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REsuMO

O alarmante aumento na taxa de resisténcia aos antibidticos poe em check a eficicia
da terapia antibacteriana futura. Em contrapartida, as indtstrias farmacéuticas negli-
genciam os investimentos em pesquisa e desenvolvimento de novos firmacos antimi-
crobianos em virtude de questdes financeiras, legais e farmacoldgicas. Assim sendo,
o reposicionamento de agentes disponiveis clinicamente torna-se uma promissora
ferramenta para tentar driblar o desinteresse das industrias. O firmaco antipsicético
clorpromazina (CPZ) destaca-se por possuir uma ampla faixa de atividade antibac-
teriana, a qual cobre desde patdgenos Gram-positivos ¢ Gram-negativos, até as mico-
bactérias. A atividade antibacteriana ¢ independente do perfil de susceptibilidade do
microrganismo, sendo ela mantida mesmo em cepas altamente resistentes aos antibi-
dticos. Alguns estudos mostram que mesmo nas concentragoes clinicamente disponi-
veis no plasma (entre 0,1-0,5 ug/mL), a CPZ ¢ capaz de matar Staphylococcus aureus
Mycobacterium tuberculosis dentro dos macréfagos. Em adicio, estudos clinicos tém
revelado os beneficios do uso da CPZ na terapia de suporte para pacientes com infec-
¢oes em curso. Em conclusio, a CPZ pode eventualmente ser direcionada ao arsenal
terapéutico antimicrobiano, especialmente no manejo das infecgoes causadas por

microrganismos intracelulares com fenétipo multirresistente.

Palavras-chave: Reposicionamento de férmacos, fenotiazina, bombas de efluxo, resis-

téncia bacteriana, Staphylococccus aureus, Mycobacterium tuberculosis.
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SUMMARY

From psychiatric disorders to antibiotic therapy: repositioning
of chlorpromazine as an antibacterial agent

The substantial increase in the antibiotic resistance brings on an alarm to the future
of the antibiotic therapy. However, the pharmaceutical industry has been neglecting
its investments in new drug research and development, mainly because of the phar-
macologic, financial and legal factors. Therefore, the drug repositioning of clinic
available agents become a promising tool to bypass the lack of interest of the phar-
maceutical industry. A drug used to treat psychoses, the Chlorpromazine (CPZ),
stands out as a large spectrum antibiotic, which covers Gram-positive and Gram
-negative bacteria, and also mycobacteria. Its antibacterial activity is not related to
microorganism susceptibility profile, and it could be maintained even on strains
highly resistant to the conventional antibiotics. Studies point out that even on serum
concentrations clinically available, the CPZ can eliminate Staphylococcus aureus and
Mycobacterium tuberculosis inside of macrophages. In addition, clinical trials have
revealed its benefits on support therapy for patients suffering from active infections.
As a result, the CPZ could be used as an optional antibiotic therapy, especially in
case of infections due to intracellular microorganisms with multidrug resistance

phenotype.

Key words: Drug repositioning, phenothiazine, efflux pumps, bacterial resistance,

Staphylococccus aureus, Mycobacterium tuberculosis.

INTRODUCAO

O sucesso dos antibidticos em meados do século XX gerou o falso pressagio de que
as doengas bacterianas tinham sido eficientemente controladas [1]. Entretanto apds
quase 50 anos percebemos que esta interpretagao estava equivocada. Atualmente existe
um aumento alarmante na incidéncia de doencas infecciosas, tornando-as a primeira
causa de mortalidade em paises subdesenvolvidos e a terceira em paises emergentes [2].
A resisténcia dos microrganismos as terapias convencionais vém contribuindo para a
intensificagio e cronificagao deste cendrio. Anualmente, morrem 700.000 pessoas por
infec¢oes causadas por microrganismos resistentes no mundo [3]. Um estudo recente
revelou que caso nenhuma medida efetiva seja tomada pelos drgaos de vigilancia sani-
téria dos diferentes paises, em 2050 bactérias multirresistentes matardo 1 pessoa a cada
3 segundos no mundo. Isso totalizard 10 milhoes de mortes anuais, superando doengas
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cronicas como o cancer ¢ o diabetes [4]. No Brasil, o panorama ¢ também preocu-
pante. O Ministério da Satde estima que das 720.000 infec¢des hospitalares que ocor-
rem anualmente no pais [5], mais de 70% envolvem bactérias que sao resistentes a pelo
menos um dos antimicrobianos comumente empregados. O custo hospitalar atribuivel
a ocorréncia dessas infecgoes ¢ de 651 délares por dia, passando para 1780 ddlares na
Unidade de tratamento intensivo (UTT), o que contribui para a elevagao expressiva dos
custos em satde publica no pais [6].

Na contra mio da reemergéncia de doengas infecciosas de etiologia bacteriana, observa-
se uma negligéncia de parte das grandes industrias farmacéuticas nos investimentos
voltados a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos antibiéticos [1, 7, 8, 9]. De
1998 a2 2002 a agéncia americana de controle sanitario Food and Drug Administration
(FDA) aprovou apenas 7 firmacos voltados ao tratamento de doencas infecciosas, o
que equivale a apenas 3% de todos os 225 novos firmacos licenciados neste periodo.
Se comparado ao periodo de 1983 a 1987, por exemplo, é observada uma redugio de
56% no nimero de antimicrobianos aprovados [1]. O cendrio futuro também ¢ pouco
promissor. Dos 315 novos firmacos em fase de pesquisa pelas 15 maiores industrias
farmacéuticas do mundo, apenas 5 (menos de 2%) sio novos antibacterianos perten-
centes a classes jé disponiveis no mercado, e somente 3 estao em fase clinica avangada

(fase III) [7, 9].

A inddstria, no seu modelo de mercado, espera um répido retorno do capital investido
para colocar um novo firmaco na clinica, o qual gira em torno de 400 a 800 milhoes
de délares por agente licenciado [10]. Assim sendo, o desinteresse das grandes indus-
trias do ramo reside no fato de que os exorbitantes custos e a rigorosa legislacao apli-
cada ao desenvolvimento de um novo medicamento nio encontram um retorno rapido
nos antimicrobianos, devido ao fato de serem utilizados por curtos periodos [11, 12].
Recentemente, porém, o conceito de reposicionamento vem ganhando espago dentro
do mercado farmacéutico ao permitir a redugao dos gastos, otimiza¢io do tempo de
liberagao pelas agéncias de regulagao sanitaria e redugao do preco final de novos farma-
cos [12]. Nesse modelo de desenvolvimento, compostos que ja estao em uso clinico sao
desviados da sua indicagao original e ¢ atribuida uma nova aplicagao, passando a serem
exigidos apenas testes clinicos que comprovem a eficicia do novo uso [11, 12].

