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REsumo

Os sucos naturais tém sido amplamente substituidos pelos preparados sdlidos para
refresco (PSR), o que pode resultar em perda nutricional de componentes impor-
tantes, como o dcido ascérbico (AA). Dessa forma, este estudo objetivou analisar
o teor de AA, determinar a acidez total tituldvel e o pH em amostras de PSR sabor
abacaxi comercializados nos mercados varejistas de Campo Grande-MS e, além
disso, caracterizar o AA empregado como substincia quimica de referéncia. Foram
analisadas 10 amostras de PSR sabor abacaxi, por meio do método de Tillmans
modificado, e todas apresentaram teor de AA acima do minimo exigido na dose
dietética recomendada, atendendo aos requisitos da RDC n° 360/2003. Entretanto,
50% das amostras apresentaram teor de AA acima do limite mdximo permitido de
20% para mais ou para menos segundo o declarado no rétulo. O estudo realizado
confirmou que a utilizacio dos PSR ¢ uma boa op¢io alimenticia para alcangar a dose

didria necessaria de AA a baixo custo.

Palavras-chave: vitamina C, titulometria, determinacio do teor, controle de qualidade.
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SUMMARY

Evaluation of the vitamin C content of solid preparations for soft
drinks marketed in Campo Grande-MS

Natural juices have been largely replaced by solid refreshments (SR), which can
result in nutrient loss of important components, such as ascorbic acid (AA). Thus,
this study aimed to analyze the AA content, determine the titratable total acidity
and pH in samples of pineapple-flavored SR marketed in the retail markets of
Campo Grande-MS and, in addition, characterize AA used as Reference Chemical
Substance. Ten samples of pineapple-flavored SR were analyzed using the modified
Tillmans method, and all presented AA content above the minimum required in the
recommended dietary dose, meeting the requirements of RDC 360/2003. However,
50% of the samples presented AA content above the maximum allowed limit 0o£20%
for more or less as stated on the label. The study confirmed that the use of SR is a

good dietary option to achieve the necessary daily dose of AA at a low cost.

Key words: Vitamin C, titrimetry, content determination, quality control.

INTRODUCAO

Os preparados sélidos para refrescos (PSR) sio definidos como produto a base de suco
ou extrato vegetal de sua origem e agticares, podendo ser adicionados de edulcorantes
hipocaléricos e nao caléricos, destinados a elaboragao de bebida, para o consumo ime-
diato, pela adi¢ao de 4gua potavel [1]. Os PSR que nio contiverem a matéria-prima
natural de sua origem sao considerados artificiais cuja denominagio vem seguida da
palavra “artificial” e, ainda, ¢ vedado o uso da denominagio “bebida de fruta, ou de
extrato vegetal ou de parte do vegetal” em substitui¢ao & denominagio “refresco” [1].

Os PSR surgiram na década de 60 ¢ eram comercializados em embalagens pequenas.
No inicio dos anos 90 houve uma perda de mercado dos PSR para os refrigerantes. A
partir de entdo, foi necessario inovar, e no final dos anos 90, a industria alimenticia
optou pela adi¢ao de polpa de fruta na composicao do PSR, além de estampar as emba-
lagens, mudando assim o conceito do consumidor [2].

Essas mudangas alavancaram a produgiao dos PSR, chegando a quase 4,5 bilhoes de
litros em 2016, aumento de 3,11 % quando comparado ao ano de 2010. Atualmente, os
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PSR sao utilizados em mais de 54% dos lares brasileiros, com consumo anual per capita

de 21,79 litros [3].

De acordo com uma pesquisa de hébitos alimentares realizada no Brasil os PSR sao
considerados itens essenciais da cesta basica e constituem alternativa econdmica em
comparagio a sucos prontos e refrigerantes [4], pois além do baixo custo, os PSR ainda
tém como vantagens a praticidade no preparo e a adi¢do de vitaminas e minerais na
composi¢ao [S]. Apesar desses ingredientes serem opcionais, quando adicionados,
devem estar em quantidade igual ou superior a 5% da ingestao didria recomendada por
porcio indicada no rétulo [6].

A principal vitamina intencionalmente adicionada aos PSR ¢ o acido L-ascdrbico
(AA), também conhecido como vitamina C (ver figura 1). O AA tem férmula mole-
cular C;HzOy4 e massa molecular de 176,12 g mol™. O AA apresenta-se como pé fino,
cristalino, branco ou ligeiramente amarelado. No estado sélido ¢ estdvel ao ar, mas em
solugio oxida-se rapidamente. Sua solugio aquosa ¢ limpida. E facilmente soltvel em
dgua, pouco soluvel em etanol e acetona, insoluvel em éter etilico, cloroférmio, éter de
petréleo e benzeno. Funde-se na faixa de 189 a 192°C, com decomposigao [7].

Figura 1. Estrutura quimica do 4cido L-ascérbico.
O AA nio ¢ sintetizado pelo organismo humano, todavia ¢ essencial para diversas fun-

¢oes bioquimicas, atuando como agente redutor em intimeras reagdes, como sintese e
reparo do tecido conjuntivo, além de facilitar a absor¢ao de ferro no intestino. Sua a¢io
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antioxidante protege contra infec¢des e danos causados por radicais livres, como em
situagdes de estresse oxidativo, protegendo o endotélio capilar [8, 9].

Por esses beneficios, o uso do AA foi amplamente difundido ¢ muitos métodos analiti-
cos foram desenvolvidos para quantificd-lo em diversas matrizes. Em sucos de frutas o
método de Tillmans ¢ o mais utilizado por ser sensivel ¢ capaz de quantificar baixos teo-

resde AA. O 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI) ¢ o indicador desse método, sofrendo
redugio na presenca de AA [10], conforme ilustrado na figura 2.

0
Cl
O
0— N OH O\ OH
OH
I HO H
2,6 - diclorofenol-indofenol (DCFI)
H* 4cido L-ascérbico (AA)
CI 0
H
O
HO N/
0= OH
OH
CI
Leucobase O H

acido deidroascérbico

OH

Figura 2. Reagio de redugio do 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI) pelo 4cido L-ascérbico (AA).

A reagio ¢ realizada na presenca de solugio aquosa de 4cido oxdlico 1% (p/v) para
evitar a auto-oxidagio do AA em pH elevado. O ponto final da titulagio ¢ detectado
pelo aparecimento da coloragao rosada no titulado, que caracteriza o excesso DCFI
nio reduzido em solugio 4cida [11].

O aumento do consumo de sucos industrializados pela populagio brasileira na tltima
década fez com que a ANVISA por meio da RDC n° 360/2003 instituisse normas de
qualidade para a comercializagao de PSR. Entretanto, sao poucos os trabalhos publi-
cados na literatura referentes a determinagao do teor de AA em refrescos em pé [4, 5,

12,13].
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Considerando a escassez de trabalhos cientificos relacionados com a qualidade dos
PSR, tornou-se justificdvel a realiza¢io do presente trabalho, o qual teve por objetivo
realizar a determinagio do teor de AA, acidez total tituldvel (ATT) e o pH em amos-
tras de PSR sabor abacaxi comercializados em mercados varejistas de Campo Gran-
de-MS com intuito de verificar se os mesmos atendem a legislagao vigente ¢, ademais,
caracterizar o AA empregado como Substincia Quimica de Referéncia (SQR).

METODOLOGIA

Substincia quimica de referéncia (SQR) e amostras

A SQR do é4cido L-asc6rbico com 97,54% de pureza declarada foi adquirida da distri-
buidora farmacéutica Valdequimica. Foram adquiridas dez amostras de diferentes mar-
cas de PSR no sabor abacaxi, em mercados varejistas da cidade de Campo Grande-MS.
As amostras foram codificadas por letras de A a J.

Caracterizacao da SQR

A SQR de AA foi previamente identificada através da determinagio, em triplicata, da
faixa de fusao, empregando o equipamento digital PF1500 Gehaka' e tubos capilares de
1 mm de espessura ¢ 6 cm de comprimento.

Adicionalmente, realizou-se a identificagio por espectroscopia de absor¢ao na regiio
do UV, empregando o modo varredura de 200 a 400 nm no espectrofémetro UV-VIS
da Thermo Scintific modelo Evolution 60S.

Além disso, também foram avaliados a solubilidade frente aos solventes dgua, etanol,
acetona, ¢ter etilico e cloroférmio e o pH da SQR de AA, por meio do medidor de pH
digital Bel Engerneering modelo W3B.

Preparacao das amostras e determinagao do teor de AA

Pesou-se de cada amostra a quantidade de p6 equivalente a 25 mg de AA, a qual foi
transferida para balao volumétrico de 250 mL, completou-se o volume com solugao
aquosa de 4cido oxdlico 1% (p/v). Em seguida, uma aliquota de 25 mL foi transferida
para um balao volumétrico de 50 mL ¢ o volume foi completado com 4cido oxdlico 1%
(p/v). Por fim, transferiu-se 10 mL da solugio anterior para Erlenmeyer contendo 30
mL de 4cido oxdlico 1% (p/v), o qual foi titulado com DCFI. Esse ¢ o método titulo-
métrico de Tillmans recomendado pela Association of Official Analytical Chemists e
modificado por Benassi e Antunes [14].

As determinagoes titulométricas foram realizadas em triplicata e os reagentes e solven-
tes empregados eram de grau analitico.
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Acidez total tituldvel (ATT)

Foi diluido 1,0 g de PSR em 50 mL de 4gua destilada e, em seguida, titulou-se com
solu¢iao de NaOH 0,1 N, empregando 2 gotas de fenolftaleina como indicador. A ATT
foi determinada em triplicata e expressa em gramas de 4cido citrico anidro/100 g de
suco pronto [10].

Determinacao do pH

A determinagao do pH foi realizada na temperatura de 24 + 2 °C apds a preparagao do
suco conforme recomendagio do fabricante expressa no rétulo. Nessa andlise foi utili-
zado o medidor de pH da marca Bel Engerneering modelo W3B, previamente calibrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao da SQR

A SQR apresentou-se como pé cristalino ligeiramente amarelado, facilmente solavel
em 4gua, pouco soltvel em etanol e acetona e insoluvel em éter etilico e cloroférmio. A
fusao ocorreu na temperatura de 191,2°C ¢ o pH encontrado foi 2,3. Esses resultados
corroboram com a monografia do farmaco [7].

A figura 3 ilustra o perfil espectral da SQR do AA, realizado por espectroscopia de
absor¢do na regido do UV, empregando HCI 0,1 M como solvente. O resultado encon-
trado estd condizente com o descrito na literatura, sendo o méximo de absor¢io pro-
ximo a 250 nm [15]. Dessa forma, a SQR cumpriu os testes de identificagio propostos
pela Farmacopeia Brasileira [7].

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

200 250 300 350 400

Comprimiento de onda (nm)

Figura 3. Perfil espectral do 4cido L-ascérbico com o maximo de absor¢ao em 243nm na regido do

UV empregando HCI 0,1 M como solvente.
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Anilise quantitativa das amostras

Os resultados encontrados nas determinagoes de teor de AA, acidez total tituldvel e pH
das amostras de PSR analisadas estao ilustrados na tabela 1.

Tabela 1. Teor médio de AA, porcentagem da ingestio dietética de referéncia (IDR), valor médio
de acidez total tituldvel (AT'T) e pH dos PSR sabor abacaxi analisados.

Amostra Teor de AA IDR® ATT pH

(mg/100 mL) (%/100 mL) (g CcH,0,/100 g)

Declarado | Encontrado® | Declarado | Encontrado®

A* 6,75 9,96+0,32 15,0 22,14+0,32 0,34+0,10 3,37
B 3,35 3,66+0,33 7,44 8,14+0,33 0,21£0,05 3,48
C* 3,40 4,57+0,01 7,55 10,17+0,01 0,24+0,05 3,50
8,50 8,28+0,01 18,88 18,40+0,01 0,21+0,01 3,53
E 7,50 6,4940,33 16,66 14,42+0,33 0,20£0,05 4,10
3,40 3,96+0,33 7,55 8,82+0,33 0,24+0,15 3,08
G* 4,50 5,93+£0,32 10,0 13,19+0,32 0,17+0,05 3,54
H* 3,40 4,58+0,01 7,55 10,20+0,01 0,22+0,05 3,37
I 3,40 3,5540,65 7,55 7,8940,65 0,2040,05 3,47
J* 7,50 10,29+0,01 16,66 22,8840,01 0,16+0,05 3,25

*Média de trés determinagdes com desvio padrao.

*Ingestao dictética de referéncia (IDR) de AA = 45 mg para adultos.
*Amostras com teor de AA acima do recomendado pela RDC 360/2003
C¢H;0;: 4cido citrico.

A RDC 360/2003 estabelece que uma vez declarada a presenca de AA no rétulo, o
teor deve ser igual ou superior a 5% da IDR, por por¢io e, todas as amostras analisadas
continham teor de AA acima do estabelecido, o que demonstra que as empresas produ-
toras dos PSR tém cumprido com as recomendagdes da legislagao [6].

Contudo, os limites de AA nos PSR, segundo a RDC 360/2003, devem estar entre 80
a 120% do valor declarado [6]. Dentre as amostras analisadas, 50% apresentaram teor
acima do recomendado, como péde ser observado na tabela 1, entretanto, nenhuma
amostra apresentou teor de AA abaixo do limite minimo permitido. Os teores elevados
de AA podem ser justificados pelo uso dessa substdncia como aditivo alimentar para
prevenir a deterioragio dos alimentos por mecanismos oxidativos [16].
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Os poucos trabalhos disponiveis na literatura referentes a determinagao do teor de AA
em refrescos em pé também encontraram discrepancias entre os valores declarados ¢
os obtidos experimentalmente. Moreira ez 4/.[17] avaliaram 11 amostras de PSR, das
quais 4 continham teores de AA superiores aos declarados nos rétulos. Cruz e al. [13]
analisaram o teor de AA de 10 amostras de PSR sabor limao e laranja e todas apresen-
taram quantidades de AA maiores do que o informado nas embalagens.

José et al. [12] ao realizar a determinacio do teor de AA em PSR sabor limao constata-
ram que todas as amostras continham teor inferior a0 minimo estabelecido pela legis-
lagao. Granato ez a/. [18] avaliaram 60 amostras de bebidas prontas para beber e sucos
em pé e em 76,7% das amostras nao foram encontrados valores similares aos declarados
nas embalagens. Além disso, os teores de AA encontrados no estudo foram de 12% a
90% menores do que os valores declarados pelos fabricantes.

Moreira et al. [5] analisaram 11 amostras de PSR sabor tangerina e verificaram que a
variacio dos teores de AA obtidos experimentalmente em relagio aos valores declara-
dos nas embalagens foi superior a 20%. Assim, as marcas analisadas nao estavam em
conformidade com a legislagao.

Amostras de PSR com teores de AA acima de 7,5% da IDR, em 100 mL da bebida
pronta para consumo, sao classificadas como ricas em vitamina C, enquanto amostras
com teores de AA acima de 15,0% sio classificadas como fontes de AA [19]. Portanto,
as amostras A, D e J analisadas constituem fontes de AA, enquanto que as demais
amostras sio classificadas como ricas em AA.

Dessa forma, houve nao conformidade nos rétulos de cinco amostras, os quais informa-
vam que os produtos eram fontes de vitamina C, entretanto os teores de AA encontra-
dos nessas amostras foram abaixo de 15%, classificando-as como ricas em vitamina C.

A metodologia empregada nesse estudo para a determinagao do teor de AA foi esco-
lhida por ser o método oficial recomendado por compéndios internacional (AOAC)
¢ nacional (Instituto Adolfo Lutz) ¢, além disso, por ter sido amplamente utilizada em
trabalhos que realizaram a quantificagio de vitamina C em amostras de PSR [10, 11,

13,14, 17, 18].

Em relagio 2 ATT e ao pH (ver tabela 1), verificou-se uma pequena variagio entre as
amostras. O teor de icido citrico foi mais elevado na amostra A, porém, assim como
no trabalho de Souza [2], nao foi observado correlagao direta entre os valores de pH
e ATT, provavelmente devido a presenca de outros componentes contidos nos PSR
que podem ter exercido efeito tamponante, justificando a pouca varia¢ao de pH em
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amostras com quantidade superior de acido citrico. A legislacao que estabelece normas
com relagio a0 AA mostra-se falha, pois nio estabelece pardmetros para AT'T ¢ pH [6].

Os resultados obtidos demonstraram que os PSR podem substituir os sucos de fruta,
levando em conta que todas as amostras apresentaram um elevado teor de AA, sio
de baixo custo, de ficil de preparo e armazenamento. Todavia, algumas amostras nao
estavam em conformidade com alegislacao, apresentando teor de AA acima de 20% em
relagdo ao declarado no rétulo.
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RESUMEN

En afos recientes hubo un auge del uso de terapias génicas para el tratamiento de
enfermedades de gran incidencia, como el cdncer. Generalmente, estas se basan en la
liberacién de material genético como plasmidos, en el nicleo celular, con lo cual se
corrige una funcién o se induce la produccién de proteinas deficientes a nivel fisio-
légico. Para llevar a cabo la terapia génica se requicere de vectores capaces de encap-
sular el material genético y garantizar su entrega en el niicleo celular. Los polimeros
catidnicos sintéticos han llamado la atencién como vectores, debido a su capacidad
de condensar 4cidos nucleicos para formar particulas que los protegen de la degrada-

cién enzimdtica y facilitan su captacion celular.

La polietilenimina y el polimetacrilato de N, N-dimetilaminoetilo son los polimeros
catiénicos mds eficaces para la administracién génica. Sin embargo, estos requieren
modificaciones quimicas especificas para eliminar o disminuir algunas limitaciones
tales como su alta citotoxicidad y baja biodegradabilidad. En este articulo se analizan
algunas de estas modificaciones, enfocdndose en avances recientes en el desarrollo de
copolimeros anfifilicos como precursores de nanoparticulas usadas como vectores

génicos.

Palabras clave: Terapia génica, vectores poliméricos, copolimeros anfifilicos, polietile-

neimina, polimetacrilato de NV, N-dimetilaminoetilo.
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SUMMARY

Development of genetic vectors based on synthetic polymers:
PEI and PDMAEMA

During recent years, the use of genetic therapies has taken relevance in the treat-
ment of high-incidence diseases such as cancer. Usually, they are based on the release
of genetic material, as plasmids, into the cell nucleus, which corrects a function or
induces the production of a deficient protein at the physiological level. To carry out
gene therapy, vectors capable of encapsulating the genetic material and guarante-
eing its delivery in the target cell nucleus are required. Synthetic cationic polymers
have attracted great attention as vectors due to their ability to condense nucleic
acids to form particles that protect them from enzymatic degradation and facili-
tate their cellular uptake. Polyethylenimine and poly (&, N-dimethylaminoethyl
methacrylate) are the most effective cationic polymers for gene delivery. However,
these polymers require specific chemical modifications to either avoid or diminish
their high cytotoxicity and low biodegradability. This review analyzes some of these
modifications, focusing on recent advances in the development of amphiphilic

copolymers as precursors of nanoparticles used as gene vectors.

Key words: Gene therapy, polymeric vectors, amphiphilic copolymers, polyethylenei-
mine, poly (I, N-dimethylaminoethyl methacrylate).

INTRODUCCION

Durante las tltimas décadas, el cancer se ha convertido en un problema de salud publica
en aumento, encontrdndose dentro de las primeras causas de muerte. En Colombia,
por ejemplo, segtin el informe de Enfermedades Crénicas no Transmisibles del Obser-
vatorio Nacional de Salud, durante el periodo comprendido entre 2010 y 2014 se regis-
traron un total de 132.799 casos nuevos de cancer en mujeres y 174.638 en hombres. El
céncer se suma a otras enfermedades asociadas a factores hereditarios, tales como hiper-
tension arterial, diabetes mellitus y Alzheimer, que presentan altos niveles de incidencia
y frente a las cuales no se dispone de tratamientos efectivos [1, 2].

La terapia génica figura como una de las alternativas mds promisorias para el trata-
miento de estas enfermedades y para el mejoramiento de las condiciones de vida de
los pacientes [3]. Cuando se emplea este método, se libera material genético terapéu-
tico, generalmente, plismidos en el nicleo celular, permitiendo asi corregir la pérdida
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de una funcién por una mutacion o expresar el producto de un gen deficiente a nivel
fisiolégico. La terapia génica inicia con la identificacién del gen causante de la enferme-
dad, seguido de la clonacién del gen sano, el cual se carga en un vector que debe tener
la capacidad de ser captado por las células blanco, para finalmente liberar el material
genético y producir una proteina en particular [4].

Durante los ultimos anos se han realizado mas de 2000 ensayos clinicos empleando este
tipo de terapia, en su mayoria, estos estdn direccionados al tratamiento de diferentes
tipos de cdncer [5]. Dentro de las estrategias empleadas en la terapia génica de esta
enfermedad se destacan la correccién de mutaciones, la supresion de la angiogénesis y
el mejoramiento en la supresién tumoral [6].

Es necesario el uso de vehiculos, conocidos como vectores, [7] debido a que los 4cidos
nucleicos libres presentan baja estabilidad quimica por su degradacién enzimdtica y
su eliminacién por el sistema fagocitico. Consecuentemente, la seleccion del vector es
uno de los pardmetros que determina la eficacia de la terapia génica, ya que este debe ser
biocompatible, soluble en medios acuosos, presentar tamafio nanométrico, poseer baja
citotoxicidad y alta eficiencia de transfeccion [8].

En los comienzos de la terapia génica se empleaban vectores virales, como retrovirus y
adenovirus, los cuales tienen una alta eficiencia de transfeccién; sin embargo, presen-
tan varias limitaciones tales como toxicidad, inmunogenicidad y dificil produccién,
principalmente, a gran escala, requisito para su aplicacion a nivel clinico [9]. Esto ha
motivado el desarrollo de vectores tales como polimeros catidnicos sintéticos capaces
de condensar moléculas de 4cidos nucleicos a través de interacciones electrostaticas,
formando particulas que protegen el material genético. Cuando se emplean vectores
sintéticos, su desempeno depende de la estructura, composicion y peso molecular del
precursor polimérico, asi como del tamano de los agregados que forma con las cadenas
de los 4cidos nucleicos.

