autores, titulo del libro
entre comillas, editorial, ciudad, ano,
volumen y pagina. Ej.:

3.  D.R. Morris, “The Biochemistry
of Disease”, Morris et Marton Eds.,
London, 1981, Vol. 8, p. 223.

Capitulos de libros escritos por varios
autores: Iniciales del nombre y apellido
completo del autor, titulo del capitulo,
seguido de la palabra En:, titulo del libro
entre comillas, editores, editorial, ciudad,
afo, volumen, paginas. Ej.:

4. A.D. Elbein, RJ. Molyneux, The
chemistry and biochemistry of
simple indolizidine and related
polyhydroxy alkaloids. En: “Alka-
loids: Chemical and Biological
Perspectives”, Ed. por SW. Pelletier,
Wiley, New York, 1987, Vol. 5, pp.
1-54.

Tesis: Autores, titulo seguido de la palabra
Tesis de..., institucion, afo, paginas. Ej.:

5. E Salcedo, “Contribucién al estu-
dio de las Cinchonas colombianas”,

Tesis de Grado, Universidad del
Valle, 1983, pp. 14-16.

Referencias de Internet: Inicial del nom-
bre y apellido completo del autor, titulo
del documento, direcciéon URL Yy fecha de

revision. Ej.:

6.  Lipidat. Lipid thermotropic phase
transition database. Ohio State
University. URL: http://www.lipi-
dat.chemistry.ohio-state.edu, con-
sultado en septiembre de 2001.
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La correspondencia debe enviarse a la
siguiente direccidn:

Comité Editorial

Revista Colombiana de Ciencias
Quimico-Farmacéuticas
Departamento de Farmacia
Facultad de Ciencias

Universidad Nacional de Colombia

Cra. 30 N.° 45-03
Fax: 57-1-3165060
Bogotd — Colombia
Correo electrdénico:

reciquifa_fcbog@unal.edu.co
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Direcciéon WEB:
http://www.revistas.unal.edu.co/index.

php/recquifa

Igualmente, los manuscritos pueden
enviarse al correo electrénico:

reciquifa_febog@unal.edu.co
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