Nesse contexto, a atividade antibidtica de muitos firmacos nio-antibacterianos tem
sido reconhecida com destaque a clorpromazina (CPZ) [11]. A CPZ, um neuroléptico
tipico que age inibindo os receptores dopaminérgicos e alguns outros efeitos depen-
dentes de calmodulina, tem apresentado atividade antibacteriana contra vérias espécies
Gram-negativas e Gram-positivas de interesse médico [13], bem como contra micobac-
térias [14]. Este composto tem também mostrado a capacidade de reverter 4 resisténcia
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bacteriana 4 alguns antibiéticos [15, 16], inibir bombas de efluxo [15-18], potenciali-
zar o efeito antibacteriano dos -lactAmicos, aminoglicosideos, clindamicina, tetraci-
clinas, vancomicina e fluorquinolonas [19, 20], e reduzir a capacidade de formacao de
biofilmes [21]. O efeito terapéutico da CPZ em humanos com infec¢oes bacterianas
em curso tem também sido demostrado, corroborando assim com os estudos bdsicos
[13]. Nessa revisio, foi resumido o conhecimento atual sobre o efeito antibacteriano
da CPZ, focando no espectro de atividade ¢ no mecanismo de agao antibidtico desse
composto. Em adi¢ao, destaca-se também o efeito da CPZ sobre fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcias que sio associados & patogenicidade bacteriana.

ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DA
CLORPROMAZINA

A CPZ ¢ um agente neuroléptico derivado das fenotiazinas que originalmente foi
desenvolvido em 1952 como um anti-histaminico para ser usado na potencializagio da
anestesia geral [22, 23]. Durante os primeiros ensaios clinicos os pacientes passaram a
manifestar um estado psicoldgico caracterizado por indiferenga emocional, sem dimi-
nui¢ao importante da vigilancia, que ficou conhecido como sindrome neuroléptica.
Esta observagao casual estimulou, mais tarde, o uso experimental da droga em pacientes
com disturbios mentais. Os efeitos antipsicéticos da CPZ foram bastante relevantes,
¢ a partir da década de 1960 o seu uso na clinica médica passou a reduzir considera-
velmente o nimero de admissoes em hospitais psiquidtricos no mundo todo [23, 24].
Atualmente a Organiza¢io Mundial da Satude listaa CPZ como um dos 5 medicamen-
tos essenciais no manejo terapéutico da esquizofrenia [25].

Quimicamente, a CPZ ¢ caracterizada pela presenga de um anel fenotiazidico classico,
ie., um sistema de 3 anéis do tipo benzeno com o anel central composto de enxofre e
nitrogénio [26]. A presenca do 4tomo de cloro em um dos sistemas de anéis garante
uma maior biodisponibilidade do firmaco no sistema nervoso central, ¢ o substituinte
amina ¢ importante para a interagio com os receptores dopaminérgicos (ver a figura 1)
[27]. As fenotiazinas podem ser divididas em: fenotiazinas alifiticas (clorpromazina,
promazina, trifluorpromazina), fenotiazinas piperidinicas (tioridazina, mepazina,
pipotiazina); fenotiazinas piperazinicas (trifluorperazina, tiopropazato, ilufenazina), e
aza-fenotiazinas (protipenclil, isotipendil, oxipendil) [26].

Como todo antipsicético tipico, a CPZ exerce sua a¢ao farmacoldgica ao antagonizar
os receptores dopaminérgicos do tipo D, presentes nos sistemas mesolimbico (efei-
tos antipsicdticos), mesocortical (efeitos adversos cognitivos e agravamento dos sinto-
mas negativos), nigroestriatal (efeitos extrapiramidais) e taberoinfundibular (efeitos
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neuroenddcrinos) [28]. Em adicdo, esse firmaco possui a habilidade de inibir, em
menor grau, os receptores colinérgicos muscarinicos (M, e M,), histaminicos (H,) ¢
a-adrenérgicos () [29]. Além dos efeitos neurolépticos induzidos pelo bloqueio dos
receptores D,, a CPZ também pode ser ttil no tratamento da sindrome serotoninérgica

por possuir a habilidade de inibir os receptores 5-hidroxitriptamina (5-HT) [30, 31].

/N\/ﬁ

N Cl

Figura 1. Estrutura quimica da Clorpromazina. Esse agente neuroléptico ¢ composto por: (i) um
anel fenotiazidico, diretamente associado a sua agio farmacoldgica; (ii) um dtomo de cloro, impor-
tante na sua biodisponibilidade no sistema nervoso central e (iii) uma amina como substituinte, que

estd associado a interagio com os receptores dopaminérgicos.

A habilidade que a CPZ tem em inibir multiplos receptores no sistema nervoso central
estd diretamente relacionada com os vrios efeitos adversos associados ao uso desse far-
maco. A via dopaminérgica nigroestriatal participa da regulagao da atividade motora,
assim, por bloquear receptores dopaminérgicos estriatais, a CPZ pode induzir a sin-
drome de Parkinson, reagoes distonicas agudas, discinesia tardia, acatisia, acinesia e sin-
drome neuroléptica maligna [32]. Outros efeitos adversos também de origem central
s30 os que afetam o sistema neuroenddcrino associado a inibi¢ao dos receptores dopa-
minérgicos tuberoinfundibulares, os quais podem causar ginecomastia, galactorréia e
amenorreia [28, 29].

Os neurolépticos atuam também na periferia do organismo, afetando o sistema ner-
voso autdénomo ao inibir respostas colinérgicas dependentes de M,/M, e adrenérgicas
dependentes de a;, causando sintomas como secura da boca e pele, midriase e dificul-
dade de acomodagao visual, taquicardia, constipagio intestinal e reten¢io urindria
[29]. A CPZ pode determinar falso-positivo para gravidez, fenilcetonina e bilirrubina
na urina. Aumento nos niveis plasmaticos de colesterol, glicose, prolactina, bilirrubina,
iodo, hormoénio tireo-estimulante (TSH), cortisol e das enzimas cardiacas e hepaticas
tém sido associados ao uso da CPZ nas doses normalmente recomendadas [33]. Em
adi¢ao, ela costuma deprimir o segmento ST e aumentar os intervalos QT e PR no
eletrocardiograma por estar associada a altera¢des na condugio atrioventricular [34].
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Somado aos efeitos centrais cldssicos produzidos pela inibi¢io de receptores envolvidos
na neurotransmissio, a CPZ também modula respostas dependentes de calcio [35].
Assim como o haloperidol, a CPZ inibe a ligagio do célcio a calmodulina, tendo assim
a capacidade de aumentar o tonus imunolégico iz vive ao estimular a atividade linfoci-
téria [36], além de ser associada a efeitos citotéxicos antineoplasicos [37]. Como a via
de sinaliza¢do dependente de célcio-calmodulina é conservada em diferentes organis-
mos, incluindo patégenos, destaca-se para a possibilidade desse agente neuroléptico
possuir efeitos antimicrobianos ¢ antiparasitdrios [38].