El polimero més empleado como vector génico y considerado como “estdndar de oro”
es la polietileneimina (PEI) debido a su alta eficiencia de transfeccion y habilidad de
escape de los endosomas; sin embargo, su citotoxicidad y su baja biodegradabilidad
limitan su aplicacién [10]. De otro lado, como una alternativa, el polimetacrilato de N,
N-dimetilaminoctilo (PDMAEMA, por sus siglas en inglés) —pese a presentar des-
ventajas similares— es derivado de un mondémero acrilico, lo que permite controlar de
manera precisa su arquitectura y peso molecular y por ende, atenuar su toxicidad y baja
biodegradabilidad, manteniendo asi un desempeno comparable al PEI [11].

Dada la eficiencia de estos polimeros como vectores de dcidos nucleicos, se han estu-
diado varias estrategias para mejorar su actividad de transfeccién y reducir su toxicidad.
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De estas se destaca el uso de arquitecturas ramificadas y la copolimerizacién con seg-
mentos hidrofébicos; varias investigaciones han mostrado que este tipo de estructura
posee una mayor capacidad de internalizacién celular y una disminucién significativa
en la citotoxicidad [12, 13].

Por su parte, la copolimerizacién con segmentos hidréfobos conlleva a la obtencién
de materiales anfifilicos, que se autoensamblan en medio acuoso dando lugar a la for-
macién de nanoparticulas tipo micela. Este tipo de estructura, ademds de aumentar la
estabilidad de los complejos polimero/acido nucleico, ofrece la posibilidad de contro-
lar propiedades como tamano y carga de las particulas a través de la composicion del
copolimero. Adicionalmente, las nanoparticulas pueden actuar como reservorios de
fdrmacos con baja solubilidad en agua permitiendo la coliberacién tanto del firmaco
como del 4cido nucleico terapéutico [7].

En las siguientes secciones se describe la aplicacién de materiales basados en PEI y
PDMAEMA como vectores para la transfeccién de acidos nucleicos, enfatizando en
la aplicacién de copolimeros anfifilicos formados con poliésteres alifaticos en el campo
de la terapia génica.

VECTORES EN TERAPIA GENICA

La terapia génica es un método experimental para el tratamiento de varias enfermeda-
des que consiste en reemplazar o anular genes defectuosos por genes normales, a través
de la transfeccion de 4cidos nucleicos en células especificas. Generalmente, la infor-
macién genética se encuentra codificada en un plidsmido, aunque también se pueden
utilizar otras formas de ADN o ARN. El principal requisito para el uso terapéutico de
estas sustancias es su entrega en los compartimientos celulares donde cumple su fun-
cién y para que esto ocurra, deben superar una serie de barreras extra e intracelulares.
Sin embargo, esto es poco probable debido a que los dcidos nucleicos sufren una degra-
dacién enzimdtica ripida [7]. Por esta razén, es necesario el uso de vehiculos de entrega
(vectores), que deben transportar los dcidos nucleicos hasta su sitio de accién (ver

figura 1) [14].
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Figura 1. Barreras extra e intracelulares para la entrega de 4cidos nucleicos [14].

Varios sistemas de transporte han sido desarrollados entre los que se destacan los vec-
tores virales y los vectores no virales. Los sistemas virales consisten en virus recombi-
nantes, el dcido nucleico terapéutico se inserta en su genoma y se aprovecha la via de
infeccién para su transfeccidn; en este caso, se evita la expresion de genes que conducen
ala replicacién y la toxicidad, suprimiendo las regiones que codifican para estas funcio-
nes. A pesar de que estos vectores ofrecen mayores eficiencias de transfeccion, sus limi-
taciones en cuanto a toxicidad, respuesta inmune severa, cantidad de ADN insertado y
dificultad en su produccién han restringido su aplicacién en terapia génica [15]. Por su
parte, los vectores no virales son sistemas de entrega de genes formados por la combi-
nacién de 4cidos nucleicos con lipidos catiénicos, llamados lipoplejos o con polimeros
cationicos, también denominados poliplejos. Estos materiales catiénicos se ensamblan
con los 4cidos nucleicos para formar particulas que facilitan su internalizacién en la
célula via endocitosis [16].

Los lipidos catiénicos han sido usados como agentes de transfeccién debido a su capa-
cidad de internalizacion celular y desestabilizacién de los endosomas; al entrar en la
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célula neutralizan las cargas del complejo, debido a una reorganizacién de los fosfoli-
pidos, causando la liberacion del ADN en el citoplasma [3]. Estas sustancias constan
de una cabeza cargada positivamente, un segmento hidréfobo y un grupo enlazante; la
cabeza positiva puede ser monovalente o multivalente, dependiendo de la cantidad de
grupos amina que contenga. Se han estudiado varias modificaciones tanto de la natu-
raleza y densidad de los grupos catiénicos, como del segmento hidréfobo para mejorar
su desempeno en la entrega de dcidos nucleicos [17]. En la figura 2 se muestran las
estructuras de los lipidos catidénicos més utilizados en este campo [18]. Aunque algunas
modificaciones estudiadas han mejorado el desempenio de estas sustancias en la entrega
de ADN, problemas como la baja especificidad, la inestabilidad frente a algunos com-
ponentes de la sangre, la generacién de respuesta inmune y la necesidad de emplear
lipidos auxiliares han limitado su empleo como vectores [6].

- (¢} CH,
I
/\/\/\/\:/\/\/\/\/\)\/ N*—CH,
| 3
DOTMA CH.
+HN )
+

DOTAP |
CH,
(0]
S
= o ;I P N
|
DC-Colesterol CH,

Figura 2. Estructuras de algunos lipidos catiénicos empleados en terapia génica. DOTMA: cloruro
de N [1-(2,3-dioleiloxi propil]- N, N, N-trimetilamonio; DOGS: Dioctadecilamido glicil esper-
mina; DOTAP: 1,2-dioleil-3-trimetilamonio-propano; DC-Colesterol: [N- (N, N-dimetilamino
etano)-carbamoil ] colesterol.
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En cuanto a los tipos de acido nucleico, los més utilizados para formar complejos
con los diferentes vectores son el ADN plasmidico (ADNp) y el ARN pequeiio de
interferencia (siRNA, por sus siglas en inglés). Los ADNp son moléculas circulares
de doble cadena que tienen un tamafo estandar entre 4-10 kilos de pares de bases, los
cuales codifican para la expresién de proteinas especificas. Los ADNp presentan ven-
tajas como estabilidad, facilidad de manipulacién y bajo costo en comparacion con los
otros tipos de dcidos nucleicos, ademds han sido usados en el desarrollo de vacunas para
enfermedades como la malaria y el sindrome de inmunodeficiencia adquirido [19]. Sin
embargo, se ha demostrado que la eficiencia de transfeccién del ADNp es menor por-
que se requiere la entrada de las moléculas al interior del ntcleo celular. Por esta razén
se han estudiado varias modificaciones en los plasmidos para mejorar su internalizacién
celular y posterior expresion del gen como: la produccién de nuevas topologias (como
la superenrollada), el empleo de nuevos promotores y la generacién de pldsmidos sin
genes de resistencia a antibidticos [6].

De otro lado, los siRNA son moléculas cortas de doble cadena compuestas de 21-23
nucleétidos, las cuales degradan selectivamente ARN mensajero de secuencia comple-
mentaria, inhibiendo su traduccién a proteina [7]. Este proceso de interferencia ocurre
en el citoplasma, lo que hace a estos sistemas mds versatiles que el ADNp, eliminando
la necesidad de llevar el material genético al nicleo celular, ademds pueden ser sinte-
tizados quimicamente y no se integran al genoma, ofreciendo una mayor seguridad.
El empleo de este tipo de 4cido nucleico tiene desventajas como la supresion de genes
diferentes al blanco y el reconocimiento por inmunoreceptores, lo que conlleva a alte-
raciones en la expresién de los genes y respuesta del sistema inmune innato [20, 21].
Ademis, por su tamano y estructura, la habilidad de formar complejos es menor ya que
se presentan menos interacciones electrostéticas con el vector, lo cual puede afectar la

estabilidad del polielectrolito [7].

En el tratamiento del cdncer se han explorado diferentes estrategias, empleando tanto
vectores virales como no virales, tales como la supresion y el reemplazo de genes [22],
el uso de material genético para la induccion de muerte celular [23], la inhibicién de
factores de transcripcién [24] y la estimulacién de la respuesta inmune contra tumores
[25], las cuales han permitido lograr efectos anticancerigenos significativos. Debido a
las limitaciones de los sistemas virales y lipidicos, la investigacién de vectores poliméri-
cos aplicados en el tratamiento de esta enfermedad ha traido consigo grandes avances,
los cuales han permitido un mejor entendimiento de las propiedades que deben tener
tanto para atravesar las barreras sistémicas y celulares, como para entregar de manera
eficiente el material genético dentro de la célula. Esto ha posibilitado que varios vecto-
res poliméricos hayan sido aplicados en la transfeccién de 4cidos nucleicos en ensayos
clinicos mostrando resultados exitosos en la terapia del cincer (ver tabla 1).
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Tabla 1. Vectores poliméricos en terapia génica del cdncer bajo ensayos clinicos [6, 14, 26].

Vector polimérico Acido nucleico Tipo de cancer Fase clinica
Transferrina- Lo Mel Prliner P ohr/ne'ro
Poli(lisina) (AVET) elanoma en terapia génica
humana
PEI Toxina diftérica-A, Céncer de vejiga, mieloma I; I(b (,V? iga),
DTA-H19, SNSO01-T multiple, linfoma .mle omay
linfoma)
Céncer de ovario,
PEG-PEI-Colesterol IL-12, CYL-02 adenocarcinoma I
pancreatico
Polimero LODER KRAS Cancer pancredtico 1I
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Los avances en terapia génica, tanto del cdncer como de otras enfermedades de origen
genético, dependen del desarrollo de materiales poliméricos capaces de vectorizar el
ADN/ARN con toxicidad e inmunogenicidad reducida; ello se logra controlando su
estructura, composicion, arquitectura y peso molecular como se discutird mas adelante.

VECTORES POLIMERICOS

Durante los ultimos afos, algunos polimeros catidnicos han sido estudiados como
vectores no-virales en el tratamiento de enfermedades como fibrosis quistica, virus de
inmunodeficiencia humana y cdncer [27-29]. Estos vectores son interesantes porque
ofrecen ventajas tales como menor riesgo inmunogénico, ademds, se obtienen por pro-
cesos mas sencillos y su estructura es modificable [30]. Se caracterizan por poseer gru-
pos funcionales amina que pueden protonarse parcialmente a pH fisioldgico lo que les
permite interactuar electrostiticamente con el 4cido nucleico.

Los vectores poliméricos se pueden clasificar en naturales y sintéticos. Los polimeros
catiénicos naturales han sido empleados como transportadores de genes debido a su
capacidad de formar complejos con 4cidos nucleicos, presentando biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Materiales como el quitosano, la gelatina, el dextrano, la celulosa
y las ciclodextrinas han mostrado la habilidad de condensar el material genético y
entregarlo dentro de la célula con baja toxicidad e inmunogenicidad, sin embargo, se
han evidenciado problemas de solubilidad y baja eficiencia de transfeccién, lo que hace
que se encuentren en desventaja con respecto a los polimeros sintéticos [10].

El quitosano es el polimero catiénico natural mas empleado debido a su baja cito-
toxicidad y alta densidad de grupos funcionales; es un polisacarido compuesto por
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D-glucosamina y N-acetil-glucosamina, cuya eficiencia de transfecciéon depende del
grado de deacetilacién, el peso molecular y el pH (pKa 6,5) [31]. Sin embargo, su baja
solubilidad en medios acuosos a pH fisiol6gico, tendencia a la agregacion y baja estabi-
lidad hacen que su manejo y aplicabilidad siga siendo limitada [32].

El uso de polimeros catidnicos sintéticos ha permitido superar los inconvenientes
encontrados con los materiales naturales debido a que puede ejercerse un mejor con-
trol sobre sus propiedades a partir de modificaciones en su estructura. Por ¢jemplo,
la introduccién de grupos funcionales y segmentos, el empleo de homopolimeros o
copolimeros, la variacién en la arquitectura molecular (lineal, injertada, tipo estrella,
entre otras) y el control del peso se puede lograr mediante el seguimiento de rutas sin-
téticas predeterminadas [33]. Entre los polimeros estudiados como vectores sintéticos
se incluyen: poli-L-lisina (PLL), poliamido aminas (PAAs), poliamino ésteres (PAEs),
PEI y PDMAEMA. Las caracteristicas generales de los primeros tres polimeros se
muestran en la tabla 2. Dadas las desventajas que presentan —como toxicidad, baja
eficiencia de transfeccion o dificultades desde el punto de vista sintético— es necesario
el uso de polimeros mas versatiles como el PEI'y el PDMAEMA, los cuales seran objeto
de revision en las secciones siguientes.

Tabla 2. Caracteristicas generales de los polimeros catidnicos sintéticos empleados en la transfec-

cién de 4cidos nucleicos.

Polimero Estructura Caracteristicas

-Homopolimero del aminoécido L-lisina.

H O
? -Forma complejos con el ADN.
PLL R N NH, -Presenta baja eficiencia de transfeccién
n NH dada su baja habilidad de escape de los
(@] 2

endosomas [10].

-Polimeros catiénicos con grupos amino
terciarios.
-Biodegradables y solubles en medios

(@] (@]
)k/\ acuosos.
PAAs Il\I/ \T IT% - Altamente citotdxicos a altos pesos
n
R, R, R

moleculares.
3 -No forman complejos estables con
4cidos nucleicos pequenos como el

siRNA [10, 34].

-Poliésteres con grupos amino.

(¢) (¢)
)k/\ /\)j\ -Biodegradable.
PAE;s /{/ R\o N 0+ -Presentan alta eficiencia de transfeccién.
n

R

1

-Poco reactivo, lo cual dificulta su

modificacién quimica [35].
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VECTORES BASADOS EN PEI

El PEI es uno de los polimeros catidnicos sintéticos mas estudiados como agente de
transfeccién de dcidos nucleicos debido a su alta eficiencia y habilidad de escape de los
endosomas. Este puede ser sintetizado en forma lineal (IPEI), la cual contiene solo ami-
nas secundarias o en la forma ramificada (bPEI) que contiene grupos amino primarios,
secundarios y terciarios (figura 3) [10].

El uso de homopolimeros de PEI en la transfeccion de dcidos nucleicos ha sido objeto
de diversas investigaciones, las cuales han mostrado que al incrementar el peso mole-
cular del polimero aumenta la eficiencia de transfeccion, pero también se presenta un
incremento en la citotoxicidad [36, 37]. Se ha encontrado que los homopolimeros de
PEI de alto peso molecular y alto grado de ramificacién forman complejos estables con
dcidos nucleicos, presentando buenas eficiencias de transfeccion; sin embargo, la forma
lineal los libera més facilmente, entregandolos de forma mds efectiva al citoplasma o al
nucleo [27]. Pese a la eficiencia del PEI como vector génico su cardcter no degradable y
citotoxicidad asociada ha limitado sus aplicaciones terapéuticas [15].

A

B
n
H HN N
HN N NH H N NH,
n 2 n

Figura 3. Estructuras quimicas del PEI. A. PEI lineal, B. PEI ramificado.

NH,
HN
N

Para superar estos inconvenientes, uno de los enfoques que ha mostrado mejores resul-
tados es su copolimerizacién con segmentos biocompatibles, tales como polietilengli-
col (PEG), dextrano y quitosano. La pegilacion es una estrategia muy empleada en
el desarrollo de vectores ya que les provee mayor biocompatibilidad y estabilidad; el
PEG es un segmento hidrofilico protector que previene interacciones indeseables con
componentes de la sangre u otras biomoléculas; adicionalmente, le confiere estabili-
dad coloidal a las particulas que forma cuando el polimero interacciona con el ADN o

ARN [14, 38].
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Por ejemplo, Merdan ez al. [39] encontraron que la pegilacién del PEI reduce la inte-
raccién de los complejos resultantes con las proteinas del plasma y los eritrocitos, lo que
repercute en un incremento en su biocompatibilidad. Resultados similares son repor-
tados por Mao ez al. [40] quienes encontraron que los poliplejos, obtenidos a partir
de PEI-g-PEG, copolimero injertado (g= graft, del inglés), presentan mayores tiempos de
circulacién y menor toxicidad que el PEI homopolimero y que a su vez, la eficiencia

de transfeccion depende de la longitud de las cadenas de PEG y la densidad de injerto.

Por otro lado, Fischer e al. [41] investigaron las propiedades de copolimeros de dex-
trano-¢-PEL, y encontraron que el dextrano aumenta la habilidad de complejacién y
estabilizaciéon del ADN, ademds de producir materiales no téxicos. También se ha
reportado la sintesis de copolimeros de PEI-quitosano para la formacién de complejos
con ADN, los cuales mostraron mayores eficiencias de transfeccién y menor citotoxici-
dad que el complejo PEI/ADN, ademds de mostrar una reduccién en las interacciones
con eritrocitos [42].

COPOLIMEROS ANFIFILICOS DE PEI

Una de las estrategias que ha mostrado ser efectiva para disminuir la toxicidad y aumen-
tar la eficiencia de transfeccion del PEI es el empleo de copolimeros con sustancias
hidréfobas como los poliésteres alifiticos. Estos polimeros se caracterizan por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad; dentro de los méds empleados se encuentran la
poli(e-caprolactona) (PCL) y la polilactida (PLA), sustancias aprobadas por la agen-
cia americana de regulacién de medicamentos y alimentos, la FDA (Food and Drug
Administration) para aplicaciones biomédicas [43, 44]. De esta manera se obtienen
materiales anfifilicos que se caracterizan por su capacidad de autoensamblarse con el
ADN/ARN y formar nanoparticulas como micelas.

Se han estudiado copolimeros basados en PCL y PEI con diferente arquitectura. Cao
et al. [45] reportaron el uso de micelas obtenidas a partir de PCL-4-IPEI, copolimero
en bloque (4= block, del inglés), como vectores de siRNA y doxorrubicina (Dox) en
células de cancer hepatico humano, estos materiales exhibieron alta eficiencia de trans-
feccién y liberacion controlada del firmaco. Asimismo, se han obtenido nanoparticu-
las micelares basadas en copolimeros de injerto PEI-g-PCL (PEC) de diferentes pesos
moleculares aplicadas en la entrega de ADNp y Dox; los complejos obtenidos mostra-
ron baja citotoxicidad en células HepG2 a una relacién nitrégeno/fésforo (N/P) de
10, tal como se deduce de los valores de viabilidad celular presentados en la figura 4 en
funcién de la concentracién del complejo. De acuerdo con Qiu ez al. [46], los copo-
limeros estudiados presentan mejores eficiencias de transfeccion que el PEI 25 kDa.
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Figura 4. A. Estructura de los copolimeros PEC. B. Viabilidad de células HepG2 tras adicién de
concentraciones crecientes de PEC acomplejado con ADN a una relacién N/P 10, luego de 4 horas

de incubacién (»=6) [46].

La incorporacién de un segmento hidréfilo de PEG es una estrategia empleada para
mejorar el desempeno de los copolimeros anfifilicos como vectores. Endres ez al.
[47] reportan la sintesis de copolimeros tribloque anfifilicos 72PEG-b-PCL-b-IPEI
(m=metoxi) y su aplicacién como nanotransportadores de siRNA; sus resultados indi-
can una mejor eficiencia de transfecciéon cuando se emplean segmentos cortos de PEG.
Zhengy Liu ez al. [48-50] obtuvieron micelas basadas en copolimeros ramificados de
PEI-g-PCL-46-PEG, encontrando que la longitud de los segmentos poliméricos y la
densidad de grafting afectan las propiedades de los complejos con ADN y con siRNA.
Adicionalmente, establecieron relaciones entre la composicién de los copolimeros y
su eficiencia de transfeccién, tal como se muestra en la figura 5, ademas, se presenta el
efecto de la relacién N/P sobre cada una de las composiciones estudiadas. También se
ha reportado la sintesis de copolimeros PEG-4-(PCL-g-PEI)-5-PCL para la formacién
de micelas aplicadas en la coliberacién de siRNA y Dox; los resultados mostraron que
las nanoparticulas pueden entregar de manera efectiva estas sustancias inhibiendo el
crecimiento de tumores resistentes a multiples firmacos, especificamente en células de
cincer de mama resistentes a Dox [51].
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Figura 5. A. Conformaci6n de los poliplejos hyPEI-g-PCL-56-PEG. B. Eficiencias de transfecciéon
de los polimeros evaluados en células de melanoma humano (MeWo) empleando ADNp que con-

tiene el gen reportero de luciferasa en funcién de la relacién N/P [48].

Ademis de PCL como segmento hidréfobo, también se han reportado materiales que
contienen PLA, como en la investigacién realizada por Coulembier 7 al. [52], donde
se obtuvieron copolimeros de injerto PEI-g-PLA para la formacién de nanoparticulas,
las cuales mostraron una buena penetracién celular y podrian tener potencial aplica-
cién en la entrega de genes. Igualmente, Gaspar e# 4/. [53] estudiaron la coliberacion de
ADN y Dox mediante el uso de micelas basadas en copolimeros en bloque de poli(2-etil-
2-oxazolina)-b-poli(L-lactida)-g-polietilenimina bioreducible (PEOz-6-PLA-g-PEI-SS),
estas nanoparticulas mostraron captacion celular favorable y expresion de genes que codi-
fican para luciferasa de luciérnaga y proteina verde fluorescente (PVF), tanto en pruebas
in vitro COMO in vivo.