De fato, a atividade da CPZ j4 foi determinada contra Plasmodium falciparum [39,
40, 41), Leishmania spp. [42,43), Candida spp. [44], Aspergillus spp. [45], Scedospo-
rium spp.[45], Zicomicetos [45], Naegleria fowleri [46), Herpes simplex virus (HSV)
[47], Virus da Encefalite transmitido por carrapatos (TBEV) [48], Virus da Hepatite
B (HBV) [49], Measles virus [50], Sinbdis Virus [51], Estomatite virus [51], Influenza-
virus [52], Poliomavirus simio 40 (SV40) 53], Arenavirus [54), Virus da Imunodefici-
éncia humana (HIV) e Jobn Cunningham virus (JC virus) [55]. Em adi¢ao, a atividade
antibacteriana da CPZ tem sido determinada em varios estudos [ 15-18, 56, 57]. Assim,
destaca-se o potencial de reposicionamento desse agente farmacoldgico na terapia de
diferentes doengas de etiologia infecciosa.

ATIVIDADE DA CPZ CONTRA PATOGENOS GRAM-POSITIVOS

O Staphylococcus aureus, um cocus Gram-positivo, ¢ particularmente sensivel aos efei-
tos antibacterianos da CPZ. O crescimento de linhagens referéncia e de isolados cli-
nicos de S. aureus meticilina-senstvel (MSSA) ¢ inibido pela CPZ 4 concentragoes na
faixa de 30-64 pg/mL [15, 56, 57, 58]. As linhagens meticilina-resistentes (MRSA) sio
também susceptiveis a esse farmaco, sendo que as concentragoes inibitdrias minimas

(CIMs) variam de 40-100 pg/mL contra esses patégenos [15, 16, 18,58, 59].

O efeito bactericida, por sua vez, comega a ser observado a partir de 60 pg/mL [57],
sendo que as linhagens MRSA sao menos sensiveis. De fato, a concentragio bactericida
minima (CBM) da CPZ varia de 70-80 pg/mL para isolados clinicos de MRSA [15],
sendo que um estudo reportou auséncia de efeito bactericida contra esse microrga-
nismo (CBM >800ug/mL) [16]. Nehme e colaboradores [58], em um estudo recente,
mostraram que a CPZ a 128 pg/mL ¢ habil para reduzir em 2 log o niimero de unidades
formadores de colénias de S. aureus apds 3 h de incubagao, sendo esse efeito ampli-
ficado apds 24 h com redugao de 4 log. Adicionalmente a atividade antibacteriana
direta, a CPZ interage de maneira sinérgica e potencializa a agao de varios antibiéti-
cos como a penicilina, clindamicina, ampicilina, amicacina, gentamicina, tobramicina,
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estreptomicina, tetraciclina, oxacilina e vancomicina contra o S. aureus [19,20,59]. A
interagao sinérgica entre CPZ e a Vancomicina foi também relatada contra dois isola-
dos clinicos de Enterococcus faecium [60).

O 4dtomo de cloro presente na estrutura da CPZ parece nao ser essencial para a ativi-
dade antibacteriana, pois a sua remogao promove apenas uma ligeira elevagao na CIM
contrao MRSA (64-128 ug/mL) in vitro [61]. No entanto, vale destacar que a presenga
do cloro ¢ importante para elevar a biodisponibilidade da CPZ no sistema nervoso
central [62]. Assim sendo, a remocio desse dtomo estaria associada & preservagio da
atividade antibacteriana e, em adi¢ao, a reducao das reagoes adversas centrais frequen-
temente associadas a esse firmaco.

Apesar dos testes iz vitro demostrarem o efeito anti-estafilocécico da CPZ, as con-
centragdes necessdrias para a atividade antibacteriana sio quase 60 vezes mais altas
que as usualmente mensuradas no plasma de pacientes (entre 0,1-0,5 pg/mL) [29].
Entretanto, nas concentragdes clinicamente disponiveis no plasma (0,1 pg/mL) a CPZ
consegue matar células de S. aureus fagocitadas in vitro por macréfagos das linhagens
HPBMDM e THP-1 apés 6 h de incubagio [57]. Isso pode ser justificado pelo fato de
o macrofago ser capaz de concentrar a CPZ em até 100-vezes os niveis encontrados no
plasma [63]. Em alguns casos as concentragoes atingidas no interior dos macréfagos
sdo superiores a necessaria para a atividade antimicrobiana [ 14, 64]. Em adicdo, na faixa
de concentragio (0,1-0,01 ug/mL) necessdria para matar o S. aureus fagocitado, a CPZ
nio induziu nenhum efeito deletério sobre as células em cultura, como revelado pelas
colorag¢des com azul de tripan ¢ naftol azul-negro [57]. Assim sendo, sugere-se que a
concentragio necessdria para induzir o efeito antibacteriano da CPZ contra patégenos
intracelulares ¢ associada a uma baixa toxicidade clinica.

Ao contrario da atividade contra S. aureus, ja bem demonstrada, o efeito da CPZ sobre
outros patégenos Gram-positivos ainda nao ¢ bem descrito. Nessa dire¢io, a atividade
da CPZ contra o Bacillus anthracis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Liste-
ria monocytogenes, Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. tém sido demonstrada
[11, 56, 64-67]. Nessa dire¢ao, mais estudos devem ser conduzidos para compreen-
dermos melhor o efeito antibacteriano da CPZ contra as demais espécies de bactérias
Gram-positivas.

ATIVIDADE DA CPZ CONTRA PATOGENOS GRAM-NEGATIVOS

Apesar de ainda nao estar comprovado o motivo, as bactérias Gram-negativas sao
mais resistentes ao efeito antibacteriano da CPZ. Estudos iz vitro tem revelado que
a CPZ ¢ ativa contra as Enterobacteriaceac Escherichia coli (CIM 50-64 pg/mlL)
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(20, 58], Klebsiella pneumoniae (CIM 64-128 ug/mL) [58] ¢ Salmonella enterica sero-
var Typhimurium (CIM 110-512 pg/mL) [21,63], e contra os bastonetes Gram-nega-
tivos nao-fermentadores Acinetobacter antiratus (CIM 60 pg/mL) [20] e Acinetobacter
baumannii (CIM 64 pg/mL) [58]. Em adi¢ao a atividade bacteriostatica contra A.
baumannii, a CPZ (128 pg/mL) possui a habilidade de reduzir em 3 log a densidade
celular desse microrganismo apds 3 h de incubagio, demostrando assim o potencial
bactericida desse firmaco também contra espécies de Gram-negativas [58]. O efeito
antibacteriano também foi mensurado contra Protens vulgaris [20] e Pseudomonas
aeruginosa [20, 58, 61], mas em ambos os casos a CPZ foi inativa (CIM >500 pg/mL).

Entretanto, sua interagao sinérgica com os antibiéticos ceftazidima, ceftriaxona, imi-
peném, estreptomicina, tetraciclina, canamicina, amicacina e tobramacina foi demos-
trada contra E. coli [20,68-70]. Adicionalmente, a CPZ na concentragio de 200 pg/
mL potencializa os efeitos antibacterianos do acido nalidixico, norfloxacino, cipro-
floxacino, cloranfenicol, tetraciclina e brometo de etidium contra Salmonella enterica
serovar Typhimurium [71]. Os resultados indicam que o sinergismo produzido pela
combina¢iao da CPZ com os antibiéticos disponiveis na clinica se limita as espécies
sensiveis a essa fenotiazina isoladamente [20, 71].