VECTORES BASADOS EN PDMAEMA

Los vectores basados en PDMAEMA han despertado gran interés por su alta eficiencia
de transfeccion y fécil disociacion del dcido nucleico dentro de la célula. Este polimero
catidnico se caracteriza por poseer grupos amino terciarios parcialmente protonados a
pH fisiolégico (pKa ~ 7,5), lo que le permite actuar como agente de transfeccion de
ADN/ARN [54]. Generalmente se sintetiza mediante metodologias de polimeriza-
cién radicalaria controlada, tales como polimerizacién radicalaria por transferencia de

dtomo (ATRP) (ver figura 6).
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Figura 6. Sintesis de PDMAEMA via ATRP. En este tipo de polimerizacién un haluro de alquilo
actiia como iniciador, generando radicales libres a partir de una ruptura homolitica del enlace C-X,

dicho proceso es reversible y presenta constantes cinéticas de activacién (k,) y desactivacion (k).

La estructura de varios homopolimeros de PDMAEMA y su influencia en la eficiencia
de transfeccién de 4cidos nucleicos ha sido objeto de diversas investigaciones, donde
se han abordado aspectos como el efecto del peso molecular, tamafio de las particulas,
pH, temperatura y relacién polimero/pldsmido, expresada como relaciéon N/P [55].
Para el PDMAEMA lineal como vector de ADN se ha determinado que al incrementar
el peso molecular del polimero se presenta mayor eficiencia de transfeccion, pero tam-
bién incrementa la citotoxicidad [56].

Miiller e# al. [57] compararon el desempeno de muestras de PDMAEMA con arqui-
tecturas diferentes: lineal y tipo estrella de tres y cinco brazos con diferente peso mole-
cular; de acuerdo con sus resultados, la citotoxicidad es menor a bajos pesos y cuando
incrementa el numero de brazos. Sin embargo, las mejores eficiencias de transfeccion
se obtienen para polimeros de alto peso molecular. De acuerdo con este estudio, poli-
meros con una estructura ramificada y pesos intermedios (mayor a 20 kDa) son los
que presentan mejores resultados como sistemas de transfeccion de genes. Aunque los
homopolimeros poseen alta eficiencia de transfeccidn, su toxicidad sigue siendo un
pardmetro critico que limita su aplicacion.

Como en el caso del PEI la copolimerizacion es una de las estrategias utilizadas para
aumentar la eficiencia de transfeccién y reducir la toxicidad de los vectores basados
en PDMAEMA. Se han reportado diversos estudios que incluyen su copolimeriza-
cién con sustancias como PEG [58], poli(2-hidroxietil metacrilato) (pHEMA) [59],
poli(N-vinilpirrolidona) (PVP) [60] e hidroxipropil celulosa (HPC) [61], para ser

aplicados en la entrega de diferentes tipos de acidos nucleicos.
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La pegilacién del PDMAEMA conlleva a disminuir su citotoxicidad, aunque también
se reduce su eficiencia de transfecciéon debido a una menor captacion celular de los com-
plejos [58]. En tanto, en el estudio realizado por Jiang ez al. [59] los vectores obtenidos a
partir de copolimeros de injerto pHEMA-g-PDMAEMA presentan mejor desempefio
que el correspondiente homopolimero, mientras que se reduce su toxicidad. Resultados
similares son obtenidos para la copolimerizacién con PVP y HPC [60, 61].

COPOLIMEROS ANFIFILICOS DE PDMAEMA

La copolimerizacién del PDMAEMA con segmentos hidrofébicos biodegradables
también ha mostrado ser una herramienta util para optimizar las propiedades de estos
sistemas. Estos segmentos, dado su cardcter biodegradable, facilitan la descomposicién
del vector al interior de la célula, generando moléculas de menor peso que son menos
citotdxicas y que pueden ser ficilmente depuradas.

En laaplicacién como vectores, la copolimerizacién con segmentos hidréfobos de PCL
y PLA ha sido ampliamente estudiada. Guo ez 4/. [62] reportan la obtencién de copo-
limeros PCL-g-PDMAEMA, los cuales se autoensamblan para formar nanoparticulas
tipo core-shell capaces de encapsular moléculas de paclitaxol y ADN. Estas nanopar-
ticulas mostraron eficiencias de transfeccion iz vitro comparables con la Lipofecta-
mina, una formulacién cominmente empleada en experimentos de transfeccién; sin
embargo, este tipo de estructuras no mostraron reducciones significativas en la cito-
toxicidad. La modificacién superficial con cadenas de poli(dcido glutdmico)-¢-PEG
es una estrategia reportada por Huang ez al. [63] para reducir la citotoxicidad del

PDMAEMA y mejorar la estabilidad de sus complejos con ADN.

También, trabajando con paclitaxol, Zhu ez al. [64] sintetizaron copolimeros tri-
bloque PDMAEMA-6-PCL-b-PDMAEMA, empledndolos como precursores de
micelas poliméricas, a las cuales se les evalud la eficiencia de transporte y entrega del
medicamento. Se observé que la presencia de PCL copolimerizado con segmentos
de PDMAEMA de bajo peso molecular disminuye la citotoxicidad de los vectores
resultantes, tal como se muestra en la figura 7. Adicionalmente, mejor6 la eficiencia
en el silenciamiento de genes en comparacién con los homopolimeros de PEI 25 kDa
y PDMAEMA 20 kDa. Este comportamiento fue corroborado por Yue ez al. [65],
quienes emplearon nanoparticulas basadas en mPEG-b6-PCL-6-PDMAEMA como
vectores de ADNp y encontraron que la inclusién del segmento hidrofébico aumenta
significativamente la eficiencia de transfeccion.
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Figura 7. A. Formacién de los poliplejos cargados con paclitaxol. B. Citotoxicidad de las micelas
PDMAEMA-5-PCL-b-PDMAEMA en células de cancer de mama humano MDA-MB-435-GFP.
Las células fueron tratadas por 24 horas y se midié la actividad metabélica (n=3). Polymer 1, Poly-
mer 2y Polymer 3 hacen referencia a distintas relaciones molares de los mondmeros en los bloques
constituyentes DMAEMA:CL:DMAEMA de 2,7-3,6-2,7; 5,8-3,6-5,8 y 9,1-3,6-9,1, respectiva-
mente [64].

Ademais de la composicién de los copolimeros, su arquitectura molecular también
juega un papel importante, tal como se demostré en el estudio realizado por Lin ez
al. [12], en el que compararon copolimeros en bloque lineales y de injerto basados
en mPEG, PCL y PDMAEMA como vectores de siRNA. Sus resultados mostraron
que los copolimeros de injerto presentan mayor captacion celular en comparaciéon con
el copolimero en bloque, lo cual se atribuy6 a que las nanoparticulas que forma pre-
sentan valores més altos de potencial zeta y por lo tanto mayor carga superficial. Un
copolimero similar, »PEG-b-PCL-g¢-PDMAEMA (PECD), fue sintetizado por Guo
et al. [13] con el fin de obtener nanoparticulas micelares para la entrega de pldsmidos
que codifican tanto para luciferasa como para PVF, obteniendo mejores eficiencias de
transfeccién que el PEI y la lipofectamina en células HepG2, tal como se muestra en la
figura 8B y se deduce de la imagenes de microscopia de fluorescencia en la figura 8C .
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Figura 8. A. Representacion esquemdtica de la preparacién de los complejos PECD/ADNp. B.
Eficiencias de transfeccién in vitro de nanoparticulas PECD complejadas con ADNp (luciferasa) a
varias relaciones N/P. C. Imagenes de fluorescencia de células transfectadas con complejos PECD/
ADNp (PVF) a una relacién N/P = 10 (escala 30 pm). Composicién de los copolimeros: PECDI:
mPEG,s-P(CL,os-co-(BMPCL-g-PDMAEMA,,),); PECD2: mPEGy-P(CL,p4-co-(BMPCL-¢-
PDMAEMA,,),); PECD3: mPEG 5-P(CLyy,-co-(BMPCL-¢-PDMAEMA,,),) [13].

De manera similar, Kang ez al. [66] trabajando con PLA y PDMAEMA sintetizaron
copolimeros anfifilicos en forma de estrella los cuales fueron estudiados para la coen-
trega de RNA y Dox. Sus resultados mostraron que la eficiencia en la transfeccién de las
nanoparticulas micelares resultantes depende de la arquitectura molecular, donde los
copolimeros con mayor nimero de ramificaciones exhibieron las eficiencias més altas.

CONCLUSIONES

La implementacion de vectores génicos basados en polimeros sintéticos tales como PEI
y PDMAEMA ha tenido un gran desarrollo durante las tltimas décadas, ya que pese
a su citotoxicidad y baja biodegradabilidad presentan alta eficiencia de transfeccién.
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Se ha demostrado que modificaciones quimicas, tales como la introduccién de seg-
mentos poliméricos biodegradables y la obtencién de estructuras moleculares ramifi-
cadas, permiten mejorar su eficiencia en la transfeccién de material genético y reducir
su citotoxicidad. Aunque este tipo de materiales son promisorios para su aplicacion en
el campo de la terapia génica, es necesario adelantar estudios interdisciplinarios con el
fin de caracterizar los fendmenos involucrados en la entrega de los dcidos nucleicos,
ademds de establecer relaciones entre la estructura de los polimeros y sus propiedades
como vectores, con el fin de optimizar su desempefio en el campo de la terapia génica.
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RESUMEN

La malaria es la enfermedad parasitaria mis grave y extendida que enfrenta la huma-
nidad, debido a su prevalencia, virulencia y al desarrollo de cepas resistentes a los
medicamentos de uso comitin como la cloroquina. La falta de nuevos medicamentos
asequibles son los factores limitantes en la lucha contra la malaria, por lo que hay
una necesidad continua de investigacion para nuevas clases de agentes antimaldricos.
Una generacién de moléculas activas contra Plasmodium basadas en el mecanismo
de biocristalizacién del grupo hemo o en procesos metabdlicos que ocurren en el
parésito con los medicamentos de uso actual estdn siendo sintetizados y actualmente
se encuentran en procesos de estudios 7 vitro, in vivo y estudios clinicos fase I y fase
I1. Esta revision realiza una clasificacién de los nuevos antimaldricos potenciales y sus
modos de accién reportados en las tltimas dos décadas con el fin de proporcionar
una mirada al progreso significativo en el desarrollo de nuevos medicamentos anti-

maldricos.

Palabras clave: Malaria, Plasmodium, antimaldrico, quimioterapia, resistencia.
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SUMMARY

Potential antiplasmodial and antimalarial agents of natural
and synthetic origin

Malaria is the most serious and widespread parasitic disease facing humanity, due
to its prevalence, virulence and the development of strains resistant to commonly
used drugs such as chloroquine. The lack of affordable new drugs are the limiting
factors in the fight against malaria, so there is a continuing need for research for
new classes of antimalarial agents. A generation of active molecules against Plas-
modium based on the mechanism of biocrystallization of the heme group and / or
on metabolic processes that occur in the parasite with the medicines of current use
are being synthesized and are currently in processes of in vitro, in vivo and phase I
and phase II clinical studies. This review makes a classification of the new potential
antimalarial and their possible modes of action reported in the last two decades in
order to provide a look at the most significant progress in the development of new

antimalarial drugs.

Key words: Malaria, Plasmodium, antimalarial, chemotherapy, resistance.

INTRODUCCION

La malaria es uno de los problemas de salud mds graves en muchas partes del mundo,
particularmente en Africay América Latina porque son las regiones con mas altos indi-
ces de mortalidad [1]. Esta enfermedad es causada por un parasito de género Plasmo-
dium, transmitido a los seres humanos por la picadura del mosquito hembra del género
Anopheles, que se reproduce en regiones que combinan calor, humedad y vegetacién
[2]. Datos recientes, estiman que la malaria estd presente en 97 paises y se calcula que
3200 millones de personas estdn en riesgo de contraer la enfermedad [3]. En el 2015
se reportaron 214 millones de casos de malaria, ocasionando la muerte de 438.000
personas, en su mayoria nifios menores de 5 afios; Africa reporté la mayorfa de los
casos [4]. Una de las alternativas para el control de la morbimortalidad por malaria es
la quimioterapia, sin embargo, se estan presentando cepas de Plasmodium resistentes a
los principales tratamientos, falla terapéutica, ademds de un escaso acceso a los medi-
camentos, entre otros, lo anterior aumenta el riesgo, y a la vez complica su prevencién
y tratamiento [5].

Actualmente, hay descubrimientos de nuevos blancos moleculares para el diagnds-
tico, prevencion y tratamiento de enfermedades como la malaria, también mediante
el secuenciamiento del genoma y el proteoma de Plasmodium, lo que ha permitido
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postular nuevos modelos para el diseno de fairmacos, ademas del desarrollo de la qui-
mica combinatoria y el uso de la sintesis total de pequenas moléculas; las cuales deben
pasar por un proceso inicial de evaluacién 7z vitro mediante técnicas que determinan
la concentracién a la cual se inhibe en un 50% el crecimiento del parésito (ICs) [6-7].
Una generacién de moléculas activas contra Plasmodium falciparum basadas en los
mecanismos de accidon de los medicamentos de uso actual como la cloroquina o en pro-
cesos metabdlicos que ocurren en el patdgeno estdn siendo sintetizadas, sin embargo,
aunque se han descubierto y disefiado muchas moléculas con un potencial capaz de
inhibir el crecimiento del parasito en cultivo iz vitro y en modelos murinos, algunos
son descartados por efectos toxicos, resistencia por parte del patdgeno, poca solubili-
dad y biodisponibilidad [8-11], por lo cual, atin se debe continuar en la bisqueda de
nuevos antimaldricos efectivos y de bajo costo que permitan su uso combinado con
otros medicamentos y asi evitar el desarrollo de la resistencia del patdgeno a los dife-
rentes fairmacos [12].

En la presente revision se muestran las estrategias de disefio y desarrollo de nuevos far-
macos obtenidos de plantas y de origen sintético basados en los blancos terapéuticos
mas estudiados, las cuales fueron consultadas en varias bases de datos (Science Direct,
PUBMED, SciELO consultadas en agosto de 2017), libros especializados y demds
reportes bibliogrificos relacionados con estudios de actividad antiplasmodial y anti-
maldrica de compuestos activos sobre Plasmodium, lo que ha llevado a la identificacién
de una serie de posibles nuevos compuestos antimalaricos.

Moléculas basadas en el nicleo quinolinico

La quimioterapia ha sido posible gracias al descubrimiento de compuestos a partir de
las plantas. Un alcaloide que ha jugado un papel importante y esencial en la medicina
por cientos de afios es la quinina, su quimica ha fascinado a muchos investigadores y
ha motivado cambios en la quimica orgénica, sintesis enantioselectiva y en la quimica
industrial moderna. La quinina se convirti6 en un compuesto lider para el tratamiento
de la malaria y ha sido empleado como modelo para realizar nuevos agentes antimald-
ricos por via sintética con el ntcleo quinolinico, como lo son: cloroquina (CQ), amo-

diaquina (AQ), mefloquina (MQ) y primaquina (PQ) [13].

Una nueva clase de anélogos de la cloroquina con cadena lateral modificada estin
siendo sintetizados, Krogstad ez 4/. en 1998 [14] sintetizaron una molécula denomi-
nada AQ-13 similar a la CQ con la diferencia del grupo metil en el carbono C-10.
Esta molécula present6 una potente actividad con valores de concentracién inhibito-
ria (ICs,) entre 5-15 nM, sobre el cultivo iz vitro de P falciparum y un mecanismo
de inhibicién de la polimerizacién del grupo hemo, sin embargo, se hall6 resistencia
similar a la CQ, estudios clinicos fase I exhiben farmacocinéticas y toxicidades leve-
mente diferentes a la CQ [15]. La amodiaquina es un firmaco efectivo, pero, en dosis
superiores presenta efectos hepatotdxicos causando agrunulocitosis, por lo que actual-
mente se estan presentando desarrollos en el diseno y sintesis de moléculas basadas en
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las 4-aminoquinolinas [16]. Un anélogo similar a la amodiaquina fue disenado bajo la
comprension del mecanismo de toxicidad de este firmaco. O’Neill ez 4/. [17] realizaron
estudios regioisoméricos de la amodiaquina e intercambiaron las posiciones de los gru-
pos hidroxi y el grupo amino, generando una nueva molécula llamada isoquina y otra
N-t-butil-isoquina que son bastante activas y no generan hepatotéxicidad. Basados en
las estructuras de la AQ y PQ se han derivado analogos estructurales conservando el
grupo halogenuro en la posicién C-7 del anillo, la cadena alquilica y la amina terciaria,
todos estos derivados han presentado inhibicién sobre el patégeno con similar modo

deacciénala AQyPQ.

La tafenoquina es otro compuesto que se encuentra en etapas avanzadas de desarrollo
clinico, presenta un indice terapéutico mas extenso que la primaquina y una eliminacién
mucho mis lenta, pero su funcién terapéutica atin no se ha establecido [18]. Al mismo
tiempo, el desarrollo de 2-terc-butilprimaquina ha proporcionado la primera 8-ami-
noquinolina completamente libre de toxicidad de metahemoglobina y actualmente se
encuentra en desarrollo preclinico. De todos los analogos de la primaquina, las 4-alquil-
S-alcoxi, 4-metil-5-fenoxi y 2-terc-butil-primaquina presentan una actividad curativa,
toxicidad reducida y con una mayor promesa terapéutica (ver figura 1) [19].

Por otro lado, es estudiada una serie de complejos de rutenio-p-areno-cloroquina
[RuCL(CQ)], activos frente a cepas de P falciparum resistentes a CQ con actividad
antiplasmodial; este tipo de moléculas se evaltian en cuanto a su lipofilicidad, basici-
dad, coeficientes de reparto, valores de pKa, habilidad de inhibir la formacién del grupo
hemo en interfaces agua/n-octanol con la finalidad de predecir la superior accién anti-
plasmodial contra patdgenos resistentes, los resultados indican tendencias interesantes
como que la actividad antiplasmodial est4 relacionada con un equilibrio de los efectos
asociados con la lipofilia, basicidad, y los detalles estructurales de los compuestos estu-

diados [20].

En lo que respecta a la basicidad de los antimalaricos, en diversos estudios se ha
determinado que la halofantrina y sus derivados presentan un “efecto basico débil”; por
lo que este tipo de principios activos tienen propiedades basicas, y se concentran en la
vacuola digestiva dcida, y al tener una forma protonada no pueden atravesar nuevamente
la membrana, generando toxicidad para el patégeno, pero también cardiotoxicidad
en pacientes tratados. Un derivado de la halofantrina (el N-desbutilhalofantrina) es
conocido como un metabolito activo de este medicamento, en el que se pudo eliminar
el efecto secundario de cardiotoxicidad, sin alterar su actividad antimaldrica, siendo
la N-desbutilhalofantrina mucho mds activa iz vitro que la lumefantrina [21]. Otro
ejemplo es la dihidroacridindiona WR243251 (derivado de la floxacrina), el cual
fue desarrollado a partir del compuesto lider mepacrina [22], poco se conoce de este
compuesto, en estudios 77 vivo presentd una actividad significativa contra cepas de P.
falciparum resistentes a CQ en monos Aotus, ademas de que inhibié el desarrollo de
esporozoitos de P vivax en mosquitos; también se ha demostrado que este principio
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activo inhibe la biocristalizacién del grupo hemo, pero esto solo no representa
claramente el mecanismo de su actividad, dado que se ha evidenciado que inhibe la
respiracion celular del patégeno. Estas moléculas son promisorias para ser candidatas
antimaldricasy actualmente estdn en estudios de modelos 77 vivo. Sin embargo, el futuro
potencial de esta clase de compuestos puede cuestionarse por su aparente resistencia
cruzada con la CQ, lo que limito la continuidad en los estudios clinicos fase I (ver

figura 2) [23].
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Figura 2. Inhibidores del grupo hemo.

Compuestos tipo trioxanos

El descubrimiento y desarrollo de la artemisinina a partir de la planta Artemisia annua
(Asteraceae), una hierba china conocida popularmente en este pais como Qing hao
y empleada por la medicina tradicional por més de 2000 afios para el tratamiento de
fiebres es nueva clase de antimaldricos, tiene la estructura de una sequiterpenolactona
tipo trioxano con un puente endoperdxido, asi se le confiere su actividad bioldgica,
aunque es poco soluble en agua. Debido a la naturaleza altamente lipofilica y pobre
solubilidad, la artemisinina presenta la desventaja de una pobre vida media en plasma,
por lo que es muy probable que no se consiga eliminar el patdgeno de forma completa
en el organismo, de ahila necesidad de tratamientos prolongados con este firmaco [13-
24]. Por la estructura con un peréxido ciclico tipo trioxano se han sintetizado derivados
basados en este modelo con rapida accién, més potentes, econdmicos y sin presentar
casos clinicos de resistencia comparados con otros firmacos antimalaricos. Estos son
compuestos prometedores, pero tienen una vida media corta por hidrolizarse rapida-
mente generando sustancias toxicas [25-26]. Especificamente, el compuesto OZ277,
que actualmente es la molécula lider como antimaldrico con un mecanismo de accién
similar al de las artemisininas, presenta ventajas como su fécil y econdémico proceso de
sintesis, mejor biodisponibilidad y un reporte de eficacia iz vivo del 99,9% de actividad

a 30 mg/kg (oral) [27-28].
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Otros estudios han tratado, aprovechando las ventajas farmacoldgicas, de combinar a
partir de las denominadas trioxaquinas de los perdxidos con las 4-aminoquinolinas; los
residuos 4-aminoquinolinicos deberfan facilitar el transporte a la vacuola alimenticia,
donde el FelI-Hemo liberado durante la digestién de la hemoglobina activa la unidad
trioxano. La trioxaquinolina mds activa sintetizada hasta el momento es la DU-1102,
una molécula altamente eficiente contra cepas de P falciparum resistentes a la CQ,
posiblemente, como consecuencia de su modo de accién inespecifico; ademds algunos
de los peréxidos mencionados exhiben actividades farmacolégicas adicionales [29]. Se
han sintetizado también dimeros de artemisinina como unidad central. El compuesto
dimérico (ver figura 2) exhibe un valor de concentracién efectiva de CEs, = 1,3 nM
contra P, falciparum in vitro, mientras que artemisinina presenta un CE5;= 9,7 nM,
en las mismas condiciones [30]. La simplificaciéon del nicleo de artemisinina lleva a
3-ariltrioxanos sintéticos.