Apesar do preciso mecanismo de agao antibacteriano da CPZ ainda nao ter sido iden-
tificado, alguns trabalhos tem mostrado que essa fenotiazina estd relacionada com alte-
ragoes na parede celular bacteriana (ver figura 2) [56, 72]. Esse fato pode, pelo menos
em parte, justificar a atividade mais pronunciada contra as espécies Gram-positivas.
Kristiansen em 1979 revelou pela primeira vez que a exposicao de S. aureus a diferen-
tes concentragoes de CPZ (0-200 pg/mL) reduz a liberagio de hemolisina no meio
de cultura, indicando uma menor permeabilidade celular [56]. Andlises posteriores
de microscopia eletronica revelaram que esse efeito ¢ causado pelo aumento na espes-
sura da parede celular induzida pelo composto [72]. Em adigdo, 4 altas concentragoes
(acima de 30 pg/mL) a CPZ ¢ capaz de induzir alteragoes ultraestruturais na parede
de S. aureus, produzindo corpos celulares semelhante a mesossomas, além de divisoes
celulares assimétricas [72]. Recentemente um estudo mostrou que a concentragio de
62,5 pg/mL a CPZ foi capaz de romper a membrana plasmatica e parede celular de S.
aureus [59]. As alteragdes observadas foram semelhantes as induzidas por antibidticos
B-lactimicos, o que sugere um mecanismo de agao similar para CPZ [11].

Além disso, as fenotiazinas sao conhecidas por alterar a morfologia das bactérias Gram
-negativas em concentragoes subinibitérias [13]. As alteragoes estio especificamente
relacionadas com a espécie, de tal forma que a CPZ causa a filamentagao de E. coli [73]
e modificagdes ribossomais e proteicas em Salmonella enterica serovar Typhimurium

[63]. A CPZ (60-40 pg/mL) induz a filamentagio de E. coli apés 5 h de incubagio,
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entretanto a partir de 8 h a forma bastonete comeca a prevalecer novamente, até total
reversdo para a morfologia normal ap6s 24 h. A determinagao das proteinas que for-
mam o envelope celular de E. coli revelou que durante a filamentagio existe uma altera-
¢a0 no padrio de expressao. Nesse caso, certas proteinas da parede celular sao reguladas
positivamente, as quais reduzem a permeabilidade de CPZ e assim, permite a reversio
para a morfologia normal [73]. Interessantemente, de maneira semelhante 4 CPZ, os
p-lactAmicos também estimulam a filamentacao de E. co/7, 0 que reforca um mecanismo
de agao similar entre essas duas substancias [74].

Alteracoes morfologicas em Salmonella enterica serovar Typhimurium sdo também
observadas. A CPZ a partir de 75 pg/mL induz uma distribuigio citosélica anormal dos
ribossomos, além de aumentar a formagao de estruturas semelhantes a mesossomas. Na
parede celular de S. enterica, a CPZ produz espagos terminais e reduz as granulagoes.
A andlise eletroforética dessa estrutura revela que a CPZ promove a completa perda
de proteinas com 55 kDa. Em adi¢io, apds a exposi¢io para CPZ, a aglutinagio de S.
enterica pela adi¢ao de anticorpos dirigidos ao antigeno O ¢ completamente perdida.
Esses resultados confirmam a parede celular como alvo primério da agao antibacteriana
desse agente neuroléptico [63]. Entretanto, diferente das espécies Gram-positivas, para
acessar os componentes da parede celular de Gram-negativas, a CPZ precisa primeira-
mente atravessar a membrana externa. As espécies Gram-negativas sao particularmente
resistentes a uma série de fArmacos, pois muitos dos agentes antibacterianos niao conse-
guem vencer essa barreira [75]. Entretanto, o papel da membrana externa na resisténcia
intrinseca das espécies Gram-negativas aos efeitos antibacterianos da CPZ ainda pre-
cisa ser determinado.

Em adicao aos efeitos da CPZ na estrutura da parede celular bacteriana, um estudo
recente tem mostrado que esse firmaco pode também agir em alvos intracelulares. A
ribonuclease P (RNase P), uma ribozima essencial para a replicagio do material gené-
tico de eubactérias, responsavel pela 5’-maturacio dos precursores de tRNA, ¢ par-
ticularmente sensivel aos efeitos inibitérios da CPZ (figura 2) [76,77]. A atividade
enzimética da RNase P de M. tuberculosis (K; 16116 uM), Mycoplasma hyopneumo-
niae (K, 17049,2 uM) e E. coli (K; 437433 pM), medida pela capacidade de cliva-
gem do tRNA, foi eficientemente inibida pela CPZ [77]. Esse fato reflete que a CPZ
apresenta mecanismos de a¢ao independente da parede celular bacteriana, a qual inclui
alvos conservados entre vérias espécies de bactérias, como o caso das ribonucleases. Esse
fato justifica o espectro antibacteriano estendido desse composto.
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ATIVIDADE CONTRA MICOBACTERIAS

Virios estudos demonstram que a CPZ possui atividade iz vitro contra M. tubercu-
losis em concentragdes a partir del pg/mL, a qual ¢ 10 vezes superior a comumente
encontrada no plasma apds uma dose usual desse farmaco [78-85]. Entretanto, o M.
tuberculosis ¢ um patdgeno intracelular com tropismo por macréfagos humanos [86].
Assim sendo, a capacidade que essas células tém de concentrar a CPZ pode favorecer a
sua atividade antimicobacteriana.

De fato, varios estudos t¢ém demonstrado que a morte de M. tuberculosis fagocitados
por macréfagos ¢ reforcada por concentragdes de CPZ a partir de 0,1 pg/mL [14, 79,
87, 88]. E importante notar que enquanto Muitos compostos tém demonstrado ter
atividade 77 vitro contra M. tuberculosis, poucos destes penetram no macroéfago e retém
a atividade contra as micobactérias intracelulares. Corroborando com esses dados de
que as fenotiazinas promovem a morte de micobactérias intracelulares, camundongos
infectados com M. tuberculosis toram curados desta infec¢ao quando tratados com ané-

logos estruturais da CPZ [89].

Em adigio, estudos tém mostrado que, mesmo em linhagens altamente resistentes a iso-
niazida e rifamicina, o efeito da CPZ ¢ mantido ao mesmo nivel de controles sensiveis
as terapias convencionais [78]. Assim sendo, essas evidéncias apontam que a CPZ deve
ser seriamente considerada para a terapéutica da tuberculose, principalmente quando
causada por cepas multirresistentes [90-92].