En una aplicacién oral a un modelo murino, el compuesto fue dos veces més activo que
la artemisinina en 48 horas. Basindose en la hipdtesis de que el mecanismo de accidon
de las artemisininas depende de la generacién de radicales libres por ruptura del puente
endoperdxido, puede asumirse que otros perdxidos no relacionados estructuralmente
con artemisinina, también pueden exhibir actividad antiplasmodial [31]. Otro tipo de
modelos diméricos se basa en una serie de hibridos de artemisininas-vinil sulfonas con
actividad potencial y capacidad de inhibicién de la falcipaina 2, actian sobre la vacuola
digestiva mediante una activacién del puente endoperdxido, estas son sintetizadas y
evaluadas sobre cepas resistentes W2 de Plasmodium falciparum en un rango de con-
centraciéon nanomolar (ver figura 3) [32].

Moléculas catiénicas y quelantes de hierro

Otro tipo de compuestos activos son las moléculas catidnicas, con el nombre de G25
y T3; sales de 2-aminopiridinium, amidinas y guanidinas, han obtenido inhibiciones
de crecimiento en 50% de parasitos con dosis muy inferiores (IC5,=0,65 nM) a las
empleadas normalmente con los medicamentos ya mencionados; estos acttan en el
metabolismo de fosfolipidos inhibiendo la produccién de colina que es indispensable
en la sintesis y el desarrollo del patdgeno, sin embargo, presentan una muy baja biodis-

ponibilidad, dado que se degradan ficilmente en los fluidos corporales [33-34].
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Figura 3. Derivados de artemisininas, trioxanos y per6xidos.

Estas moléculas se han ensayado en monos infectados con malaria los cuales se curan
y son menos toxicos; el G25 por otro lado, también ha mostrado su efectividad en
ratones infectados con Plasmodium berghei que habian desarrollado resistencia a los
antimaldricos, tanto en pruebas de laboratorio como en animales. Es por esto que nue-
vas moléculas amido biciclicas y ésteres de dcidos dialquilamino fueron sintetizados y
apenas estdn siendo investigadas como antimaldricos, actualmente, se hacen estudios
de relaciones estructura-actividad donde se discutieron con mdas de 200 derivados [35].
En particular, los compuestos de tipo éster mostraron buena actividad antiplasmodial,
uno de ellos se puso a prueba iz vivo contra P. berghei con resultados prometedores,
aunque el objetivo y el mecanismo de accién de estos compuestos atn se desconoce.
Ademis, se ha logrado una clara mejora en sus propiedades antiplasmodiales [36].
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Varios 4-aminobiciclos [2.2.2] octilftalato w-ésteres de 4cidos dialquilamino se han
disefado, y tienen actividad contra la polifarmacorresistente cepa K1 del 2 falciparum
y Trypanosoma brucei rhodesiense (STIB 900). La actividad biolégica fue influenciada
por la relacién de la configuracién en la posicién 2 del anillo, por la longitud de la
cadena y la sustituciéon de aminoécidos. Los esteres fueron tan activos como la cloro-
quina, sin embargo, uno de ellos exhibe la més alta actividad y selectividad antiplasmo-
dial de todos los derivados del biciclo-octano preparados y hasta ahora reportados (ver

figura 4) [37].
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Figura 4. Sales de amonio cuaternarias y quelantes de hierro.

Inhibidores de proteasas y moléculas peptidicas

Otras moléculas exploradas con actividad antiprotozoaria son DB-75 y DB-289
(2,5-bis(4-amidinofenil) furanos) las cuales son agentes tripanocidas, quimicamente
son diamidinas aromdticas que originalmente se desarrollaron como estructuras ana-
logas de la pentamidina que es antitripanosomal, estos compuestos presentaron acti-
vidad contra P falciparum. Otro caso es el compuesto PB-93 empleado como agente
antitumoral, este inhibe la proteina farnesiltransferasa y el cual se ha determinado que
es clave para la supervivencia de P falciparum [38-41]. La farnesiltransferasa es una
proteina heterodimérica que cataliza la transferencia de un residuo farnesil desde far-
nesilpirofosfato hacia una cisteina de una cadena lateral cercana al extremo carboxi-
terminal de algunas proteinas. En los ultimos afios se desarrollaron inhibidores de
farnesiltransferasa como potenciales firmacos en terapias anticancer y como posibles
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antimaldricos (ver figura 4) [42-43]. Por otra parte, la sintesis y evaluacién bioldgica
de una nueva clase de inhibidores de Falcipain-2 (FP-2) peptidomiméticos I que son
una familia papaina-(C1A) cisteina proteasa, juegan un papel importante en el ciclo de
vida del patégeno por ser degradantes de las proteinas del eritrocito y que contienen
fracciones de esteres vinilicos con alto potencial (R; = Ven, CONMe,, CO,Me para R
— CH,CH,Ph, H; R, = NC, R = H).

El perfil de reactividad de vinilo éster I (R = H, R, = CO,Me) demostré ser muy potente
y selectivo inhibidor de falcipain-2 [44-45]. Otros compuestos como los ciclodepsi-
péptidos mostraron una interesante gama de actividad biolégica. Los miembros de esta
nueva clase de potenciales firmacos tienen una caracteristica comun de ciclodepsipép-
tidos, ademads, se basan en las interacciones con distintos compartimentos celulares y
vias de transduccién de sefiales. Algunos ciclodepsipéptidos estan siendo evaluados en
estudios clinicos y, actualmente, se utilizan en la terapia del cdncer, generalmente
en combinacién con otros firmacos citotdxicos [46].

Una serie de derivados de la neocriptoleptina como los cloro-amino-alquilamino-sus-
tituidos (5-metil-5H-indolo [2,3-b] quinolina) fueron sintetizados y evaluados como
agentes antiplasmodiales. Esta evaluacién también incluyd la citotoxicidad en células
MRCS; la inhibicién de la formacién de la f-hematina, y las interacciones de ADN y
la introduccién de cadenas amino-alquilamino aumento sustancialmente la actividad
antiplasmodial de la neocriptolepina. Las formas mas eficientes de estos compuestos
mostraron actividades antiplasmodiales en el rango nanomolar. La degradacién de
la hemoglobina en la vacuola alimenticia del patdgeno se cataliza en forma dirigida
por una serie de proteasas, las cuales estdn parcialmente caracterizadas y disponibles
como proteinas recombinantes. La ruptura inicial de la hemoglobina estd mediada por
las proteasas asparticas plasmepsina I, IT y IV. Nuevos inhibidores de proteasas estin
siendo disenados, como el N1, N1-dietil-N4-(5-metil-SH-indolo [2,3-b] Hidroxi-8-il)
pentano-1,4-diamina (D) el cual mostr6 una IC50 de 0,01 mM y un indice de selectivi-

dad de 1800 (ver figura 5) [47].

Inhibidores de la sintesis de dcidos grasos

En los parasitos de Plasmodium ha sido demostrada la existencia de un sistema de bio-
sintesis de los 4cidos grasos tipo II. En este caso, las enzimas individuales estan locali-
zadas en el interior del apicoplasto y son similares a las involucradas en la sintesis de
isoprenoides. El antibi6tico natural tiolactomicina inhibe las enzimas Fab B, Fab F y
Fab H, las cuales catalizan las distintas etapas de condensacién en la sintesis de acidos
grasos en P falciparum. El compuesto es activo iz vivo contra el crecimiento de P, fal-
ciparum (CEso= 50 uM). A su vez, el triclosan es significativamente mds activo que
la tiolactomicina frente a P falciparums; este es un inhibidor de la trans-2-enoil-ACP-
reductasa, Fab I (CEs,= 1 uM). Ademds, se demostré su eficacia < 90% en ratones
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infectados con P, berghei. Los correspondientes valores de CEs, y LDy, tras inyecciones
subcutdneas, fueron 3 y 30 mg/kg respectivamente (ver figura 6). Se testaron varios
derivados de triclosin en cuanto a su actividad antimalrica, sin embargo, como pre-
senta actividad frente a un amplio espectro de bacterias, se utiliza como conservante en
varios productos de uso doméstico, pero no se aconseja su uso para el tratamiento por

via oral [48].
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Figura 5. Inhibidores de plasmepsina y farnesiltranferasa DB-289, PB-93, PImI y PImII.
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Figura 6. Inhibidores de la sintesis de 4cidos grasos.

Inhibidores de la glicdlisis

El ciclo funcional del 4cido citrico estd ausente en los parasitos de la malaria, por lo
tanto, su energfa metabdlica depende mayoritariamente de la glicdlisis anaerobia. El
NAD+ debe ser regenerado por reducciéon de piruvato a lactato. La enzima lactato
deshidrogenasa de P, falciparum ha sido producida como una proteina recombinante, y
se ha hecho un analisis cristalografico de alta resolucién de ella. Se est utilizando una
combinacién de mérodos de evaluacién bioldgica de alto rendimiento y diferentes téc-
nicas de diseno racional con el fin de identificar inhibidores especificos que no afecten
esta enzima en humanos (ver figura 7) [49-50].
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Figura 7. Polifenoles inhibidores de glicolisis.

Sin embargo, a pesar de ser un blanco especifico en el patégeno y que todas estas nue-
vas moléculas han presentado una capacidad de inhibir el crecimiento del parésito en
cultivo iz vitro, varias de ellas son descartadas por sus efectos téxicos, resistencia del
parésito, pobre solubilidad y biodisponibilidad, por lo que atn se debe continuar la
busqueda de nuevos antimaldricos que permitan su uso combinado con otros medica-
mentos para asi evitar el desarrollo de la resistencia del patégeno [51].

Moléculas hibridas

Una tendencia que esta tomando fuerza en la actualidad en el disefio de nuevos agentes
antimaldricos son las moléculas hibridas, las cuales estén basadas estructuralmente en
la unién de farmacéforos con procedimientos sintéticos de bajo costo y bajo poten-
cial para el desarrollo de la resistencia [52]. Actualmente las moléculas hibridas son
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consideradas como un nicho en el disefio racional de firmacos; dichas moléculas se
definen como entidades quimicas con dos (o mas) dominios estructurales que presen-
tan diferentes funciones bioldgicas (estructura quimérica también es una denomina-
cién, pero se prefiere el termino de hibridos), en la cual la doble actividad indica que
una molécula hibrida acttia como dos farmacéforos distintos [53]. Ambas entidades
de la molécula hibrida no necesariamente actian sobre el mismo blanco biolégico. La
estrategia de una molécula hibrida mejora la actividad bioldgica en un fragmento de
la molécula, lo cual se da mediante la adicién de funciones quimicas capaces de inte-
ractuar con las regiones adyacentes de la molécula activa cuando la proteina destino se
desconoce. El fragmento de auto-ensamblaje consiste en permitir que dos o tres frag-
mentos con funcionalidades diferentes o semejantes puedan reaccionar en el sitio de
destino para generar iz situ enlaces covalentes con distintos blancos.

En esta direccion se ha diseiado mediante metodologias de sintesis una nueva molécula
hibrida entre dos potentes antimaldricos, la artemisinina y la quinina ( artemisnina-qui-
nina). Resultados con esta molécula hibrida mostraron una mejor actividad (1C5,=8,95
nM) en comparacién con las moléculas individuales de artemisinina (IC5,=49,4 nM),
quinina (IC5,=149 nM) ¢ incluso con la combinacién 1:1 de artemisinina y quinina
(ICs= 31,8 nM) cuando fueron evaluadas en cepas 3D7 de P falciparum sensibles a
CQ [54]. Por otra parte, Cowman ez 4/. han disefiado moléculas hibridas denominadas
bisquinolinas, en las cuales dos nucleos quinolinicos estdn conectados por varios enla-
ces, siendo mucho més activas y con mecanismos de accion similar ala CQ, pero fueron
tdxicas en estudios iz vivo, por lo que actualmente son el motivo de varios trabajos de
investigacion [55-56]. También se han sintetizado modelos hibridos de trioxaquinas
con un trioxano como estructura base (que es responsable de la actividad antimaldrica
de la artemisinina), ambos unidos a una entidad aminoquinolina (que es responsable
de la propiedad antiplasmodial de la cloroquina). Estas trioxaquinas hibridas son muy
potentes y exhiben actividad eficaz contra los fases eritrociticas de cepas de P falci-
parum resistentes a CQ [57]. Musonda ez al. [58-60] han disefiado hibridos a partir
de dos medicamentos conocidos contra la malaria, la cloroquina (CQ) y el astemizol,
encontrandose que poseen mejor actividad iz vitro e in vivo contra cepas de Plasmo-
dium resistentes a CQ.

Sunduru ez /. [61] han funcionalizado las 4-aminoquinolinas con oxalamidas y triazi-
nas en la cadena lateral, y fueron evaluados y seleccionados por sus actividades contra
la malaria. En un ensayo iz vitro, uno de los derivados de la triazina resulté ser el mas
activo contra la cepa 3D7 de Plasmodium falciparum sensible a CQ, presentandose un
valor de ICy, de 5,23 ng/mL; mientras que, un derivado de la oxalamida presento 77
vivo supresion de la parasitemia del 70,45 % en el dia 4 contra la cepa N-67 de Plasmo-
dium yoelii resistente a CQ, demostrando que la estructura-actividad esté relacionada
con una funcién amida secundaria que aumenta la actividad, mientras que la presencia
de una amida terciaria y un a-cetoamida disminuye la actividad debido a que también
disminuye la capacidad de los sitios de unién con el sitio activo. Por otro lado, derivados
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de triazina, sustituidos con aminas que tienen nitrégeno terminal de base como la clo-
roquina, aumentan potencialmente la actividad antiplasmodial.

Recientemente, se ha desarrollado una innovadora clase de nuevos hibridos basados en
productos naturales. Hans ez 4/. [62] sintetizaron 36 nuevas moléculas hibridas a partir
de productos naturales basados en f-amino alcoholes, tiolactona-chalconas vy isatin-
chalconas; donde las moléculas hibridas tiolactona-chalconas mostraron valores de
ICs, en un rango de 0,68 a 6,08 uM, encontrandose la mayor actividad frente a la cepa
W2 de P, falciparum; mientras que con las de isatin-chalconas se encontré una IC, de
14,9 uM o menos. En otro estudio se sintetizaron 34 derivados de lupeol, demostrando
actividad contra la malaria en una dosis més baja (10 ug/mL) que la del lupeol puro
(25 pg/mL) [51]. Este nimero limitado de ¢jemplos con moléculas hibridas citadas
esta tomando fuerza en la investigacién, por lo que son muchas otras nuevas entidades
que se han reportado, por ejemplo, hibridos de artemisinina-acridina, trioxaferroqui-
nas, cloroquina-astemizole [63] triazinas 9-anilinoacridina, arteminin-dipetidil vinil
sulfonas [64], aminoquinolinas hibridas [65] entre otras; en su mayoria, estas mejoran
el efecto antiplasmodial e ilustran el concepto de moléculas hibridas y sus potenciales
aplicaciones (ver figura 8).
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Figura 8. Moléculas hibridas de artemisinina y cloroquina.
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Derivados indélicos

La criptolepina componente presente en gran cantidad en la especie Cryprolepis sangui-
nolenta, y en un estudio presenté un ICy, de 0,134 uM sobre cepa K1 de P, falciparum,
esto es dos veces mas potente que la cloroquina (ICs, de 0,230 uM), sin embargo, pre-
sento un alto grado de citotoxicidad por su capacidad de intercalarse en el ADN. Otro
compuesto en este grupo es el 3-metilen-sustituido (ver figura 9), el cual es usado en la
evaluacion de indolinonas como inhibidores de la falcipaina, una enzima usada por el
pardsito para digestién de hemoglobina. Estos compuestos reaccionan ficilmente con
tioles a través de un mecanismo de adicidn-eliminacion, lo que indica su potencial como
inhibidores de enzimas como la cistein-proteasa (falcipaina). Varias indolinonas que
contienen un fragmento de reconocimiento Leu-i-amilo son inhibidoras moderadas del
P, falciparum y de la proteina cistein-proteasa falcipaina-2, pero no de la proteasa relacio-
nada falcipaina-3, estos compuestos muestran la actividad antiplasmodial contra la cepa
W2 de P, falciparum resistente a la cloroquina en el rango micromolar [66].
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Criptolepina forma de base Metilen-indolinona

Figura 9. Derivados inddlicos.

Derivados de productos naturales

Existe gran variedad de metabolitos secundarios que son quimicamente diversos, los
cuales pueden ser obtenidos a partir de plantas especificas reportadas por la medicina
tradicional, o a nivel de género o familia botdnica, y muchos compuestos de este tipo
han sido validados como antimaldricos promisorios, puesto que en bioensayos hay
actividad antiplasmodial significativa frente a diferentes cepas del patégeno; algunos
compuestos se muestran en la figura 10 [67]. El yingzhaosu A, un peréxido aislado
de la planta Artabotrys uncinatus, L. (Annonaceae), y su derivado sintético artefleno,
también son activos, sin embargo, su pobre eficacia clinica y la dificultad de su sintesis,
hacen dificil la continuacién de su desarrollo [68].

Entre los productos naturales con potencial actividad antiplasmodial, los alcaloides
inddlicos representan un grupo de compuestos de interesantes farmacolégico; los
indoles son compuestos organicos heterociclicos, con estructura biciclica que consisten
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en un anillo de seis miembros (benceno) unido a otro de cinco miembros (pirrol),
donde participa un par aislado de electrones de nitrégeno en anillo aromético, por lo
que refiere a que el indol no es una base y no representa una amina simple. Uno de los
alcaloides més conocidos es la quinina, cuyo nucleo quinolinico se forma por la via
biosintética comun de alcaloides indolomonoterpénicos (la clase mis importante de
indol alcaloides).

Uno de los alcaloides que ha mostrado interés en su descubrimiento es el alcaloide
indoloquinolinico criptolepina, el cual es el componente con mayor proporcién ais-
lado de las raices y hojas de Cryptolepis sanguinolenta, una planta cominmente usada
por la medicina tradicional en el oeste de Africa para el tratamiento de la malaria y
otras enfermedades. Esta molécula mostré ser activa en cepas K1y T996 de P, falcipa-
rum resistentes y sensibles a la cloroquina. Este alcaloide con caracteristicas débilmente
bésicas es activo, mientras que otros alcaloides estructuralmente relacionados con per-
files de 4cido-base son inactivos. En modelo iz vivo en ratones infectados con P berg-
hei yoelii mostraron una significativa reduccion de la parasitemia cuando se administra
oralmente a dosis de 50 mg/kg de peso por cuatro dias. Sin embargo, como resultado
de su capacidad de intercalarse en el ADN, la inhibicion de replicacién y trascripcion

del ADN, la criptolepina es téxica [69)].

La sintesis de la criptolepina es bastante viable y gran variedad de analogos sintéticos
han sido reportados; entre los diferentes derivados sintéticos obtenidos a partir de la
criptolepina, la 2,7-dibromocriptolepina es la mas activa, presentando una actividad
aproximadamente 10 veces mayor que la criptolepina con una inhibicién del 89 % en
una sola dosis de 12 mg/kg/dia por via intraperitoneal y una citotoxicidad apenas un
poco mayor contra células cancerigenas, y baja toxicidad en ratones (ver figura 10) [70].

CONCLUSIONES

A pesar de los grandes esfuerzos por controlar la enfermedad de la malaria, atn no exis-
ten vacunas o medicamentos capaces de prevenirla, solo existen tratamientos curativos
que presentan inconvenientes como: la eficacia, la toxicidad variable y la resistencia del
parésito a ellos, lo que hace que el control de la enfermedad se convierta en uno de los
principales desafios para la salud publica. En las ultimas dos décadas, nuevos candida-
tos antimaldricos han sido desarrollados, pero en el descubrimiento de nuevos farmacos
para contribuir al tratamiento de distintas enfermedades (entre estas la malaria), se debe
tener en cuenta que estos sean: potentes, selectivos, seguros, no presenten resistencia,
tolerables, no téxicos, aplicables por diferentes vias, estables en liquidos biolégicos y
que se puedan obtener a gran escala industrial. El proceso de investigacién y desarrollo
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Figura 10. Derivados de productos de productos naturales.

de un firmaco es largo y complejo, involucra grandes costos y pocas posibilidades de
éxito, debido principalmente a los efectos téxicos y a los pardmetros farmacocinéticos
los cuales estan sujetos a una gran variabilidad interindividual.

En los tltimos afos se han realizado considerables esfuerzos en disefiar moléculas
revirtiendo la resistencia a los medicamentos, nuevas clases estructurales de agentes
antimaldricos con nucleo quinolinico, trioxanos, quelantes de hierro, sales de amonio
cuaternario, inhibidores de proteasas, glicdlisis y dcidos grasos, nuevos hibridos, pépti-
dos, indoles y derivados de productos naturales.
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La investigacion realizada sobre las quinolinas y las artemisininas proporciond infor-
macién importante con respecto a la relacion estructura-actividad de esta clase de com-
puestos, ademds, existe una tendencia creciente hacia el desarrollo de antimalaricos
con blancos especificos, por ejemplo, agentes inhibidores del grupo hemo, de la farne-
siltransferasa, inhibidores de lactato deshidrogenasa, o la formacién de hibridos anti-
maldricos. De las muchas moléculas identificadas y ensayadas atin no se presenta una
nueva generacién de candidatos antimaldricos dado que estdn siendo descartados en
las distintas etapas del proceso, por lo que es urgente continuar la busqueda de nuevos
antimaldricos efectivos y de bajo costo que permitan su uso combinado con otros medi-
camentos y asi evitar el desarrollo de la resistencia del pardsito a los diferentes firmacos.