EFEITO DA CPZ SOBRE MECANISMOS DE RESISTENCIA

As fenotiazinas inibem o transporte de célcio (Ca?*), impedindo a sua ligagao as pro-
teinas de ligagio ao Ca?*, como a calmodulina [35]. Isto significa que os sistemas enzi-
maticos que sao dependentes de Ca**, tais como os envolvidos na geragio de energia
celular a partir da hidrélise de ATP, sao inibidos [93]. Esses sistemas podem ser muitas
vezes associados ao desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos em diferentes espé-
cies de bactérias [38]. Entre os quatro mecanismos gerais de resisténcia (i.c., inativagio
do firmaco, alteracao do alvo, efluxo do antibiético e impermeabilizagio da mem-
brana) a extrusio dos compostos antibacterianos por bombas de efluxo ¢ com certeza
um dos mais importantes fatores de resisténcia para multiplos antibiéticos (MDR).
Isso ocorre, pois diferente dos outros mecanismos, as bombas de efluxo apresentam alta
eficiéncia de extrusao dos firmacos ¢ uma ampla especificidade de substratos, podendo
assim, conferir resisténcia a multiplos agentes [94].
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De acordo com a sua composi¢ao, nimero de al¢as transmembranicas e fontes de
energia e substrato, as bombas de efluxo podem ser classificadas em 5 familias: fami-
lia de resisténcia divisio-nodulacao (RND, do inglés resistance-nodulation-division)
[95], superfamilia facilitadora principal (MFs, do inglés major facilitator superfamily)
[96], cassete de ligagio ao ATP (ABC, do inglés ATP (adenosine triphosphate)-binding
cassette) [97], pequenos efluxos relacionados a multirresisténcia (SMR, do inglés small
multidrug resistance family) [98] e familia de extrusao de compostos téxicos ¢ multi-
plas drogas (MATE, do inglés multidrug and toxic compound extrusion family) [99]. A
familia ABC possui como fonte de energia o ATP, assim sendo, ¢ possivel que a CPZ,
ao bloquear os sistemas enzimaticos dependentes de Ca** que hidrolisam o ATP, possa
estar associada & inibi¢ao dessas bombas de efluxo [97]. Nessa dire¢ao, diversos estudos
tém demostrado que CPZ reverte o fenétipo MDR de bactérias por inibir sistemas de

efluxo [15-18].

A CPZ em concentragdes nao antibacterianas (referente a 50% da CIM) ¢é capaz de
inibir as bombas de efluxo sensiveis a reserpina em MRSA [15,16]. A utilizacao dessa
fenotizina reduziu a CIM da oxacilina de >800 pg/mL para 100 pg/mL. Em um iso-
lado de MRSA, a CIM da oxacilina reduziu em mais de 40 vezes, e esse B-lactimico foi
efetivo a concentragio de 20 pg/mL quando combinada com a CPZ [16]. Adicional-
mente, CPZ inibe o transportador NorA em §. aureus.

A exposicao de S. aureus que superexpressam NorA, 4 concentragoes subinibitérias
(25% da CIM) da CPZ eleva consideravelmente a sensibilidade ao norfloxacino
(aumento de 4 vezes) e aos citions inorganicos brometo de etidio (EtBr) (aumento de
S vezes) e brometo de tetrafenilfosfonio (TPP) (aumento de 8 vezes) [18]. NorA é uma
proteina com 388 aminodcidos e de 12 al¢as transmembranicas pertencentes a familia
MES que pode extruir uma variedade de compostos antibacterianos como fluorquino-
lonas hidrofilicas (norfloxacino e ciprofloxacino), corantes (como o brometo de etidio)
e quartendrios de aménio biocidas [17,18]. Semelhante a outros membros da familia
MFES, a NorA emprega como fonte de energia a for¢a préton-motrix dependente de
H*. Em adi¢io ao conhecido efeito sobre os ions Ca**, outros estudos mostram que
CPZ inibe também o transporte do fon H* em células intestinais de coelhos [100] ¢ em
leveduras [101]. Em células de S. aureus, a inibicio dos transportadores dependentes
de H* promove uma redugao na variagio do potencial elétrico transmembrana (¥), a
qual culmina na queda da forca motriz do sistema para 23% do seu total [18]. Assim
sendo, tem sido mostrado que a CPZ inibe a NorA por induzir um colapso na fonte
energética dessa bomba de efluxo (ver figura 2).

Em adicio a NorA, a bomba de efluxo para tetraciclina TetK também ¢ inibida pela
CPZ em §. aureus. A exposicao de 25 ug/mL por 24 h reduz a CIM da tetraciclina de
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6,25 pg/mL para 0,78 pug/mL (redugio de 8 vezes) em linhagens de S. aureus TetK-
positivas [18]. A inibi¢ao de TetK, provavelmente ¢ também devido a inibicao da forca
préton motriz, uma vez que assim como a NorA, esse sistema de efluxo é pertencente a
familia MES. No entanto, além dos efeitos sobre a for¢ca motrix, parece que os elétrons
7 do sistema de anéis nas fenotiazinas contribuem para uma inibi¢ao direta sobre as
bombas de efluxo. Essa regiao possibilita uma ligacao eletrofilica com residuos impor-
tantes para a atividade coordenada dessas proteinas, o que pode comprometer a ligacao
com o substrato ¢ assim reduzir a sua capacidade de extrusio (ver figura 2) [17].

A CPZ também inibe bombas de efluxo presentes em bactérias Gram-negativas. Nas
concentragdes a partir de 2 ug/mL essa fenotiazina bloqueia os sistemas de efluxo em
S. enterica sorovar Typhimurium. Esse efeito foi similar ao observado pelo tratamento
com o Fenil-arginina-B-naftilamina (PABN) ¢ o Carbonil Cianido m-clorofenilhidra-
zona (CCCP) inibidores competitivos das bombas de efluxo pertencentes a familia
RND e da forga préton-motriz, respectivamente [21]. A CPZ (200 pg/mL) eleva a
concentragao intracelular do brometo de etidium em S. enterica sorovar Typhimurium
em quase 4-vezes por inibir o sistema de efluxo tripartite AcrAB-TolC, o qual é conhe-
cido pela extrusao desse corante antibacteriano. A inibi¢ao desse sistema de efluxo pela
CPZ ¢ tao eficiente que em linhagens de . enterica sorovar Typhimurium com delecio
dos genes #20/C ou acrB, o acimulo do brometo de etidium ocorreu em um nivel inferior
ao induzido pelo uso do agente neuroléptico [71].

As fenotiazinas também afetam a expressao de genes que codificam determinantes de
resisténcia. Um estudo tem revelado, por exemplo, que a prometazina é capaz de elimi-
nar plasmideos que carreiam genes codificadores de bombas de efluxo em E. coli, redu-
zindo a CIM para tetraciclinas [17]. A CPZ reduz também a expressao dos genes mecA
e blaZ induzidos pela oxacilina em S. aureus, os quais sao envolvidos na codificagio da
proteina de ligagao a penicilina do tipo 2a (PBP2a) e p-lactamases, respectivamente
[59]. Na S. enterica sorovar Typhimurium a CPZ reduz a expressio do gene acB o
qual codifica uma bomba de efluxo envolvida na extrusao do cloranfenicol, tetraciclina,
dcido nalidixico, triclosano e solventes orginicos [71].