La complejidad de estos procesos es manejada por una diversidad de disciplinas cien-
tificas que incluye quimicos orgdnicos, biélogos moleculares, toxicélogos, médicos,
farmacélogos, bioquimicos y cientificos de la computacién que participan en alguna
etapa del proceso, lo que en parte explica los enormes costos involucrados. Finalmente,
es necesaria la investigacion en el desarrollo de nuevos antimaldricos para los préximos
afios porque la carga de la malaria seguira siendo alta en las préximas décadas junto con
la pérdida repetida de antimalaricos para la resistencia.
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REsuMoO

Pela primeira vez foi descrito um caso interessante de uso do oxihidréxido de vanadio
trivalente (VO(OH)) como modificador de elétrodo na detecgio eletroquimica de
nandrolona. Foi mostrado que o oxihidréxido de vanddio pode ser um modificador
eficiente para a detec¢io de nandrolona, mas, ao contrério da maioria dos casos de
uso de oxihidréxido de cobalto, composto parecido, o processo ¢ catédico e dd-se em
meio moderadamente 4cido a neutro. O comportamento oscilatdrio, no sistema, ¢
possivel apenas por causa das influéncias do processo da eletrorredugio de vanidio

tetravalente em trivalente na dupla camada elétrica.

Palavras-chave: Elétrodos quimicamente modificados, nandrolona, oxihidréxido de

vanidio (III), eletrorreducio catddica, estado estaciondrio estivel.
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SUMMARY

The theoretical evaluation of the use of trivalent vanadium
oxyhydroxide in the electrochemical determination of nandrolone

An interesting case of the use of trivalent vanadium oxyhydroxide (VO(OH)) as an
electrode modifier for nandrolone electrochemical determination has been described
for the first time. It was shown that vanadium (III) oxyhydroxide may be an efficient
electrode modifier for nandrolone determination, but, contrarily to the majority of
the cases of the use of cobalt (III) oxyhydroxide, which is a relative compound, the
process is cathodic and it is realized in moderately acid solutions, tending to neutral.
The oscillatory behavior in the system is possible, due to the influence of the elec-

trochemical reduction of tetravalent vanadium to trivalent in double electric layer.

Key words: Chemically modified electrodes, nandrolone, vanadium (III) oxyhydro-

xide, cathodic electrochemical reduction, stable steady-state.

INTRODUCAO

Uma das infragdes frequentes, cometidas pelos desportistas no mundo inteiro ¢ a dita
dopagem bioquimica [1-2], cujo desiderato ¢ o fortalecimento desigual do organismo
com vistas ao aumento de produtividade fisica. E proibida nas competigoes [3-5]. Além
disso, em alguns paises, como Australia, Austria, Franca e Itdlia, a dopagem bioqui-
mica, usada pelos esportistas, ¢ equiparada 4 fraude e, por conseguinte, punida legal-
mente [5].

Uma das substincias, consideradas um dopante, é a nandrolona (Numero CAS:
434-22-0; 7p-[[(Sodiooxi)sulfonil Joxi]estr-4-en-3-ono;(17beta)-Hydroxyestr-4-en-
3-ono-17-sulfato de sédio) (ver figura 1) [6-12], um androgeno sintético, existente sob
varias formas. Por exemplo, o sulfato de sédio e de nandrolona, que, diga-se a verdade,
pode ser considerado um semiéster ou um semissal, ¢ um colirio, usado como firmaco
de uso oftdlmico na Espanha, na Dinamarca, na Suica, na Franga, na Bélgica e em Por-
tugal [6]. Em Portugal, ele ¢ vendido como Nandrain®, na Espanha ¢ na Bélgica,
Nandrol ® e na Dinamarca, na Suica e na Franga, Keratyl® [8]. Nos Estados Unidos
de América (EUA) também ¢ usado e incluido na dita Pasta 3 [9].
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SO;Na

cH,

(@)

Figura 1. Sulfato de sédio e de nandrolona.

Além do uso como firmaco oftdlmico, ¢, também, utilizado para o tratamento de ane-
mias, carcinoma de pulmées, angioedemas hereditérias, deficiéncias de antitrombina
II1, excessos de fibrinogénio, falhas de crescimento e sindrome de Taylor. Também ¢
indicado na prevengio de angioedemas hereditérias [9].

Os seus efeitos colaterais podem incluir as anomalias hepdticas como neoplasmas,
hepatites holestaticas [10], nduseas, vomitos, diarreias, insonias, acne [11], efeito de
estimulagio e dopagem, razao por que nio ¢ recomendada aos desportistas, entre
outros efeitos de varios cunhos. Destarte, o desenvolvimento dos métodos eficientes de
determinacio eletroquimica desta substincia ¢, deveras, um problema atual [12], e os
métodos eletroquimicos dar-lhe-iam um bom servigo.

Vérios métodos eletroquimicos foram elaborados para a detecgio eletroquimica da
nandrolona, em que vérios modificadores de elétrodos foram usados, como fulerenos,
grafeno e polimeros condutores [13-15]. Outro modificador de elétrodo poderia ser o
oxihidréxido de vanddio (VO(OH)), um composto com comportamento eletroqui-
mico flexivel, mas mais acentuado para as propriedades redutoras [16]. No entretanto,
até ao momento da submissao do presente trabaho, nenhum trabalho experimental
acerca da modificagio do elétrodo por VO (OH) para fins eletroanaliticos tem sido
publicado, ¢ a introdu¢ao de um novo modificador de elétrodo pode acarretar os pro-
blemas como:

- Possivel incompatibilidade do modificador com o meio da eletroanélise.

- Possibilidade da apari¢io das instabilidades eletroquimicas, caracteristicas para o
comportamento do composto semelhante que ¢ o oxihidréxido de cobalto [17-

18] durante o desempenho mediador de VO(OH).
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Todos esses problemas podem ser resolvidos, sendo feita uma analise teérica do desem-
penho do oxihidréxido de vanadio, incluindo a elaboragio e a anilise de um modelo
matemdtico, capaz de descrever adequadamente o desempenho do sistema. Outrossim,
a modelagem permitir-nos-4 comparar o desempenho deste sistema com o dos seme-
lhantes, prevendo as divergéncias de comportamento sem ensaios experimentais.

Destarte, o desiderato do nosso trabalho ¢ andlise mecanistica teérica do desempenho
de oxihidréxido de vanddio na determinacio eletroquimica da nandrolona. Para apro-
pinquar-nos a ele, alcancamos os objetivos especificos como:

- Sugerir um mecanismo de desempenho do oxihidréxido de vanddio na detecgao ele-
troquimica da nandrolona.

- Desenvolver o modelo matematico, condizente com os processos, que levam 3 apari-
¢ao do sinal analitico.

- A partir da analise do modelo, detectar as condigoes do melhor desempenho do sen-
sor (estado estaciondrio estdvel) e das instabilidades, se as pode haver.

- Comparar o comportamento deste sistema com o dos semelhantes [19-21]
O SISTEMA E O SEU MODELO

O desempenho de VO(OH) como modificador de elétrodo para a detecgio da nan-
drolona dar-se-4 como exposto na figura 2:

SO,Na
CH,
VO (OH)

HO +
SO,Na

=~ VO
@)

Figura 2 . O processo eletroanalitico, baseado no desempenho do oxihidréxido de vanddio.
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A melhor eficicia de VO(OH) como modificador de elétrodo pode ser alcancada em
meios moderadamente dcido a neutro. O meio fortemente dcido pode dissolver o mate-
rial, formando os fons V3*.

VO(OH) + 3H* =2 V** +2H,0 (1)
¢ o comportamento do VO(OH) em meios fortemente dcidos analisar-se-4 nos nossos

proximos trabalhos.

Destarte, a maior eficicia do oxihidréxido de vanadio como modificador de elétrodo
dar-se-4 em meios menos dcidos. Como os prétons participam do sistema eletroanali-
tico, este se descreverd, no caso mais simples, pelas trés variaveis:

n : a concentragao da nandrolona na camada pré-superficial;
v : a concentracio do didxido de vanddio no cdtodo;
b : a concentragio dos prétons na camada pré-superficial.

Para simplificar a modelagem, supomos que o reator esteja agitando-se intensamente,
de modo que possamos menosprezar o fluxo de convecgao, que o eletrdlito de suporte
esteja em excesso, para menosprezar o fluxo de migra¢ao. Também supomos que a
camada pré-superficial esteja de espessura constante, igual a d, e que o perfil concentra-
cional dos dois analitos seja linear.

E possivel mostrar que, supondo o supracitado, o sistema se descreve mediante um con-
junto de equagoes diferenciais (2):

r@_i[é(,ﬁ _n)_,]‘

dt 6lo " :

d 1

d_j:;(ﬁ_@) (2),
@:%[2(%_}’)_7’2]

|dr 610

em que A e D sio coeficientes de difusiao da nandrolona e dos prétons, 7, ¢ b, s3o suas
concentragdes no interior da solugao, Vé a concentragao superficial maxima do diéxido
de vanadio e os pardmetros 1, as velocidades das respectivas reagoes, que se obtém como:

n= kln(l - 11)2 7, = k,vb exp[— 2?(3 ] (3-4),
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Em que os parAmetros £ sao constantes das respectivas reagoes, £ ¢ o nimero de Fara-
day, ¢, ¢ o salto do potencial, relativo ao potencial da carga zero, R ¢ a constante uni-
versal de gases, 7"¢é a temperatura absoluta.

O oxihidréxido de vanddio representa um comportamento eletroquimico flexivel. Mas,
ao contrario do oxihidréxido de cobalto, por mais semelhante que seja a sua estrutura
ado VO(OH), este representa inclinagdo para os processos catédicos em meios dcidos,
0 que se mostrar4 abaixo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para investigar a estabilidade do estado estacionario do sistema da detecgao eletroqui-
mica da nandrolona, assistida por VO(OH), analisamos o conjunto de equagdes dife-
renciais (2) mediante a teoria de estabilidade linear. A matriz funcional de Jacobi, cujos
membros s3o calculados para o estado estaciondrio pode ser descrita como:

ay a4y a5
Ay dyy Ay (5),
a3 4y 4y
em que:
2( A
a, _5[_3_'("1 (1_”>2] (6)
2
4, :_(2/61 <1_”)) (7)

4y, =0 (8)
a —%(kl (1-0)) 9)

a, :%[—ye1 (l—v)—kzbexp[—};—(]ﬁf]— jkzv/oexp[—i—?f” (10)
a :%[—kzvcxp[— Z ‘i;? ]] (11)

4y =0 (12)
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2 Fo, . Fo,
4 =3 —kzhexp[— R? ]— ]kzhexp[—R—q;] (13)
2 F D
a5 = —kzvexp[— Rq;(i ] s (14)

Analisando as expressoes (6), (11) e (14), que representam os elementos da diagonal
principal da matriz, podemos ver que o comportamento oscilatdrio, neste caso, é possi-
vel, porque h4, de fato, um elemento, capaz de ser positivo e, por conseguinte, de ser
responsavel pela positiva conexao de retorno. Como nos sistemas semelhantes, a unica
causa do comportamento oscilatdrio neste sistema sao as influéncias do processo da ele-
trorreducio na dupla camada elétrica (DCE), descritas pela positividade do elemento

0

— jk,vhexp [— ;jq;

] . As oscilagdes se esperam frequentes e de pequena amplitude.

Para analisar a estabilidade do estado estaciondrio, aplicamos ao conjunto de equagoes
diferenciais (2) o critério de estabilidade de Routh-Hurwitz. Simplificando o jaco-
biano, introduzimos as novas varidveis, obtendo-lhe o determinante como:

—K,—= A 0
-A-Q -P (15)
0 -Q -P —xk,

4
Vo

[1]

Abrindo os parénteses ¢ aplicando a condi¢ao de Det J<0, saliente do critério, obtere-
mos a condi¢io de estabilidade como:

(=K, )(AP+ Ak, +Qk,)—E(Qk,) <0 (16),

Que ¢ uma expressio tipica para um processo eletroanalitico eficiente e estdvel, con-
trolado pela difusao, como nos casos semelhantes [18-21]. Neste caso, os prétons par-
ticipam diretamente do processo eletroanalitico ¢ nio s a difusio do analito, mas,
outrossim, a sua. Assim, o sistema eletroanalitico apresentar-se-4 como eficiente, em
solugdes leve e moderadamente 4cidas, pois os prétons participam diretamente da ele-

trorreducio do didxido de vanidio até VO(OH).

No entretanto, nao se pode exagerar o papel estabilizador do estado estacionério, que
desempenham os prétons neste sistema. As solugdes fortemente dcidas saem do quesito
deste modelo, ¢ o comportamento do VO(OH) nelas descrever-se-4 num dos nossos
proximos trabalhos.
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A condigao da instabilidade monotdnica, relativa ao limite de detec¢io, para este sis-
tema descreve-se conforme:

(=K, )(AP+ Ak, +Qxk, ) —E(Qk, ) =0 (17),

realizando-se, neste ponto, a igualdade das influéncias estabilizadoras a desestabiliza-
doras.

Quanto a0 uso do VO(OH) em meio alcalino, ele pode até ser consideravel para apoiar
até alguns processos anddicos com alguns analitos, capazes de ser oxidados pelo vana-
dio tetra ou pentavalente em meio alcalino. VO(OH) interagird com a hidroxila, for-
mando, a depender da concentragio e do potencial anddico, VO, , VO, VO, ou
decavanadatos. Sem embargo, a assisténcia ao processo anddico nio ¢ caracteristica
parao VO(OH), cujo comportamento ¢ mais favoravel para ser mediador de processos
catddicos.

CONCLUSOES

Da anilise do comportamento do sistema eletroanalitico, baseado em oxihidréxido de
vanddio na detec¢ao eletroquimica da nandrolona, ¢ possivel concluir que:

- O oxihidréxido de vanddio pode ser um modificador eficiente na determinagio da
nandrolona no citodo. No entretanto, ao contrario do composto anélogo de cobalto, o
seu comportamento ¢ fortemente inclinado para as propriedades redutoras e, destarte,
o seu desempenho eletroanalitico dar-se-4 em condi¢oes diferentes.

- O processo eletroanalitico ¢ eficiente e controlado pela difusao tanto da nandrolona,
como dos prétons. Sem embargo, se o pH do sistema ¢ inferior a certo valor marginal,
correspondente & formagao dos cdtions V**, o presente modelo falhar4 na descri¢ao do
comportamento do sistema, haja vista o serem menosprezadas as influéncias superfi-
ciais e capacitadoras da dissolugao do oxihidréxido de vanédio.

- O comportamento oscilatdrio neste sistema, como nos semelhantes, ¢ possivel, sendo
causado pelos fatores da influéncia da eletrorredugao na estrutura da dupla camada elétrica.
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RESUMEN

En la actualidad, el aprovechamiento de los subproductos agroindustriales es de
vital importancia. El objetivo del presente trabajo fue estudiar una alternativa
de valorizacién de la cascarilla de arroz, mediante la extraccién y la encapsulacién de
compuestos fendlicos provenientes de las cascarillas. Este proceso fue llevado a cabo
en un reactor batch con agitacién mecédnica a 453,15 Ky 1 MPa durante 1 h, se
usé agua como solvente. Se evalué la micro-encapsulacién de los componentes del
extracto mediante liofilizacién usando como material encapsulante maltodextrina

en diferentes proporciones.

Los extractos acuosos mostraron un pH de 3,7, contenido de compuestos fendlicos
de 8,2 mg equivalentes de 4cido gélico/g de cascarilla, y una actividad antioxidante
de 14,6 mg Eq.trolox/g de cascarilla. Mediante analisis de espectroscopia de infra-
rrojo se identificaron bandas representativas de grupos funcionales presentes en los
compuestos fendlicos, reconocidos por su actividad antioxidante. La eficiencia de
encapsulacién fue de 99,8 % usando 14,3 % de maltodextrina, se obtuvieron cépsulas
con 10,08 mg fenoles/g de encapsulado y un tamafio de particula adecuado para la
liberacién y retencién de los compuestos fendlicos de 63 pum. Posteriormente, se

estudié la estructura semicristalina de las cdpsulas mediante difraccién de rayos X.
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Como conclusion, estas microcdpsulas antioxidantes pueden ser adecuadas para su
utilizacién en la industria farmacéutica o de alimentos como componente de envases

alimentarios.

Palabras clave: Subproducto, actividad antioxidante, compuestos fendlicos, liofiliza-

ci6én, maltodextrina.

SUMMARY
Extraction and encapsulation of phenolic compounds from rice hus

Currently, the use of agro-industrial by-products is of vital importance. The aim
of the present work was to study an alternative of valorisation of the rice husk, by
extraction and encapsulation of phenolic compounds from the husks. This process
was carried out in a batch reactor with mechanical stirring at 453.15 K and 1 MPa
for 1 h, water was used as the solvent. Microencapsulation of the extract compo-
nents was evaluated by lyophilisation using maltodextrin at different proportions
as encapsulating material. The aqueous extracts showed a pH of 3.7, contained
phenolic compounds of 8.2 mg gallic acid/g of husk, and an antioxidant activity
of 14.6 mg Eq.trolox/g of husk. By infrared spectroscopy analysis, representative
bands of functional groups present in the phenolic compounds, recognised for their
antioxidant activity, were identified. The encapsulation efficiency was 99.8 % using
14.3 % maltodextrin; capsules were obtained with 10.08 mg phenols/g capsules and
a particle size suitable for the release and retention of phenolic compounds of 63
um. Subsequently, the semi-crystalline structure of the capsules was studied by X-ray
diffraction. To conclude, these antioxidant microcapsules may be suitable for use in

the pharmaceutical or food industry as a component of food packaging.

Key words: By-product, antioxidant activity, phenolic compounds, freeze-drying,

maltodextrin.

INTRODUCCION

Elarroz es uno delos alimentos basicos en distintas culturas del mundo y hace parte rele-
vante en la dieta de los colombianos. En Colombia, el arroz tiene un 4rea de cultivo de
478.878 hectéreas de superficie de arroz Paddy seco, con una produccion cercana a los
dos millones de toneladas por semestre [1] mientras que a nivel global la produccién de
arroz en el mundo alcanza 638 millones de toneladas en el afo [2]. De la totalidad
de arroz producido se estima que un 20 % w/w corresponde a cascarilla de arroz [3].
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La cascarilla de arroz es considerada como un material de bajo valor agregado, su prin-
cipal inconveniente es la baja biodegradabilidad, por lo que se acumula en grandes can-
tidades. Uno de los usos comunes es su aprovechamiento como combustible, luego de
la incineracion son arrojados a fuentes de agua y suelo, lo que repercute negativamente
en el medio ambiente [4]. La cascarilla es un material de caracter frégil, abrasivo, de

densidad baja, peso especifico de 125 kg/m?® y poder calorifico de 3281,6 Kcal/kg [5].

Respecto a sus caracteristicas orgdnicas, su composicion puede variar de acuerdo con
la regién del mundo donde se cultiven. La cascarilla de arroz estd compuesta por alre-
dedor de 82 g de material orgdnica/100 g de biomasa, alrededor de 40 % de celulosa,
aproximadamente 19 % hemicelulosa y por cerca de 14 % de lignina. Adicionalmente
se encuentran polisacaridos como xilosa, arabinosa y galactosa [6].

De otro lado, la cascarilla de arroz es una cubierta que protege al grano del potencial
oxidante del medio exterior. Entre los componentes de la cascarilla, la lignina se destaca
por su elevado contenido de estructuras fendlicas, las cuales pueden dar origen a com-
puestos fenélicos de alto valor agregado, ya que se ha demostrado que estas estructuras
son captadoras de radicales libres [7]. Entre los componentes antioxidantes presentes
en la cascarilla de arroz se destacan el 4cido vainillinico y p-cumdrico [8]. También se
ha reportado que contiene compuestos antioxidantes como anisol, vainillina y siringal-
dehido [9]. Estas caracteristicas convierten a la cascarilla de arroz en una fuente impor-
tante de antioxidantes naturales que puede ser aprovechada.

Dado que la mayoria de los compuestos antioxidantes fendlicos de la planta se encuen-
tran en forma de unién covalente a un polimero insoluble, es necesario establecer un
método de procesamiento eficaz para la liberacién de estos componentes [8]. Algunas
investigaciones han planteado procesos para el aprovechamiento de los compuestos
activos de este material lignocelulésico, utilizando hidrélisis 4dcida y alcalina a dife-
rentes temperaturas [2]; también se han evaluado diferentes solventes como acetona,
etanol, y agua a diferentes temperaturas, encontrando las mayores actividades antioxi-
dantes con agua [9].

Por otro lado, es necesario encapsular los antioxidantes para su protecciéon de condicio-
nes ambientales adversas como luz, oxigeno, humedad y temperatura, generando en el
producto activo una vida ttil més prolongada y facilitando su manipulacién [10], paralo
cual se usan agentes encapsulantes, que varfan dependiendo de la finalidad del producto
deseado asi como la afinidad con el componente bioactivo. Estos materiales pueden ser
puros o mezclas compuestos de diversas sustancias como aziicares, gomas, proteinas, poli-
sacdridos, lipidos y polimeros. En diversos estudios se ha implementado la maltodextrina
como material encapsulante dada su efectividad para la conservaciéon de componentes
antioxidantes [11, 12]. Entre los métodos de encapsulacién se suele usar el secado por
aspersion, coacervacion, emulsion, liposomas, micro o nano-encapsulacién y liofilizacion.
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Esta tiltima se utiliza en la conservacién de moléculas sensibles a la temperatura o con alto
contenido de aromas y ha sido efectivo en la encapsulacién utilizando maltodextrina, ya
que ofrece una adecuada proteccién de los componentes fendlicos durante el almacena-
miento [10].