Outros mecanismos de resisténcia, como as enzimas aminoglicosideo fosforilases
[102], sao também dependentes de ATP. Além disso, diversas outras bombas de efluxo
s3o dependentes da for¢a préton-motrix [96, 98, 99]. Entretanto, até a presente revisao,
nao existem evidéncias sobre o papel da CPZ nesses sistemas relacionados a resisténcia
aos antibidticos. Assim sendo, mais estudos devem ser conduzidos nesse sentido, obje-
tivando alcangar uma compreensao mais ampla sobre o papel da CPZ nesses diferentes
determinantes de resisténcia.

16



Reposicionamento da clorpromazina como agente antibacteriano
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Figura 2. Representagio esquemdtica dos efeitos da CPZ em células bacterianas. Como mostrado a
CPZ ¢é capaz de (1) inibir a ribonuclease P, essencial na replicagio genética da célula bacteriana; (2)
inibir sistemas de transporte de H* responséveis pela for¢a proton-motrix que fornece energia para
a funcio das bombas de efluxo; (3) os elétrons 7 do anel fenotiazidico na CPZ ¢ capaz de interagir
diretamente com bombas de efluxo inibindo-as e, em adicao, (4) esse formaco ¢ habil em agir na pa-
rede celular bacterina induzindo divisdes assimétricas, a formagao de mesossomos e o espessamento
dessa estrutura. Andlises microscdpicas também revelam que esse agente neuroléptico induz dis-
tribuicio anormal dos ribossomos citosélicos (5). PC: parede celular; MP: membrana plasmatica;

RNase P: ribonuclease P; Na* sédio; H*: hidrogénio.

EFEITO DA CPZ SOBRE FATORES DE VIRULENCIA

Os patdgenos bacterianos sao direcionados para a necessidade de assimilarem nutrien-
tes, sobreviverem e se reproduzirem dentro de um hospedeiro [103]. Em um curto
espago de tempo, eles requerem a flexibilidade para se adaptarem as mudangas ambien-
tais as quais foram expostos de maneira a viabilizar a sua colonizacio [104]. A adapta-
a0 necessdria que garante o estabelecimento do processo infeccioso ¢ dependente dos
fatores de viruléncia [103, 104]. A principal caracteristica bioldgica das bactérias que
afeta a satde humana reside na capacidade desses microrganismos em formar biofilmes
[58,105]. Essas estruturas sdo caracterizadas por um conjunto de células aderentes com
propriedades que as distinguem daqueles livres (planctonicas), como a grande resistén-
cia a agentes antimicrobianos quimicos e fisicos [105].
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Um estudo tem demostrado que a CPZ inibe a formacio de biofilme por . enterica
sorovar Typhimurium [21]. A revelagio do biofilme pelo ensaio do cristal violeta mos-
trou que o uso de concentragdes subinibitdrias da CPZ (a partir de 2 pg/mL) foi capaz
de reduzir a formagao do biofilme de maneira dose-dependente. O efeito parece ser
associado a capacidade que a CPZ tem de inibir os sistemas de efluxo. A inibi¢io da for-
magio de biofilme pelo composto foi similar ao induzido pela remogio experimental
dos genes #20/C ¢ acrB, os quais codificam para proteinas de efluxo homdélogas perten-
centes a familia RND [21].

Além da formacao de biofilmes, existe uma série de outros fatores relacionados a pato-
genicidade de bactérias [103, 104]. Esses incluem a produgio de toxinas, invasinas
(proteases, lipases e sacaridases), enzimas antioxidantes (catalase, superéxido dismu-
tase), adesinas e cdpsulas. Tem sido demonstrado que a fenotiazina prometazina reduz
a adesao de E. coli nas células epiteliais HEp-2 em cultura, sugerindo uma inibi¢ao na
producio de adesinas [58, 105]. Entretanto, apesar da evidéncia que as fenotiazinas
inibem a produgao de certos fatores de viruléncia, nenhum estudo tem descrito o efeito

da CPZ além do biofilme.
CONCLUSAO

Em resumo, a CPZ apresenta uma potente atividade antibacteriana contra micobacté-
rias e patdgenos Gram-positivos intracelulares. A capacidade que as células monofago-
citdrias tém de concentrar esse agente neuroléptico estd relacionado a uma importante
vantagem farmacocinética, uma vez que M. tuberculosis e S. aureus apresentam forte
tropismo para mondcitos e macréfagos. Em adigao, a CPZ ¢ capaz de inibir bombas de
efluxo e promover a reversao fenotipica de bactérias resistentes, tornando-as altamente
susceptiveis para as terapias convencionais. Assim sendo, conclui-se com essa revisao
que a CPZ pode eventualmente ser direcionada para o arsenal terapéutico antimicro-
biano contra patdgenos intracelulares, especialmente no que se refere ao manejo das
infec¢des causadas por cepas resistentes as terapias convencionais.

Entretanto, embora existam fortes evidéncias sobre o potencial terapéutico da CPZ em
infec¢oes bacterianas o seu uso nao é recomendado nesse momento, a menos que exista
anecessidade da terapia compassiva, ou seja, caso tenha exaurido todas as medidas tera-
péuticas tradicionais disponiveis. Para introduzir a CPZ, como monoterapia ou terapia
combinada, no entanto, sao necessarios estudos 7 vivo que busquem descrever o perfil
de eficicia e seguranca desse composto em um contexto de infec¢des sistémicas. Além
disso, mais estudos clinicos controlados devem ser conduzidos para avaliar o risco-be-
neficio associado 4 inclusao da CPZ no protocolo terapéutico das doengas infecciosas.
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REsuMoO

Este trabalho descreveu e comparou quatro estudos entre si que utilizaram métodos
automiticos em fluxo com detecgio espectrofotométrica e a reagao de oxidagao do
diclofenaco para determinar diclofenaco em formulagoes farmacéuticas e fluidos
corporais. Para isso, utilizamos os seguintes artigos: Versatility of a multicommuted
flow system in the spectrometric determination of three analytes, Sequential injection
spectrophotometric method for the assay of anti-inflammatory diclofenac sodinm in
pharmaceutical preparations, Screening of conditions controlling spectrophotometric
sequential injection analysis e Sequential injection spectrophotometric determination
of diclofenac in urine and pharmaceutical formulations e detalhamos as metodologias
empregadas, os resultados, conclusoes obtidas e comparamos entre eles os limites de
detecgio, desvio padrao relativo ¢ a frequéncia analitica. Os resultados mostraram
diferengas significativas entre métodos empregados e a utilizagio do Sistema auto-
mitico do tipo Andlise por Injecio Sequencial, apesar deste possuir menor frequ-
éncia analitica.
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Palavras-chave: FIA-multicomutagio, andlise por injecao sequencial, espectrofotometria,
diclofenaco de sédio, oxidagao.