En este trabajo se estudid la encapsulacion de los compuestos del extracto acuoso de cas-
carilla de arroz con maltodextrina mediante liofilizacién como estrategia de valorizacién
de este material lignocelulésico, fuente de compuestos con actividad antioxidante.

METODOLOGIA

Materiales

La cascarilla de arroz provenia del Espinal-Tolima, Colombia, la cual fue molida hasta
un tamafo de 0,45 pm usando un molino de martillos. Se utilizé6 maltodextrina grado
USP. Los reactivos Folin-Ciocalteu a 2N, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, 4cido gélico,
trolox, hidréxido de potasio y carbonato de potasio fueron grado analitico de Sigma-
Aldrich. La cascarilla de arroz antes y luego de la extraccién fue caracterizada en cuanto
a su contenido de cenizas, lignina y carbohidratos totales de acuerdo con la metodolo-
gia de reportada por National Renewable Energy Laboratory [13].

Obtencidn y caracterizaciéon de extracto antioxidante. Se utilizaron 400 g de cas-
carilla de arroz por cada litro de agua en la extraccion. La cascarilla se dejé en remojo
durante 24 h a temperatura ambiente previo a la extraccion, la cual se realizé en un
reactor batch de acero inoxidable 316 de 2 L de capacidad, con agitacién mecénica a
200 rpm, temperatura de 453,15 K y presién manométrica de 1 MPa, durante 1 h. Se
separé por filtracion el extracto, se determind el volumen, pH, actividad antioxidante,
contenido de polifenoles totales y se identificaron los grupos funcionales de com-
puestos fendlicos por FTIR. La capacidad antioxidante de los diferentes extraibles se
analizé mediante el método propuesto por Kim ez 4/. [14] en el que se analiza la reduc-
cién del radical libre del componente 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Para el
contenido de fenoles totales presentes en los extraibles se empled el método de Folin-
Ciocalteu [15]. Finalmente, con el fin de determinar los grupos funcionales presentes
en el extracto seco se realizé un andlisis de espectrometria utilizando Infra Rojo con

Transformada de Fourier (FTIR), en espectrofotémetro Agilent Technologies (Cary
630 FTIR, USA).

Encapsulacién del extracto antioxidante. Para realizar el microencapsulado mediante
liofilizacién se utilizd como agente encapsulante maltodextrina comercial grado USP.
Para esto se prepararon soluciones con distintas concentraciones de maltodextrina 0,25
(E1),0,15 (E2), 0,125 (E3) y 0,1 (E4) g/cm?, las cuales fueron adicionadas en un volu-
men de 10 cm? a 20 cm? del extracto. Para la microencapsulacion se utilizé el método
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descrito por Deladino ez 4. [11]. Las mezclas se calentaron a 323,15 K con agitacién
constante de 100 rpm durante 1 h, hasta obtener una mezcla homogénea. Luego se
enfriaron a temperatura ambiente y posteriormente se liofilizaron. La liofilizacién se
llevé a cabo en un equipo a escala del laboratorio a 223,15 Ky 0,2 MPa.

Caracterizacion fisicoquimica de las microcapsulas. La determinacién del tamano
de particula, se realizé por un tamizado en tamiz portable Sieve Shaker Moler (Ro-Tap,
WS Tyler, Inc., Mentor, Ohio) haciendo un andlisis diferencial. Se midié la densidad
aparente segun Kaderides ez 4/. [16]. Finalmente, el porcentaje de humedad se midié
por medio de método gravimétrico con una balanza de humedad Mettler Toledo
HB43-S Halogen Classic Plus a 105° C. Mediante difraccion de rayos X se determind
la estructura semicristalina del material empleando un difractémetro automdtico Shi-
madzu XRD-6000, las muestras fueron analizadas a temperatura ambiente con una
humedad relativa de 53 %, entre 26: 5°-80°, usando una radiacién de Ko-Cu, con una

longitud de onda de 1542 A, 40 Kv, 40 mA y un tamano de paso de 0,05°.

El contenido de fenoles totales presentes en el material encapsulado se determiné
mediante Folin-Ciocalteu [15]. Se disolvi6 una cantidad conocida de encapsulado en 2
cm’ de agua con el fin de solubilizar el material encapsulante correspondiente a la mal-
todextrina. De igual forma se realizé extraccion con etanol 96 % y se procedié a hacer la
determinacién del contenido de fenoles totales. Con los resultados obtenidos se deter-
mind el porcentaje de liberacién y la eficiencia de encapsulacion teniendo en cuenta la
relacién entre el total de extracto en las microcdpsulas (TE) y el total de extracto en la

superficie del encapsulado (SUE), segin Davidov-Pardo ez al. [17].

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron tratados mediante un andlisis de
varianza (Anova) usando el soffware Statgraphics Plus para Windows (Manugistics
Corp., Rockville, MD). También se realizé el teste de Fisher de minimas diferencias
significativas (LSD) con un 95 % de confianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién y caracterizacion del extracto

En la tabla 1 se encuentran los datos de caracterizacidn de la fraccién sélida obtenida
luego de la extraccion realizada a 453,15 K'y 1 MPa durante 1 h.

El material extraido presenta un porcentaje mayor de lignina que en el material sin
tratar, debido a que la condicién de la temperatura utilizada permite una mayor solu-
bilizacién de la hemicelulosa permitiendo tener disponible los compuestos fenélicos
caracteristicos de la lignina en la cascarilla de arroz [18]. Asi mismo se puede apreciar lo
que otros autores afirman respecto a la composicion de ceniza, dado que la cascarilla de
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arroz contiene aproximadamente 10 % a 17 % de 6xido de silicio [19], lo cual puede ser
aprovechado como agente de refuerzo en la fabricacién de materiales compuestos [20].

Tabla 1. Composicién de la cascarilla de arroz antes y luego de la extraccidn acuosa.

Muestras Cenizas (%) | Lignina (%) | Carbohidratos (%)
Cascarilla de arroz sin pretratar 20,27 +2,14* | 29,5+0,5° 50,3 + 3,4*
Fracci6n sélida luego de la extraccion 19,9 £ 0,8¢ 334+26 46,6 +1,7°

Letras superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05 %).

Con relacién a la fase liquida se encontré un valor de pH é4cido debido a la produccién
de 4cido acético dado por los rompimientos de los grupos acetilo presentes en los azd-
cares. En cuanto a los valores de actividad antioxidante y compuestos fendlicos, estos
fueron similares a los obtenidos en estudios previos [18]. Este proceso trae como bene-
ficio la no implementacién de sustancias quimicas contaminantes al medio ambiente,
asi como la generacién de un proceso industrial més eficiente, dado que en este no se
tendria que neutralizar la muestra para posteriores implementaciones en sectores ali-
menticios y cosméticos y se utiliza agua como solvente.

Al comparar los resultados con los reportados por Martins ez al. [2], quienes obtuvie-
ron extractos ricos en antioxidantes a partir de cascarilla de arroz, mediante métodos
alcalinos y 4cidos, se observa que los extractos de la presente investigacién tienen mayor
concentracién de componentes fenélicos. Es posible inferir que la extraccién con agua
a453,15 Ky 1 MPa de presién permite el acceso alos compuestos antioxidantes, prin-
cipalmente restos fenélicos que se solubilizan y que se derivan de la lignina [21].

Tabla 2. Valores medios y desviacién estindar de pH, fenoles totales y actividad antioxidante del

extracto liquido.

Caracteristica Extracto liquido
pH 34402
Fenoles totales (mg equivalentes de AG/g biomasa seca) 82+0,6
Fenoles totales (mg de equivalentes de AG/L) 1024,1 + 0,5
Actividad antioxidante (mg de equivalentes de trolox/g biomasa seca) 14,6 £ 0,2
Actividad antioxidante (mg de equivalentes de trolox /L) 1831,6 + 0,3
Sélidos solubles g/L 111,40 + 8,24
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Por otro lado, la figura 1 muestra el espectro infrarrojo del extracto seco obtenido, se
puede apreciar una banda ancha a IR n max 3380 cm™ correspondiente al grupo -OH;
las bandas localizadas en el rango IR n max de 1670-1280 cm™ indican presencia de
grupos C=0, mientras que en el rango IR n max de 1620 a 1530 cm™ se observan ban-
das C=C tipicas de grupos aromaticos, siendo representativas de diferentes extractos
fendlicos [11].

100 c=C
S 90 C=0
8 C=C
19}
g 80
E
g
g 70 c-0 C=H -OH
60
50
40 :
400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900
Longitud de onda (cm™)

Figura 1. Espectro FTIR de los s6lidos soluble en el extracto acuoso obtenido.

Encapsulacion del extracto antioxidante

Para mantener la estabilidad y actividad antioxidantes de los compuestos fenélicos pre-
sentes en el extracto liquido obtenido de la cascarilla de arroz es necesario limitar su
interaccién con el oxigeno y la luz, debido a que la estructura quimica se modifica por
reacciones secundarias [22, 23].

El extracto liquido obtenido a partir de la cascarilla de arroz fue encapsulado mediante
liofilizacién usando como material encapsulante maltodextrina. En la tabla 3 se pre-
senta informacién sobre la caracterizacion de las microcdpsulas obtenidas.

Segtin los resultados, a mayor contenido de extracto en el microencapsulado, mayor
serd la cantidad de compuestos fendlicos, debido principalmente a que contiene la
menor cantidad de maltodextrina y por lo tanto una mayor proporcién de los sélidos
solubles en el extracto. Se observa que los valores de humedad son similares y los valores
de densidad aparente oscilan entre 1,5 y 0,6. Posiblemente la concentracién de la mal-
todextrina promueva un aumento en la densidad de las microcépsulas.

416



Extraccién y encapsulacién de compuestos fendlicos

Tabla 3. Caracteristicas de las microcdpsulas, valores medios y desviacién estdndar del contenido de

fenoles (mg fenoles/ g microencapsulado), humedad (%) y densidad aparente (g/cm?).

Concentracién de la Contenido de fenoles Densidad

Ensayo . s ., Humedad
maltodextrina g/cm? solucién solubles en agua aparente
El 0,25 7,22+ 1,5° 46+09* | 13+04
E2 0,15 10,26 + 3,37 47+12* | 1,5+04
E3 0,125 12,41 £2,9® 4,5+0,72 0,9 £0,32
E4 0,10 14,92 + 3b 43+ 1,0a 0,6 +£0,22

Letras superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05 %).

En la figura 2 se encuentra la distribucién de tamafios de particula de las microcap-
sulas. Esto se determiné mediante un andlisis diferencial de tamizado. El tamafo de
las microcapsulas determinardn su comportamiento durante su uso préactico. Con par-
ticulas de tamano pequefio se podria usar como componente de una matriz polimé-
rica de propiedades activas. Se observa una curva de distribucién del tamano donde
mds del 50 % de las microcdpsulas de cada ensayo se encuentran entre 63 um y 45 um.
Las variaciones que se pueden presentar dependen de la proporcién entre el extracto
liquido y el material encapsulante. El tamafio de particula afectara directamente la den-
sidad aparente. Cuando la densidad aparente fue muy baja, la manipulacién del mate-
rial fue dificil debido a su facilidad de dispersarse en el aire.

07 -
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05 :
04 I 1 El
o
03 t 1 E2
E3
02 | ]
E4
01 I ]
0,0

500 355 250 150 63 45 0

Didmetro de particula -D - (micrémetro)

Figura 2. Distribucién de tamafio de particula de los tratamientos estudiados.
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Por otro lado se analizé la estructura de las microcdpsulas por medio de difraccién de
rayos X, tal como se presenta en la figura 3. Para este andlisis se considerd el material
previamente seleccionado E2 y se tomaron muestras de los tamanos de particula mas
representativos (63um y 45um).

45 um

Intensidad (cuentas/s)

63 um

10 20 30 40 50 60 70 80
20 (grados)

Figura 3. Difraccién de rayos X del material E2.

Los difractogramas muestran la estructura de las microcépsulas como un sélido semi-
cristalino. La banda ancha a 26: 20°, aproximadamente, representa la parte amorfa y los
picos finos a 26: 29,2°, 30,7°, 39,4°, 41,2°, 44,7°, 48,3° y 50,2°, las formaciones crista-
linas. La liofilizacién conlleva un proceso lento de sublimacién de agua congelada, las
condiciones de este proceso son adecuadas para que el sélido resultante tenga tanto
zonas vitreas como zonas cristalinas [24]. El microencapsulado 63 um present6 estruc-
tura més cristalina indicando mejor organizacién de la estructura y mayor estabilidad
del extracto encapsulado bajo las condiciones del ensayo E2.

Liberacion de compuestos fendlicos segun el tamano de particula

De cara al aprovechamiento de los microencapsulados en la industria cosmética o
alimentaria (envasado y embalaje) se procedié a hacer el estudio de la liberacién de
los compuestos polifendlicos en agua. La figuras 4 muestra la capacidad de liberaciéon
del producto activo en medio acuoso para los diferentes contenidos de maltodextrina
con tamanos de particula de 63 um y 45 um. No se observan diferencias significativas
para los tratamientos E1 y E2. Tampoco se observan diferencias marcadas entre los
dos tamanos de particula a los mismos contenidos de maltodextrina. El porcentaje de
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liberacién en agua en cada ensayo es mayor al 91 %, debido a que el material encapsu-
lante posee gran afinidad por el agua [25]. Esto genera migracion rapida del extracto
desde interior de las capsulas hacia el medio acuoso. La microencapsulacién se con-
firmé ya que en todos los casos la liberacion de los compuestos fenélicos luego del
lavado con etanol fue muy baja, con un valor promedio del 0,01 % de los compuestos

fendlicos.
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Figura 4. Liberacién de compuestos fendlicos para cada uno de los ensayos para dos tamafos de
particula: 63 pm (barras lisas) y 45 um (barras subdivididas). Barras de error y grupos homogéneos
(p < 0,05 %).

De acuerdo alos resultados, un contenido de maltodextrina del material obtenido bajo
las condiciones del ensayo E2, que contiene 11,1 g/100 cm® de mezcla a liofilizar, es el
mds adecuado para la encapsulacidn; este porcentaje de maltodextrina es similar a lo
encontrado por otros autores, quienes reportan un valor entre 14 % a 18 % [12] gene-
rando productos mds estables, de caracteristicas mds adecuadas para la manipulacién
y con una capacidad de liberacién de compuestos antioxidantes en medio acuoso alta.
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CONCLUSIONES

El extracto liquido proveniente del pretratamiento con agua caliente a 453,15 K, 1
MPa durante 1 h, de la cascarilla de arroz, permite una adecuada extraccién de com-
puestos fendlicos con actividad antioxidante, obteniendo valores de concentracién de
antioxidantes de 14,6 mg Eq.trolox/g biomasa seca y de componentes fenélicos equiva-
lentes a 8,2 mg Eq.AG/g biomasa seca. El desarrollo de microencapsulados con activi-
dad antioxidante ofrece alternativas a la industria cosmética y alimentaria para generar
productos de alto valor agregado aprovechando residuos agroindustriales. Las capsu-
las obtenidas con 11,1 % (p/v) de maltodextrina presentan alta eficiencia de encap-
sulacién y liberacién, generando un material sélido con estructura semicristalina. El
tamano de particula mis adecuado fue 63um, ya que permitié la liberacién y retencién
del producto activo, con caracteristicas adecuadas para su manipulacién y estabilidad a
condiciones ambientales.
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RESUMEN

En el presente estudio se realizé la validacién de una metodologfa analitica por
cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) para la cuantificacién del acido benzoico en complejos polielectroliticos,
obtenidos con Eudragit® E100. Para ello se evaluaron las caracteristicas de desem-
peno determinando que la metodologia es selectiva; lineal en el rango de concentra-
cionesde2a 10 yg/ mL; precisa con un RSD inferior a un 2%; exacta con un porcen-
taje de recuperacion de un 98,7% y se establecieron limites de cuantificacién (LOQ)
de 0,72 y de 1,56 pug/mL para el sistema y método respectivamente. De acuerdo a
estos resultados, la metodologfa analitica es adecuada para evaluar la permeacion in
vitro, del 4cido benzoico incluido en los complejos polielectroliticos a través de piel

porcina, empleando celdas de Franz.

Palabras clave: Validacion, 4cido benzoico, HPLC-DAD, permeabilidad, piel de cer-

do, celdas de Franz.
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SUMMARY

Validation of an analytical methodology by HPLC-DAD for
the quantification of complexed benzoic acid, in an in vitro
transdermal permeation assay using pig skin

This paper presents the studies carried out about the validation of an analytical
methodology by high performance liquid chromatography with diode array detector
(HPLC-DAD) for the quantification of benzoic acid in polyelectrolyte complexes
obtained with Eudragit® E100. Performance characteristics of the methodology
were evaluated, finding that this is selective; linear in the concentration range of 2 to
10 pg / mL; accurate with a RSD of less than 2%, exact with a recovery percentage
0f 98.7% and quantification limits of 0.72 and 1.56 pug / mL were established for the
system and method respectively. According with this results, the analytical method-
ology is adequate to evaluate the 7 vitro permeation of benzoic acid, in polyelectro-

lyte complexes, through porcine skin in Franz cells.

Key words: Vitamin C, titrimetry, content determination, quality control.

INTRODUCCION

La contaminacién microbiana en los productos farmacéuticos y cosméticos puede afec-
tar significativamente la calidad y el rendimiento del producto debido a la alteracién
de las propiedades fisicoquimicas, de vida util y funcionalidad [1]. Una amplia gama
de preservantes son utilizados para contrarrestar este tipo de inestabilidades, los cuales
evitan la descomposicién de productos terminados al inhibir el crecimiento de bacte-
rias y hongos [2].

El 4cido benzoico (ver figura 1) es empleado como preservante de alimentos, cosméti-
cos y productos farmacéuticos presentando una actividad antimicrobiana mdxima en
valores de pH entre 2,5y 4,5. A pesar de ser considerado como una sustancia inocua, se
han reportados posibles efectos toxicoldgicos como la generacién de urticaria, eritema,
escozor, asma e irritacidn cuando se aplica topicamente [3], razén por la cual se deben
evaluar estrategias que mejoren su perfil de seguridad. Una de las alternativas reporta-
das para optimizar las caracteristicas funcionales y de seguridad de los preservantes de
cardcter 4cido, como lo es el benzoico, es la formacién de complejos polielectroliticos,
los cuales se generan por medio de las interacciones idnicas de las moléculas involucra-

das [4].
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En el presente estudio se emplearon dos complejos polielectroliticos con el 4cido ben-
zoico representados como: EuB,,Cl,, y EuB,,, donde Eu corresponde al polielectro-
lito Eudragit E100, B al i6n benzoato y C/ al i6n cloruro que actian como contraiones.
Los subindices indican el porcentaje en el que cada contraidn estd neutralizando al
polimero. El Eudragit E100 (Eu) es un polimero catiénico preparado por copolime-
rizacién de metacrilato de butilo, metacrilato de 2-dimetilaminoctilo y metacrilato
de metilo con una relacién molar de 1:2:1 (ver figura 2) [5]. Su peso molecular es de
47.000g/mol y es ampliamente utilizado en formulaciones tdpicas y orales, donde
generalmente se considera no tdxico, no irritante, y esencialmente seguro en humanos
[6]. La formacidén de este tipo de complejos generan cambios en propiedades fisico-
quimicas e incluso de actividad y seguridad, que como se mencioné pueden ofrecer
ventajas frente a las propiedades de las moléculas precursoras. La evaluacién de la segu-
ridad de moléculas y productos de aplicacién tépica y en este caso de los complejos,
puede ser valorada por medio de ensayos 77 vitro en celdas de Franz, considerado como
uno de los principales métodos para determinar la penetracion transepitelial [7].

0]

OH

Figura 1. Estructura quimica del 4cido benzoico [5]. Peso molecular: 122,13g, pKa: 4,19, solubili-
dad en agua: 0,29 gen 100 ml.

CH, CH, CH,
—HZC—?—CHZA*—CHZ—C—CHZ—
o
N S
CH, CH, CH

| I
oo
CH
nceN~cn, 1
CH, n

Figura 2. Estructura quimica del PE Eudragit® E100 [7].
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Las celdas de Franz tienen dos compartimentos separados por una membrana sintética
o natural (piel), uno donor y otro receptor en el que se muestrea periédicamente para
evaluar la cantidad de compuesto que ha penetrado a través del tejido en el tiempo [8].
La estructura de la piel difiere de una especie a otra, sin embargo, el reemplazo de la piel
humana por piel animal es aceptable para estos estudios, ya que esta tiltima se encuentra
sujeta a consideraciones éticas nacionales e internacionales y no siempre es accesible
[8]. La piel de cerdo es apropiada como reemplazo de la piel humana debido a simili-
tudes morfoldgicas y funcionales, demostrando una correlacién eficiente (r) de 0,88
(p <0,0001) como sustituto en los estudios de penetracién iz vitro, siendo la oreja de
cerdo una de las partes mas apropiadas como reemplazo al presentar espesores similares

en las capas de la piel [9].

Se pueden preparar membranas de diferente espesor para experimentos iz vitro, sin
embargo, para cortes efectuados con dermatomo son utilizados valores entre 400-700
um [10]. Como medio receptor se emplean soluciones salinas ajustadas a pH 7,4; simu-
lando las condiciones del fluido biolégico en términos de pH y fuerza idnica, debido a
la temperatura superficial de la piel el medio receptor se debe mantener a 32 °Cy, tam-
bién, se debe garantizar que la cantidad maxima de la sustancia no exceda entre el 10 %
y 20 % del valor de su solubilidad total en el medio (condiciones sink) [11].