SUMMARY

Use of automatic methods in fluxes with spectrophotometric
detection in the determination of diclofenac sodium in
pharmaceutical formulations and body fluids

This study described and compared four studies that used automatic flow methods
with spectrophotometric detection and the oxidation reaction of diclofenac to
determine diclofenac in pharmaceutical formulations and body fluids. For this, the
following articles were used: Versatility of a multicommuted flow system in the spectro-
metric determination of three analytes, Sequential injection spectrophotometric method
for the assay of anti-inflammatory diclofenac sodium in pharmacentical preparations,
Screening of conditions controlling spectrophotometric sequential injection analysis
and Sequential injection spectrophotometric determination of diclofenac in urine and
pharmacentical formulations and we detail the methodologies used, the results, the
conclusions obtained and compare the limits of detection, relative standard devia-
tion and analytical frequency. The results showed significant differences between the
employed methods and the use of the Automatic System of the Sequential Injection

Analysis type, although this one has a lower analytical frequency.

Key words: FIA-multicomutation, sequential injection analysis, spectrophotometry,

sodium diclofenac, oxidation.

INTRODUCAO

A inflamagao ¢ um processo biolégico no qual o organismo libera substincias quimi-
cas frente a uma lesao celular fisica (trauma ou queimadura), biolégica (invasio por
microrganismos ou mesmo quando o préprio organismo reconhece suas proprias célu-
las como invasoras) ou quimica (decorrentes de substincias dcidas ou bésicas) [1].

Um dos firmacos mais prescritos no combate a dor e a inflamagao ¢ o diclofenaco de
sédio, cujo nome oficial ¢ 2 - [(2,6-diclorofenil) amino] benzeno acetato de sédio.
Este farmaco pertence a classe farmacoldgica dos anti-inflamatérios nao esteroidais
(AINEs), onde atua no organismo inibindo a enzima ciclo-oxigenase, no qual é respon-
savel pela transformagio do 4cido araquidénico em Prostaglandina G2 [2]. Quanto a
forma de administragio no organismo, este firmaco ¢ administrado por via oral (com-
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primidos e cdpsulas), parenteral (injetdvel), oftdlmica, retal (supositério) e dermatolé-

gica (gel) [1].

Como todo medicamento, o diclofenaco ao ser administrado no organismo apresenta
uma série de efeitos colaterais, dentre os mais relatados sao: os efeitos gastrointestinais,
dor de cabeca, tontura, edema e lesao que pode ser hepatica ou renal, sendo em alguns
casos, as ulceras géstricas ou intestinais, ulceras hemorrégicas, insuficiéncia cardiaca e
problemas de visao [2-4].

Dessa forma, levando-se em consideracao aos efeitos colaterais desse medicamento e
sua prescri¢do no tratamento da dor e inflamacio, os laboratérios de analises utilizam
os padrdes de controle de qualidade para garantir a eficicia e a eficiéncia do uso desse
medicamento pelos consumidores. Dessa maneira, para garantir isso, estes utilizam
metodologias analiticas utilizados nas farmacopeias (metodologias oficiais), que na
maioria delas, utiliza a titulagio potenciométrica [1]. Entretanto, esta metodologia
apresenta algumas desvantagens, tais como: resposta rdpida e limitada que o eletrodo
deve fornecer mediante as mudangas do potencial elétrico, homogeneizagio constante
da solugao, consumo excessivo de reagentes e uso de equipamentos especializados.

Por causa dessas limitagdes observados na metodologia oficial, os laboratérios de ana-
lises estao recorrendo aos métodos espectrofotométricos, devido ao baixo custo, rapi-
dez e simplicidade [5]. O trabalho de revisao realizado por Gouda e colaboradores, no
periodo de 1985 22008, descreveram a utilizagao dos métodos espectrofotométricos e
espectrofluorimétrico na determinagao de alguns AINEs e concluiram que esses méto-
dos sio regulares e muito utilizados na confirmagio ou quantificagio das substincias
de interesse [6].

Como os métodos espectrofotométricos sao de baixo custo quando comparado a
outros métodos, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia ou eletroquimicos,
a utilizagao deles com os analisadores automaticos em fluxo tem suas vantagens, que
sdo: reducdo dos custos analiticos por via da diminui¢ao do numero de operadores
envolvido ¢ 0 consumo minimo de reagentes ¢ amostra [7], o que acaba gerando menos
impacto ambiental, no que tange ao descarte desse firmaco. Dentre os analisadores
automdticos em fluxo, o mais utilizado em escala industrial ¢ o analisador por inje¢ao
sequencial [8].

Na determinacio de diclofenaco em formulagoes farmacéuticas, as reagdes mais uti-
lizadas sao as de oxidagao. Isso acontece devido as coloragdes que hd entre o reagente
e firmaco. Assim, observamos na literatura que os principais oxidantes utilizados na

reagio com o diclofenaco foram Ce(IV), BrO; Fe(III) e MnO, [9-14].
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Portanto, diante do exposto e devido as vantagens do método espectrofotométrico e
dos analisadores automdticos em fluxo, este trabalho descreveu quatros estudos que
utilizaram, respectivamente, as reagdes oxidacao do diclofenaco com permanganato em
diferentes meios e sistemas automaticos em fluxo com deteccio espectrofotométrica na
determinacio de diclofenaco em formulagoes farmacéuticas ¢ fluidos corporais. Além
disso, comparamos esses estudos entre si com a finalidade de mostramos qual deles foi
mais vantajoso ¢ o mais empregado.

METODOLOGIA

Para a realizagao deste trabalho, utilizamos dois critérios: métodos automaticos em
fluxo e a reagao de oxidagao do diclofenaco com permanganato. Desses critérios, sele-
cionamos os seguintes artigos: Versatility of a multicommuted flow system in the spectro-
metric determination of three analytes, Sequential injection spectrophotometric method for
the assay of anti-inflammatory diclofenac sodium in pharmaceutical preparations, Scree-
ning of conditions controlling spectrophotometric sequential injection analysis e Sequential
injection spectrophotometric determination of diclofenac in urine and pharmaceutical for-
mulations. Desses estudos, descrevemos a metodologia utilizada em cada, os resultados
¢ as conclusoes obtidas. Em seguida, comparamos os sistemas automaticos a partir do
limite de detecgao, desvio padrao relativo e frequéncia analitica com a finalidade de
verificar qual destes foi mais vantajoso. Portanto, antes da apresentagao dos estudos,
apresentaremos de forma breve e simples os conceitos de sistemas automdticos ¢ sua
importincia nas analises farmacéuticas.

M¢étodos automaticos e a utilizacao destes nas andlises farmacéuticas determinagao de
diclofenaco de sédio em formulagoes farmacéuticas e fluidos corporais

Atualmente, os laboratérios de analises estio interessados no desenvolvimento de
metodologias que utilizam sistemas autométicos. As razdes para a utilizacao desses sis-
temas estao: maior seguranca do analista no manuseio de substincias que oferecem
riscos a satde, redugio de custos, baixo consumo de reagentes ¢ amostras, execugio
de procedimentos em um menor intervalo de tempo, diminui¢ao do esfor¢o humano,
melhora na precisio das andlises etc. [15].