Las metodologias analiticas, empleadas para la cuantificacién de moléculas en estu-
dios con muestras bioldgicas, pueden influir en la evaluacién e interpretacion de los
datos obtenidos, por ello es esencial emplear métodos analiticos bien caracterizados
y validados para obtener resultados fiables que se puede interpretar adecuadamente.
En la literatura se han reportado diferentes metodologfas analiticas para la determina-
cién del 4cido benzoico en productos farmacéuticos y muestras bioldgicas [14, 15], sin
embargo, a la fecha no existe una metodologia especifica para evaluar este compuesto,
que se encuentra complejado y que entra en contacto con piel porcina.

Considerando lo anterior, en este trabajo se realizé la validacién de una metodologia
analitica por HPLC-DAD para la cuantificacién de acido benzoico a partir de com-
plejos polielectroliticos, con el propésito de obtener resultados confiables y apropiados
parala interpretacion adecuada del perfil de permeacion y seguridad del 4cido benzoico

incluido en los respectivos complejos (EuB,Cl,5 y EuB, ).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Acido benzoico (99%) Sigma Aldrich (E.U, lote: 09128 DCV); acetonitrilo grado
HPLC Tedia (E.U, lote: 905154); 4cido fosférico (85%) Carlo Erba (E.U, lote:
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8C109098E); cloruro de sodio J.T Baker (E.U,, lote: t10c54); dcido clorhidrico 2,39
M; Eudragit® E100 (Alemania, lote: B140101519); complejo EuB. Cl,s; complejo
EuB,; agua grado HPLC.

Equipos y condiciones analiticas

Para la realizacion de los ensayos de permeacion se utilizaron celdas de Franz estéti-
cas marca PermeGear® (E.U.) con drea de difusién promedio de 1,754-0,02c2° y 7
mL de volumen, bafio termostatado Lauda® (E.U.), plancha de agitacion multipunto
IKA® modelo RO 10 PS1 Werke (Alemania), dermatomo Aesculap-B.Braun modelo
ACCULAN?® 3Tj, calibrador digital Thomas Scientific® modelo 1235C55, tewame-
tro Courage+Khazaka® modelo TM 300 (Alemania), potenciémetro Hanna® refe-
rencia HI 2221 (E.U.), ultrasonido Cole-Parmer® modelo 8891 (E.U.), sistema de
purificacién de agua Direct-Q® (E.U.), equipo de filtracién al vacio, balanza analitica
(sensibilidad de 0,001 gy 0,0001g) marca Ohaus® serie Pioneer (E.U.), micropipetas
(10-100 uL y 100-1000 pL) marca Select BioProducts® (E.U.); filtros Millex (Millipore
Corporation, E.U.) de 0,45 um. La cuantificacién del 4cido benzoico por HPLC-DAD
se realizé en un cromatdgrafo Shimadzu® (Kyoto, Japén), serie Prominence de bomba
binaria LC-6AD, con detector de arreglo de diodos (DAD) SPD-M20A, horno
CTO-20A, desgasificador DGU-20As, procesador de datos soffware LCsolution® ver-
sién 1.25, automuestreador SIL20-A, columna Kinetex® Cyq, de 4,6 x 150 mm y 5 um
de tamano de particula, temperatura isocratica de 35 °C, eluyente: 4cido fosférico (1
%)/ acetonitrilo (70:30 v/v), flujo 1 mL/min, volumen de inyeccién 10 pL y longitud
de onda 226 nm.

Material biolégico

Para el desarrollo de los ensayos de permeacion se empled piel de orejas obtenidas de
cerdos recién sacrificados de peso entre 80-100 kg y con edad promedio de 4-6 meses
procedentes del Frigorifico Guadalupe S.A.S (EFEGE), estas fueron retiradas y almace-
nadas inmediatamente en solucién de NaCl 1M [12] bajo condiciones de refrigeraciéon
(4-8 °C). Una vez transportadas, se verificé que la piel no presentara ningun tipo de
lesién, mancha o tatuaje, realizando cortes de piel de espesor de 600 um a las muestras
con criterios de aceptacién adecuados. Finalmente, se determin la integridad de la piel
a través de la medicién de pérdida de agua transepidermal (TEWL), seleccionando
pieles porcinas con valores inferiores a 35 g/h/m? Todos los experimentos fueron rea-
lizados siguiendo las consideraciones éticas en cuanto a la investigacién biomédica con
animales y con el aval del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional de Colombia (Acta N° 07 de 2015).

Preparaci6n de soluciones de trabajo

Para la validacién del sistema y del método se prepararon soluciones madre de 4cido
benzoico (SM-AB) de 125ug/mL, realizando las diluciones correspondientes para
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obtener un rango entre 2 pg/mL y 10 ug/mL de la curva de calibracién. Con relacién
ala validacién del método se empled como medio de disolucién NaCl 0,9% ajustado a
pH 7,4; el cual permanecié en contacto con los cortes de piel de oreja durante 24 horas
a 32 °C simulando las condiciones del ensayo de permeacion.

Idoneidad del sistema

Para establecer la idoneidad del sistema cromatogrifico se preparé una solucién de
dcido benzoico de concentracidn 10 pg/mL la cual se inyectd 10 veces al cromatdgrafo.
Se determinaron los siguientes parametros: factor de asimetria, nimero de platos te6-
ricos, factor de capacidad y precision de la inyeccion.

Validacién de la metodologia analitica

Con el fin de garantizar que las caracteristicas de desempeno del método son adecua-
das y confiables para la cuantificacién del dcido benzoico, en los complejos durante los
ensayos de permeacion [13], se realizé la validacién de la metodologia con base en las
directrices establecidas por la conferencia Internacional de armonizacién (ICH) guia
Q2 (R1), ast como los lineamientos de la Guia para la industria de validacion de méro-

dos bioanaliticos de la FDA [14].
Especificidad

Para la evaluacién de la especificidad se analizaron los componentes de la fase mévil
(4cido fosférico al 1% y acetonitrilo), medio de almacenamiento para las orejas de cerdo
(NaCl 1M), EudragitE® 100, 4cido clorhidrico 2,39M, 10 muestras de blanco de matriz
obtenidas de los ensayos de permeacion cuyo montaje se realizé con 10 pieles de oreja
porcina de diferente procedencia en las celdas de Franz a 32 °C, empleando NaCl 0,9%
ajustado a pH 5 en el compartimento donor y pH 7,4 en el compartimento receptor.
Después de 24 horas de duracién del ensayo se tomaron alicuotas de 500 pL del com-
partimento receptor y se analizaron, estableciendo como variables de especificidad a eva-
luar: el tiempo de retencién (tr) del 4cido benzoico con una ventana de deteccién menor
al 3%, los espectros de absorcién molecular (EAM) y la pureza espectral del pico.

Linealidad

Partiendo de tres SM-AB se prepararon soluciones por triplicado de concentraciones:
2,4,6,8,10 ug/mL tanto para el sistema como para el método. El analisis respectivo de
la pendiente e intercepto se realizé por medio del estadistico t de Student y la regresién
fue evaluada a través del andlisis de varianza (ANOVA). Como criterio de aceptacién
para el estadistico t asumiendo 13 grados de libertad (GL) se tuvo en cuenta un t critico
de 2,1604, y en el caso del ANOVA un F critico de 4,667 con GL en el numerador de
1y en el denominador de 13. Tanto para el estadistico t como para el ANOVA la pro-
babilidad seleccionada fue del 95%.
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Precision

La evaluacién de la precision fue llevada a cabo a tres niveles de concentracién (2, 6,
10 pg/mL) para el sistema y método. En el caso de repetibilidad (niveles intradia) se
prepararon por triplicado cada uno de los niveles de concentracién, con el mismo ana-
lista, equipo y dfa. Para la precisién intermedia (niveles interdia) se prepararon por
triplicado cada uno de los niveles de concentracién, con dos analistas y en tres dias
diferentes. La repetibilidad se reporta en términos del coeficiente de variacién prome-
dio ponderado (RSDp), teniendo como criterio de aceptacién un RSDp < 5% para el
sistema y < 15% para el método [14, 15]. Adicionalmente, se evalud a través del RSDp
empleando el test de Cochran con un G critico de 0,8709, asumiendo k y n = 3 y nivel
de confianza del 95%. En el caso de la precisién intermedia se evalué mediante un and-
lisis de varianza (ANOVA), asumiendo un nivel de confianza del 95%, un F critico de
4,1034 con GL en el numerador de 1y en el denominador de 48, para el factor analista
y un F critico de 3,183 con GL en el numerador de 2 y en el denominador de 48, para
los factores dia y réplica.

Exactitud

Se prepararon por triplicado soluciones de concentracién 2, 6, 10 pg/mL. Derivado de
los estudios de linealidad se calcul6 el porcentaje de recuperacion; la exactitud debe
encontrarse entre 98 % y 102 %. Adicionalmente, se realizé el andlisis correspondiente
por medio del estadistico t Student, asumiendo un nivel de confianza del 95%.

Limites de deteccion y cuantificacién

Para la determinacién de los limites de deteccién (LOD) y cuantificaciéon (LOQ) se
prepararon 10 curvas de calibracién del método y sistema en el rango de 2 a 10 pg/mL.

El limite de deteccidn (ver ecuacién 1) y el limite de cuantificacién (ver ecuacién 2)
fueron calculados con base en la desviacidn estandar de los interceptos de las lineas
de regresion (Sa) y de la pendiente (b) de la curva de calibracién del método y sistema
respectivamente.

Ecuacidn 1: limite de deteccién [13] Ecuacién 2: limite de cuantificacién [13].
LOD= 3b LOQ = 106
Sa Sa

RESULTADOS Y DISCUSION

En el andlisis cromatografico para comprobar la idoneidad del sistema se considera-
ron los siguientes pardmetros: factor de asimetria, nimero de platos tedricos, factor
de capacidad y precisién en la inyeccién (% RSD); de acuerdo con la tabla 1 es posible

430



Metodologia analitica para la cuantificacién de 4cido benzoico

afirmar que el sistema cumple con los criterios de aceptaciéon y por lo tanto es adecuado
para el analisis requerido. Ni la selectividad, ni la resolucion fueron factores conside-
rados pues estos pardmetros se relacionan con la posicion y separacién de dos o mas
compuestos en una mezcla, debido a que las muestras a evaluar no son mezclas y en el
cromatograma solo se evidencia un compuesto (4cido benzoico), la determinacién de
estos no se establecié [16].

Tabla 1. Pardémetros idoneidad del sistema cromatogrifico.

Pardmetro Valor Criterio de aceptacion
Factor de asimetria 1,22 <2
Numero de platos tedricos 10512 >2000
Factor de capacidad 1,7 <1,9
Precisién de la inyeccién (RSD) 0,2% <2%

El 4cido benzoico present6 un tiempo de retencion de 3,84 +/- 0,02 min siendo apro-
piado para la realizacién de andlisis rdpidos y de bajo costo sin interferir con la senal de
la matriz. Por medio del espectro de absorcién molecular (ver figura 3) de una muestra
del estindar del 4cido benzoico a 6 ug/mL se determiné que la longitud de onda de
maxima absorcién () ,,,,) era de 226 nm, utilizdndose este valor para la realizacion del
andlisis de las muestras.
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Figura 3. EAM Acido benzoico. Procesado con el software LCsolution.
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Por medio de la comparacién de los tiempos de retencién de los cromatogramas obte-
nidos de las muestras de los componentes de la fase mévil (4cido fosférico al 1% y
acetonitrilo), medio de almacenamiento para las orejas de cerdo (NaCl 1M), compo-
nentes de los complejos EuB,.Cl,, y EuB,,, (EudragitE® 100y 4cido clorhidrico 2,39
M) y de los blancos de matriz de piel porcina sin dcido benzoico, se determiné que
no se presentaban interferentes en el tiempo de retencion del 4cido benzoico, puesto
que no se identificé ninguna senal adicional como se observa en la figura 4. Adicio-
nalmente, se verificé que ninguna de las muestras modificaba el EAM y la curva de
similitud no se cruzara con la linea umbral, como es lo esperado. Esto indica que tras la
comparacion del espectro medio del pico con el resto de espectros, a medida que eluye
el analito, no se presentan interferentes ya que la relacién entre los mismos es 1 (indice
de pureza de pico), como puede verse en la figura 5. Por lo tanto, la metodologia ana-
litica empleada garantiza la obtencién de una senal inequivoca y especifica del analito
sin ningtn interferente.

Uv :

30.000 - LOQ Método

i - LOQ Sistema
20.000 | NaCl

B Fase Mévil A (H3PO4)

C Fase Mévil B (ACN)
10.000 i Hal

L Eugragit E 100

0 - Muestra blanco de matriz
0,0 2,5 5,0 min

Figura 4. Cromatogramas de la evaluacién de especificidad. Datos procesados con el soffware

LCsolution®.

Por otro lado, en la figura 6 se observan las curvas de calibracién para el rango de con-
centraciones del dcido benzoico para el sistema y método. El rango de concentraciones
se selecciond considerando la ley de Lambert y Beer que establece, con base en el coefi-
ciente de absortividad, el rango de concentraciones en el cual se espera que la curva de
calibracion sea lineal [17]; de esta manera se emple la minima concentracién posible
para cuantificar pequefias cantidades de 4cido benzoico en los ensayos de absorcién.
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Figura 5. Pureza de pico dcido benzoico. Procesado con el soffware LCsolution®.
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Figura 6. Curvas de calibracién 4cido benzoico (método y sistema).

Para evaluar el intercepto, la pendiente y el coeficiente de correlacién de las curvas de
calibracion del sistema y método se plantearon pruebas de hipétesis las cuales fueron
analizadas por medio del estadistico t Student (ver tabla 2).
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Tabla 2. Analisis estadistico t Student para el intercepto, pendiente y coeficiente de correlacién de

las curvas de calibracién del sistema y método.

Parimetro Ho testimado | ttabla Criterio Resultado
Intercepto a=0 0,15 2,1604 No se rechaza Ho
Sistema Pendiente b=0 27,23 21604 |* est;t tab. Se Se rechaza Ho
rechaza Ho
Correlacion No hz ;ofr:jlﬂam 24,546 2,1604 Se rechaza Ho
Intercepto a=0 -0,03 2,1604 No se rechaza Ho
Método | Pendiente b=0 12,28 2,1604 | test ;t tab. Se Se rechaza Ho
rechaza Ho
N Iy
Corvelacion | hji Zrzﬁ/aaon 11,07 2,1604 Se rechaza Ho

De acuerdo con los datos obtenidos, se observa que con relacion al intercepto se pre-
senta un t estimado para el sistema y método menor al t tabulado, por lo que no se
rechaza la hipdtesis nula y en consecuencia se puede afirmar que el intercepto con el
eje Y no es significativamente diferente de cero. Respecto a las pendientes y coeficien-
tes de correlacion para el sistema y método, el t estimado es mayor al t tabulado, por
tanto no se acepta la hipé6tesis nula, obteniendo como resultado que las pendientes son
significativamente diferentes de cero y que existe una correlacion significativa entre los
valores de la concentracién de 4cido benzoico (eje X) y las dreas obtenidas de los picos
de absorcién para las concentraciones dadas (eje Y).

Adicionalmente, para evaluar la regresion y la dispersion de los datos entre las réplicas
para los diferentes niveles de concentracion analizados se empleé el ANOVA y estadis-
tico de Fisher (F) (ver tabla 3). Respecto a la regresion el F imado > Feabutador por lo tanto,
la hipétesis nula (Ho) “la regresién no es significativa” se rechaza, demostrando que
la regresion es significativa para el sistema y método. De manera analoga, estadistica-
mente no hay un desvio significativo de la linealidad ya que el F estimado < F tabulado,
por lo tanto la Ho, “el desvio no es significativo’, se acepta.

Considerando los resultados obtenidos en los test realizados, y con base en los pardme-
tros evaluados, es posible afirmar que la metodologfa analitica garantiza la linealidad
del método y del sistema en el rango de concentraciones establecidas.
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Tabla 3. Anélisis de varianza (ANOVA) y estadistico de Fisher para determinar la regresién y desvio

significativo de las curvas de calibracién del sistema y método.

Parémet Grados de Sugla éie Cuadrado v Ft
AAMEM  ibertad (gl) | “™r ' | medio (CM) ©
(8C)
Regresion 1 3,466 E+11 4,466E+12 741,5 4,66
Falea de 3 1967498569 | 655832856 | 0,111 | 325
ajuste
Sistema | Error 13 6076536592 | 4674258917
residual
Error puro 10 5879786735 587978673,5
Error total 14 3,527E+11
Regresion 1 3,355 E+11 3,355E+12 150,8 4,66
Falea de 3 6645712995 | 2215237665 | 0995 | 3,25
ajuste
Método | Error 13 28916432490 | 2224340961
residual
Error puro 10 22270719495 2227071949
Error total 14 3,644E+11

Como se indicé anteriormente, la repetibilidad (precision intradia) fue evaluada a tra-
vés del Test de Cochran (estadistico G); en la tabla 4 se observa que el G,,, < G, por
lo que no hay diferencia significativa entre las varianzas de los niveles de concentracién
evaluados. De manera complementaria, los RSDp para la curva de calibracion del sis-
tema y del método son <5% y <15 %, respectivamente, cumpliendo con las especifi-
caciones establecidas [14, 15].

Tabla 4. Test de Cochran para evaluacién de repetibilidad (precisién intradia) en las curvas de cali-

bracién del sistema y método.

Sistema Método
Concentracion Concentracion
2 4 6 2 4 6
(ug/ml) (kg/ml)
X 111504 | 313384 | 533256 X 116216,3 343415 515636
S 183337 | 2345222 | 1120426 S 108854444 | 1019529442 | 5779349044
CYV (%) 0,384 | 0,489 0,198 CV (%) 14,5 9,298 14,7

(Continiia)
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Tabla 4. Test de Cochran para evaluacién de repetibilidad (precisién intradia) en las curvas de

calibracién del sistema y método. (Continnacién)

Sistema Método
Concentracion ) 4 6 Concentracion ) 4 6
(ug/ml) (ug/ml)
RSDp 0,377 RSDp 13,1
G, 0,643 G, 0,816
Gup 0,8709 G 0,8709
H No hay diferencia significativa H No hay diferencia significativa entre
° entre varianzas ° varianzas
Criterio Geg> G, se rechaza Ho Criterio Gegps G, se rechaza Ho

La evaluacién de la precisién intermedia (interdia) se determiné a través del ANOVA a
tres niveles de concentracién (2, 6, 10 ug/mL). Empleando el estadistico F se evidencia
que para el sistema y el método el F estimado es menor al F tabulado (ver tabla 5), en
todas las fuentes de variacién esperadas (analista, dia y réplicas), por lo que no existe
variacién significativa en los resultados obtenidos con analistas y dias diferentes.

Tabla 5. Andlisis de varianza (ANOVA) y estadistico de Fisher para determinar la precisién inter-

media en las curvas de calibracién del sistema y método.

Fuentede | Gradosde Suma de Cuadro medio F F
variacién | libertad (gl) | cuadrados (SC) (CM) ° ‘
‘ 4,04
Analista 1 314466987,9 314466987,9 | 0,009006883 (1,48,0,05)
, 3,19
Dias 2 1261825396 | 630912698 | 0,018070439 (2,48,0,05)
Sistema 3,19
Réplicas 2 443368645,3 | 2216843227 | 0,006349425 (2,48, 0,05)
Error 48 1,67588E+12 | 34914076538
Total 53 1,6779E+12
. 4,04
Analista 1 1748946738 1748946738 | 0,048226918 (1,48,0,05)
, 3,19
Dias 2 9199361254 | 4599680627 | 0,012683543 (2,48,0,05)
Método 3,19
Réplicas 2 1061681011 530840505,4 | 0,014637839 (2,48,0,05)
Error 48 1,74072E+12 | 36264949533
Total 53 1,74445E+12

436



Metodologia analitica para la cuantificacién de 4cido benzoico

Los resultados obtenidos permiten establecer que la metodologfa analitica es precisa
para los diferentes niveles analizados (repetibilidad y precisién intermedia).

Considerando la ecuacién de la curva de calibracion del sistema, se determiné que el
porcentaje de recuperacion de la metodologia analitica es 98,7%, por lo tanto, cumple
con los criterios de aceptacién requeridos para la exactitud.

Adicionalmente, el anlisis realizado con el estadistico t de Student (ver tabla 6) evi-
dencia que el t estimado < t tabulado, lo cual conlleva a aceptar Ia Ho y concluir que el
porcentaje de recuperacion no es significativamente diferente de 100, por lo tanto, la
metodologia analitica es exacta para la cuantificacién del 4cido benzoico en la matriz
biolégica empleada.

Tabla 6. Analisis estadistico t Student para la evaluacion de la exactitud de la metodologia analitica
empleada.

Variable Ho Criterio texp ttab Resultado
No se
0 .. | 98,74433369
/ORpromedlo %R no es | texp>ttab rechaza Ho
S2 169,1289369 diferente Se rechaza | 0,28602 1528 | 2,306
de 100% Ho
cVv 13,17033361

El limite de cuantificacién (LOQ) fue de 0,72 y 1,56 ug/mL para el sistema y método
respectivamente, el valor del limite de deteccién (LOD) para el sistema fue de 0,23 pg/mL
y de 0,51 pg/mL para el método, por lo que todos los niveles de concentracion de la curva
de calibracion del sistema y método pueden ser cuantificados con exactitud y precision

(ver tabla 7).

Tabla 7. Pendiente y desviacion estdndar de las curvas de calibracién del sistema y método para el

célculo de los limites de cuantificacion y limites de deteccién.

Pendiente d? c1‘11:va de,callbracmn LOQ LOD
y desviacion estdndar
Sa 53745 0,23 ug/mL
Sistema 0,72 ug/mL
b 3784,31501
Sa 52878 0,51 pg/mL
Método 1,56 pug/mL
b 8263

La metodologia analitica validada permitié determinar el flujo y el coeficiente de per-
meacion del 4cido benzoico, evaluados a través de piel de cerdo en condiciones de dosis
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infinitas, empleando las celdas de Franz. De manera similar, fue posible cuantificar al
4cido benzoico, sélo y complejado, en concentraciones normales de uso (dosis finita),
para evaluar si los complejos ofrecen ventaja en términos de seguridad frente al 4cido
benzoico. Las concentraciones estudiadas estuvieron comprendidas en el rango de
concentraciones evaluadas a lo largo de la validacién, siendo posible cuantificarlo con
precision, exactitud y especificidad en valores comprendidos alrededor del limite de
cuantificacién.

CONCLUSIONES

Se implement6 una metodologfa analitica por HPLC-DAD para evaluar la permeacién
in vitro de 4cido benzoico a partir de complejos polielectroliticos a través de piel porcina.
Dicha metodologia resulté especifica, lineal en el rango de concentracionesde 2 a 10 pg/mlL,
precisa (RSDp <5 %y <15% para el sistema y método), exacta con un porcentaje de recu-
peracién de 98,7%, con LOD de 0,23 pg/mL (sistema) y de 0,51 pg/mL (método) y con
LOQ de 0,72 yde 1,56 ug/mL para el sistema y método respectivamente.
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REsumo

A possibilidade do uso de um novo derivado de acridina, munido de um grupo
doador de elétrons, como modificador de elétrons para a detecgio do contetdo
total do 4cido gilico em goma de alfarroba tem sido avaliada mediante uma analise
teérica. O modelo matemdtico correspondente foi analisado mediante a teoria de
estabilidade linear e analise de bifurcagoes. Foi mostrado que o derivado fosfazoico
da acridina pode servir de modificador eficiente para a detecgio eletroanalitica do
contetdo total do 4cido gilico em alfarroba. As causas dos comportamentos oscila-

tério e monotdnico também foram detectadas.

Palavras-chave: Alfarroba, dcido gélico, elétrodos quimicamente modificados, sensores

eletroquimicos, estado estaciondrio estvel.
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SUMMARY

The mathematical description of the function of a novel acridinic
derivative in the electroanalytical detection of total gallic acid
content in carob

The possibility of the use of the novel acridinic derivative, containing an electron
donor moiety in the total gallic acid content determination in carob gum has been
evaluated by means of a theoretical analysis. The correspondent mathematical model
has been analyzed by linear stability theory and bifurcation analysis. It was shown
that the phosphazoic acridine derivative may serve as an efficient electrode modifier
for electroanalytical determination of the total content of gallic acid in carob. The

causes for the oscillatory and monotonic behavior have also been stipulated.

Key words: Carob, gallic acid, chemically modified electrodes, electrochemical

sensors, stable steady-state.

INTRODUCAO

A alfarrobeira (Ceratonia siligua), também conhecida como pio-de-Sio-Jodo,
figueira-de-Pitagoras ou figueira-do-Egito, ¢ uma planta nativa da regido mediterranica
(incluindo Espanha e Portugal), cuja fruta ¢ alfarroba. A alfarrobeira séi utilizar-se na
producio de alimentos e bebidas [1-2] e na medicina popular.

Além dos polissacarideos, que compdem a sua goma (E410), a alfarroba contém outros
compostos, dentre os quais se destacam a tanina e outros ésteres do dcido galico (ver
figura 1) [3-4]. Sao compostos com alto poder antioxidante, haja vista a presenca dos
fragmentos quindnicos nas suas formas oxidadas, permitindo o seu uso como conser-
vante na produgao tanto de alimentos, como de farmacos e até¢ de biodiesel. No entre-
tanto, quando em excesso, estes ésteres podem causar reagdes alérgicas, associadas ao
dcido galico (dores nas costas, hiperatividade, nariz entupido, dificuldades na apren-
dizagem) [5]. Outrossim, estes ésteres nao sao recomendados em produtos, que reque-
rem emprego de forno [6]. Foi provada, ademais, a sua capacidade antagonista aos
estrogénios [7]. Destarte, o desenvolvimento dos métodos da detecgio analitica destes
compostos ¢, deveras, uma tarefa atual [8-9], ¢ os métodos eletroquimicos, envolvendo
elétrodos quimicamente modificados, ser-lhe-iam uma resposta interessante.
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OH Os_-OCH,(CH,)CH

3

HO

0
HO N HO OH
0 OH

Figura 1. Os derivados importantes do 4cido gélico. Galotanina, galato de propila (E310) e galato
de octila (E311).

Para a detecgio eletroquimica dos ésteres do 4cido gélico e outros compostos quind-
nicos foram utilizadas varias metodologias eletroquimicas, envolvendo os materiais
modificadores como liquidos iénicos [10], polimeros condutores [11], éster especifico
do 4cido molibdénico [12] e até a casca de banana [13]. No entanto, existe, também, a
possibilidade de uso de outros tipos de modificadores, como o oxihidréxido de cobalto
(teoricamente previsto em [14]) e, também, os novos derivados organicos.

Em [15], foi descrita a sintese de um novo derivado orginico, com possibilidades para
ser aditivo fluorescente a0 polimero condutor ou mondmero para uso eletroanalitico
e conversor em pilhas solares. Contendo um sistema conjugado, substituido por um
doador forte de elétrons pi, ele pode ser eletroquimicamente ativo. No entretanto, o
uso de novos modificadores e processos eletroanaliticos pode acarretar a resolugao de
novos problemas, como:

- A indecisao acerca do mecanismo de interagio entre o modificador e o analito.

- A possivel incompatibilidade do modificador do elétrodo para anélise iz vivo.
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- A possibilidade da realizagao das instabilidades eletroquimicas, caracteristicas para a
eletrooxidagio dos compostos orginicos [16-21], inclusive a eletropolimerizagio
de compostos heterociclicos.

Destarte, o desiderato deste trabalho ¢ a investiga¢ao mecanistica tedrica do desempe-
nho do novo derivado acridinico, cuja sintese foi descrita no nosso trabalho anterior,
para a determinagio do conteudo total do acido gélico em alfarroba. Para alcangi-lo,
é-nos preciso realizar os seguintes objetivos especificos:

- Propor o mecanismo do processo eletroanalitico.
- Desenvolver e analisar o modelo matemdtico, que lhe é correspondente.

-Da anilise do modelo, julgar acerca da possibilidade da realizagio da quantificagio
eletroquimica do contetdo do 4acido gilico, mediante a aplicagao do elétrodo,
dopado pelo composto acridinico.

- Comparar o comportamento deste sistema com o dos semelhantes [22-24].

O SISTEMA E O SEU MODELO

A sintese da nova (9-trifenilfosfazo)acridina tem sido descrita em [15] e é apresentada
na figura 2:

P
Cl : : I < >
N3 N

AN +NaN; acetone, 1h reflux

N + P(C¢Hy),, ether

- NaCl B —— .

N7 7 N =
N N

Figura 2. A sintese do novo derivado da acridina.

A presenga do grupo trifenilfostazoico, que consegue doar 20 elétrons pi ao sistema
conjugado acridinico, diminui o seu potencial da eletrooxidagao, fazendo possivel, até
a polimerizagao deste composto, ou a introdugio do fragmento dentro de uma cadeia
polimérica condutora. Destarte, 0 mecanismo do processo eletroanalitico para deriva-
dos do é4cido galico dar-se-4 conforme a figura 3:
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Figura 3. O desempenho eletroanalitico da (9-trifenilfosfazo)acridina.

N\ /

Tomando em conta a possibilidade da reacio lateral do composto fosfazoico com o um
composto, presente no meio reacional (podendo ou nao dissolver o composto fosfa-
zoico) e incapaz de reagir com o acido gélico, introduzimos as trés variaveis:

£: aconcentragio do derivado do dcido gélico em meio pré-superficial;
B: o grau de recobrimento da 4rea do elétrodo pelo derivado fosfazoico inicial;
g p

s: a concentragio da substincia, capaz de reagir com o modificador do elétrodo, na
camada pré-superficial.

Para simplificar a modelagem, supomos que o reator esteja agitando-se intensamente,
de modo que possamos menosprezar o fluxo de conveccao, que o eletrdlito de suporte
esteja em excesso, para menosprezar o fluxo de migra¢ao. Também supomos que a
camada pré-superficial esteja de espessura constante, igual a 8, e que o perfil concentra-
cional dos dois analitos seja linear.

E possivel mostrar que, haja vista o supracitado, o comportamento do sistema poder-
se-a descrever pelo conjunto de equagoes diferenciais, representado como:
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d—gzz[é(go—g)—n]

dr 66
g 1
R 0

ds 2(D

R A

em que A e D sdo coeficientes de difusao dos derivados do 4cido gélico e da substancia

interferente, g, € 5, s3o as suas concentragdes no interior da solu¢io ¢ os parimetros »
sa0 as velocidades das respectivas reagoes, que se podem calcular conforme:

=k )

7, =k, (1—0)exp 211;?0

1y = kysexp(— ) 4)

em que os parAmetros & s3o constantes das respectivas reagoes, £'¢ o nimero de Faraday,
¢, ¢ o salto do potencial, relativo ao potencial de carga zero, R ¢ a constante universal
de gases, 7, a temperatura absoluta ¢ § o parAmetro, que descreve a interagao entre as
particulas do fosfazocomposto da acridina durante a sua dissolugio e igal a 0, quando
esta nao ocorre.

O comportamento do sistema mostra-se parecido aos ja descritos em [22-24]. No
entretanto, a presenga de uma reagao lateral dinamiza, de maneira signiﬁcante, 0 com-
portamento do sistema, o que se mostrard abaixo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para investigar o comportamento do sistema com a detec¢do eletroquimica do conte-
udo total do 4cido galico em alfarroba, assistida pelo derivado fosfazoico da acridina,
analisamos o conjunto de equagdes diferenciais (1) mediante a teoria de estabilidade
linear. Os elementos estaciondrios da matriz funcional de Jacobi descrever-se-a0 como:

Ay 4y Ay (5)
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cm un:
2( A
e B )
a (5[ s 1 ] (6)
ap = §<_klc) (7)
a,;,=0 (8)
ay =~ (—k0) (9)
21 G 1
1 2F 2F
4y = | A exp= Tt jhy (1= B)exp™ ke — kysexp(—060) + GksBexp(~/36) | (10)
a =é<—k306xp(—ﬂ9)) (11)
a, =0 (12)
2
a5, :g<—k3sexp(—ﬁ0)—|— Bh,sOexp(—39)) (13)

as3 :g —/eﬁexp(—ﬂ@) (14)

D
o
Analisando as equagoes (6), (10) e (14), que representam os elementos da diagonal
principal, ¢ possivel mostrar que o comportamento oscilatdrio é possivel neste sistema.
De qualquer maneira, quando o parimetro j, que descreve as influéncias da etapa ele-
troquimica na capacitincia da dupla camada elétrica, tem valores positivos, o adendo

2F
+ jk, (1—0)exp R;O

>0 ¢ positivo, descrevendo, destarte, a positiva conexio de

retorno. Assim, ele descreve o comportamento oscilatdrio, causado por essas influén-
cias ¢ caracteristico para os sistemas semelhantes [22-24].

Quanto a influéncia das instabilidades superficiais, elas s6 se realizam, havendo dis-
solu¢ao do composto fosfazoico. Assim, ﬁ@s@exp(—ﬁﬁ) >0, descrevendo a atragio
entre as particulas adsorvidas do composto fosfazoico como causa do comportamento
oscilatério. Nao havendo dissolugio, o fator da atragao das particulas do composto sera
desprezivel; f=0, ¢ o elemento supracitado anular-se-4. Destarte, ¢ possivel ver que a
presenca do fator superficial como causa do comportamento oscilatério dependera da
caracteristica da reagio lateral.
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A fim de investigar a estabilidade do estado estaciondrio, aplicamos o critério de Routh
-Hurwitz. Simplificando o determinante da matriz, introduzimos as novas varidveis, de
modo que este se descreve como:

4 —K, == -X 0
ey —= —X—-Q-A —d (15)
0 —A —®—k,

Abrindo os colchetes, e aplicando a condi¢ao Det J<0, saliente do critério, obtemos o
requisito de estabilidade do estado estaciondrio, descrito como:

—K, (X<I>+Q(I>+X/12 +QOk, +A/$2)—E(Q<I>+Q/$2 +A/€2)<O (16),

Requisito fécil de satisfazer, ndo havendo influéncias superficiais e eletroquimicas na
dupla camada elétrica. Deveras, se ndo houver as influéncias supracitadas, os parAme-
tros X e A manter-se-3o positivos, ¢ as expressoes do lado esquerdo da inequagio (16),
deslocar-se-20 para valores mais negativos, e o estado estaciondrio far-se-4 mais estavel.
A expressao (16) tem aparéncia de uma expressao, caracteristica para um processo cle-
troanalitico, controlado por difusio do analito e da substancia interferente.

Sem embargo, como se sdi acontecer, neste sistema, a estabilidade do estado estaciona-
rio nao garantird a sua eficiéncia eletroanalitica. Decerto, havendo reagio lateral répida
do composto fosfazoico da superficie do elétrodo, o material modificador nao podera
mais assistir o processo eletroanalitico, embora o estado estaciondrio permaneca esta-
vel. Assim sendo, faz-se um requisito especifico de estabilidade relativa do composto
fosfazoico em meio a reagao lateral.

Satisfeito este requisito, a estabilidade do estado estaciondrio descreverd a linearidade
da dependéncia entre o parAmetro eletroquimico e a concentragio do analito e corres-
ponder-se-lhe-4. Destarte, ¢ possivel concluir que, nao havendo reagoes laterais rapidas,
o fosfazocomposto da acridina serd um modificador eficiente para a detecgio do con-
teudo do 4cido gélico.

A instabilidade monoténica correspondente ao limite de deteccao, neste sistema se rea-
liza no caso da nulidade do determinante da matriz de Jacobi, e a sua condi¢ao de apa-
rigao é:

—k, (X4 QP + Xk, +Qk, +Ark, ) —E(QP +Qk, + Ak, ) <0 (17)
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Se asubstncia, presente na solugao, nao reagir com o fosfazocomposto, nem com o ana-
lito, considerar-se-4 indiferente, e a varidvel s excluir-se-4 do conjunto de equagées dife-
renciais (1), e o conjunto transformar-se-4 no descrito, por exemplo, em [15] e em [22].

Na alfarroba, nao existem substincias, capazes de provocar a modificagao e dissolucao
do fosfazocomposto de acridina. Destarte, o seu uso ¢ compativel com a andlise do
conteudo de alfarroba em solu¢des neutras.

CONCLUSOES

A avaliagio tedrica do comportamento do composto fosfazoico da acridina na detec-
¢ao eletroquimica do contetdo total do dcido galico em alfarroba deixou concluir que:

- A estabilidade do estado estaciondrio ¢ ficil de manter. O processo eletroanalitico ¢
controlado pela difusao.

- Desde que nao haja reagdes laterais répidas, o estado estacionario estavel manter-se-a
eficiente do ponto de vista eletroanalitico e correspondente a dependéncia linear
entre o parAmetro eletroquimico e a concentragio do analito.

- O comportamento oscilatdrio, neste caso, ¢ possivel, sendo causado pelas influéncias
da etapa eletroquimica na capacitincia da dupla camada elétrica e, se for o caso,
pelos efeitos superficiais da dissolugio do composto fosfazoico.
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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 como
recursos naturales, atencién farmacéutica,
evaluacién clinica y preclinica, y los rela-
cionados con la industria farmacéutica, la
salud y los medicamentos.

Ademis 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, al correo electrénico rcci-
quifa_fcbog@.unal.edu.co o a través del
sistema OJS en el sitio web: https://revis-
tas.unal.edu.co/index.php/recquifa.

Todo el material propuesto para publi-
cacion serd revisado por el Comité Edi-
torial, y luego de su aceptaciéon para
evaluacién, serd sometido a revisién
por pares académicos. Las evaluaciones
recibidas por el Comité Editorial seran
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 0 el Comité Editorial lleven a cabo

una segunda revisiéon del manuscrito, la
revista comunicard a los autores la deci-
sion sobre la publicacién o no del mismo.
Los manuscritos deberdn acompanarse 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 este ha
sido publicado o estd en via de publica-
cidn en otra revista, y en la que se respon-
sabilizan por la informacién publicada.
Se entiende claramente que los trabajos
enviados no estdn siendo considerados
para su publicacién en otros medios.

Criterios para la presentacién de manus-
critos

e La fuente de los manuscritos debe ser
Times New Roman tamano 12.

e No se admiten notas a pie de pagina.
e Titulo, centrado y en mintscula.

o Autor(es) con su respectiva filiacién
institucional y correo electrénico del
autor principal.

e Resumen, Summary o Resumo. Incluye
la justificacién del estudio y los princi-
pales hallazgos y conclusiones, debe
tener entre 50 y 200 palabras. Se debe
incluir el titulo del articulo y el resu-
men en inglés (Summary) indepen-
diente del idioma del manuscrito.

o Keywords (debajo de Summary) y Pala-
bras clave (debajo del Resumen) o Pala-
vras chave (debajo de Resumo). De tres
a seis palabras en minuscula, excepto la
primera, y separadas por coma y espa-
cio. Preferiblemente tomadas del Index
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Medicus
mesh/meshhome.htm).

(http://www.nlm.nih.gov/

e En los manuscritos en espafiol y por-
tugués se empleard la coma (,) como
separador decimal, en inglés se utili-
zard el punto (.).

o Losarticulossedividirinenlassiguientes
secciones: Introduccién, Metodologia,
Resultados y Discusién, Conclusiones
(si las hay), Agradecimientos, Conflicto
de intereses y Referencias. Los titulos
deben estar separados por dos espacios
en sus partes superior e inferior, centra-
dos y en negrilla. Los detalles acerca de
la metodologia experimental utilizada
deberdn ser lo suficientemente claros
como para repetir la experimentacion.

e Las tablas deben llevar numeracién
ardbiga de acuerdo con el orden de
aparicién en el texto. El titulo debe ir
en su parte superior y las notas en la
parte inferior. En los encabezamientos
de las columnas se deben anotar los
simbolos de las unidades utilizadas.

o Lasfotografias, grificas, dibujos y esque-
mas se denominan ‘figuras’ y deben
llevar numeracién ardbiga de acuerdo
con el orden de aparicién en el texto. El

titulo debe ir debajo de las figuras.

De otro lado, los articulos relacionados con
experimentacion con animales deben ajus-
tarse plenamente a los lineamientos éticos
trazados por la Organizacién Mundial de
la Salud. Los extractos o fracciones evalua-
dos in vitro o in vivo deben definirse qui-
micamente, cuando menos en cuanto a la
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clase de constituyente. EI material vegetal
debera estar clasificado botanicamente.

Las abreviaturas de pesos y medidas seran
las indicadas por la Farmacopea de los Esta-
dos Unidos en su edicién oficial o unida-
des SI. Los datos espectroscopicos se deben
presentar de la siguiente manera:

UV A max (solvente €) nm (log ¢€). Ej.:
UV A max (MeOH) 275 (log e 2,94).

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

EM m/z (% intensidad relativa). Ej.: em 72/2
(%): 340 (M, 100), 295 (10), 134 (26) ..

RMN 'H (solvente, frecuencia de regis-
tro) 0 ppm (integracién, multiplici-
dad, J en Hz, asignacién). Ej.: RMN 'H
(CDCL, 400 MHz) 3,84 (1H, 4,] = 10,3
Hz, H-30).

RMN BC (solvente, frecuencia de regis-
tro) O ppm (multiplicidad, asignacién).
Ej.. RMN BC (CDCI,, 600 MHz) 16,60
(t, C-12).

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

Las abreviaturas para los solventes y
reactivos mds comunmente usados son:
FtOH= etanol, MeOH = metanol,
CHCI3 = cloroformo, CH, = benceno,
AcOEt = acetato de etilo, EP = éter de
petréleo, Me,CO = acetona, DMSO =

dimetilsulféxido, AcOH = 4cido acético.
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Se evitard el uso excesivo de tablas y figu-
ras que estardn numeradas y que se ane-
xardn en hojas separadas con su respectiva
descripcién

Referencias de los manuscritos

Las referencias se citardn en el texto con
su respectiva numeracién. Solo se pueden
citar tesis y libros o articulos que hayan
sido publicados. Deben incluir: autor(es),
titulo de la publicacidn, afo, volumen y
paginas, asi:

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. El nombre de la
revista debe ir en letra itdlica, volumen en
negrilla, paginas inicial y final, y afio entre
paréntesis. Ej.:

1. H.P. Baden, L.A. Goldsmith, B.
Fleming, A comparative study
of the physicochemical proper-
ties of human keratinized tissues,
Bioch. Biophys. Acta, 322,269-278
(1973).

Comunicaciones personales: Iniciales
del nombre, apellido completo e institu-
cién, seguido por las palabras comunica-
cién personal y el ano. 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, afo, volu-
men 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: En: titulo del libro entre
comillas, editores, editorial, ciudad, ano,
volumen, péginas. Ej.:

4. A.D. Elbein, R.J. Molyneux, The
chemistry and biochemistry of sim-
ple indolizidine and related polyhy-
droxy alkaloids. En: “Alkaloids:
Chemical and Biological Perspec-
tives’, Ed. por SW. Pelletier, Wiley,
New York, 1987, Vol. 5, pp. 1-54.

Tesis: Iniciales del nombre y apellido com-
pleto de los autores, #itulo en cursiva, Tesis
de..., institucidn, ciudad, afo, péginas. Ej.:

S.  E Salcedo, Contribucion al estudio
de las Cinchonas colombianas, Tesis
de Grado, Universidad del Valle,
Cali, 1983, pp. 14-16.

Referencias de Internet: Iniciales del
nombre y apellido completo del autor,
titulo del documento, direccion URL y
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 puede enviarse a
la siguiente direccion o al correo de la

revista reciquifa_fchog@unal.edu.co
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
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Bogot4 - Colombia
Correo electrénico:

reciquifa_febog@unal.edu.co

Direccién WEB:
http://www.revistas.unal.edu.co/index.

php/recquifa
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