Contudo, os analisadores automdticos sao classificados em trés grupos: analisadores
automaticos discretos ou em batelada, automadticos robotizados e automdticos em
fluxo. Os analisadores automdticos discretos, ou em batelada, sao versdes mecanizadas
de métodos cléssicos manuais. Nestes, um sistema mecinico transporta a mistura rea-
cional de amostra individualizada para o detector, onde as medidas sao realizadas apds
o estabelecimento do equilibrio fisico e quimico da reagao de interesse, afim de alcangar
a maxima sensibilidade analitica [16].
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J4 os automadticos robotizados sio mimetizagoes robdticas dos procedimentos execu-
tados por um operacionalizador. Ou seja, este método automatico utiliza um brago
mecanico, controlado por um computador para executar as operagoes analiticas. No
entanto, a desvantagem desse sistema estd no custo elevado, alta complexidade meca-
nica e diversas limitagoes na realizacio de andlises automdticas [17].

Por outro lado, os analisadores em fluxo processam amostra e reagente em fluxo continuo.
Dessa maneira, o primeiro sistema em fluxo foi desenvolvido por Leonard Skeggs [18] em
1957. Desde esse ano até os dias de hoje, esse sistema passou por uma série de transforma-
¢oes com objetivo de facilitar as operagoes analiticas, minimizar a interven¢ao humana
¢ simplificar o sistema. Dentre estes sistemas temos: andlise em fluxo segmentado, and-
lise por injegao em fluxo, andlise em fluxo monossegmentado, andlise por injecio sequencial,
andlise em fluxo com multicomutacio e andlise em fluxo-batelada [9)]. Devido ao crescente
numero de analisadores em fluxo desenvolvidos, a IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) [19, 20] recomendou uma classificagao de acordo com o proces-
samento da amostra ou reagente(s) ¢ da caracteristica basica do sistema.

Apesar da diversidade de sistemas automdticos em fluxo, em 2015 Gomes ¢ colabora-
dores[9] publicaram um artigo de revisao, descrevendo a origem, as vantagens ¢ des-
vantagens desses sistemas. Além disso, os sistemas em fluxo mencionados possuem uma
configuragio bésica. Ou seja, todos possuem um sistema de inje¢ao, propulsao, mistura/
reagdo e detecgao. A propulsao dos fluidos ¢ feita através de uma bomba peristaltica,
microbombas, bomba pistio ou por agio da gravidade. A injegao pode ser dada através
de seringa, vélvulas solenoides, valvulas rotatérias ou injetor proporcional. Sendo que
esta ultima ¢ responsdvel pela diferenciagio dos sistemas automdticos citados [9]. A
mistura, geralmente, ocorre em reatores que pode ser uma bobina helicoidal ou cAmara
de mistura. E por fim, a detec¢ao pode ser dada de vérias formas: espectrofotometria de
absorc;?lo e emissio atdmica, fotometria, potenciometria, voltametria, etc. [9] A ﬁgura
1 mostra a configuracio basica de todo sistema em fluxo.

Devido a evolugao ocorrida nos sistemas automaticos em fluxo e as vantagens relacio-
nadas a esses sistemas quanto a automagao da manipulacio de solu¢oes com fluxo inter-
mitente; minimiza¢ao do consumo de reagentes e amostras; aumento da frequéncia de
amostragem; simplicidade e baixo custo de instrumentagio [22], em 2006 Pimenta e
Colaboradores [5] e em 2007 Tzanavaras e colaboradores [8] publicaram um artigo de
revisao mostrando a importancia e eficiéncia dos sistemas de Injecio em Fluxo nas ana-
lises farmacéuticas. Para Tzanavaras e colaboradores os sistemas de Analise por Injecao
em Fluxo (FIA, em inglés) sao divididos em trés segdes, que sao: A primeira com siste-
mas FIA homogéneos e inclui métodos baseados em: medidas de Ultra Violeta diretos,
interagoes dos metais com as drogas ¢ as vdrias reagdes com formagao de compostos
coloridos; a segunda secao aborda os sistemas FIA heterogéneos e especificamente a
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utilizagio de reatores em fase sélida e os sensores dpticos; a terceira parte da revisio
¢ dedicada aos sistemas FIA com pré-tratamento (hidrdlise, digestao e fotélise) das
amostras [8].

b) C) d) Fotométrica
L]
Bomba peristaltica Vilvula rotatéria Reator circular
:W@ Potenciométrica
-m- Reator lagado

Of0 000000000

Injetor
Pressdo gasosa proporcional Reator empacotado

= _,1_I=q

Espectrométrica
atémica

Dispositivos de

Bomba pistao ou seringa Injecao hidrodinamica K
separagio/ digestio Voltamétrica
Propulsao Iniec Mistura/ separagio Detecci
dos fluidos njegao ctecgao

Figura 1. Diagrama esquemdtico de um sistema de andlise em fluxo simples. (a) exemplos de siste-
mas para propulsio dos fluidos, (b) exemplos de sistemas de injecio, (c) exemplos de sistemas de

mistura e (d) exemplos de detectores.

Fonte: Adaptada da referéncia [21].

Avaliagao dos métodos automatizados com detecgao espectrofotométrica na determinacio
de diclofenaco de sédio em formulagoes farmacéuticas e fluidos corporais

A respeito do emprego dos sistemas automdticos com detecgio espectrofotométrica
e da reacdo de oxidagao do diclofenaco com permanganato em diferentes meios e de
forma direta, hd trés estudos que utilizaram o sistema em fluxo do tipo Analisador
Sequencial e um que utilizou o sistema em fluxo multicomutado.

Em termos da utilizagao dos sistemas automaticos em fluxo e em escala cronolégica,
o primeiro estudo foi realizado por Rodriguez e colaboradores [12], publicado pelo
periddico Journal of Flow Injection Analysis no ano de 2008, cujo titulo é: Sequential
injection spectrophotometric determination of diclofenac in urine and pharmaceutical for-
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mulations. Nesse estudo, a oxidagao do diclofenaco com permanganato, de concentra-
¢ao de 1,0x10” mol-L"!, ocorreu em meio basico. Para isso, os autores prepararam uma
solucao de hidréxido de sédio com concentragao de 1,0 mol-L™. Além disso, os autores
utilizaram o método Taguchi para parametrizacio experimental ¢ o sistema automatico
do tipo Analisador por Inje¢io Sequencial (SIA, em inglés).

Nesse tipo de sistema automdtico, os autores utilizaram uma seringa como injetor e
uma vélvulas seletora de multiposi¢ao ou multiportas, sendo esta controlada pelo com-
putador que utilizou o programa Autoanalysis S.0. A etapa inicial realizada nesse sis-
tema consistiu na inje¢ao de uma aliquota de amostra de 0,5 mL que foi aspirada da
porta 2 para dentro da bobina de retengio, ocorrendo em seguida o direcionamento
desta mesma aliquota para a porta 4, com a finalidade de limpar o sistema. Essas etapas
foram repetidas quando a amostra foi alterada. Uma vez que o tubo de amostra foi
preenchido, 0,12 mL do contetdo foram aspirados em dire¢ao ao reator (R1) junta-
mente com 0,12 mL de solucio de permanganato 1,0x10” mol.L" (porta 1) (ambas
as taxas de aspiracao de 30 mL-min™); a mistura ocorreu no reator 2 (R2). A mistura
foi transportada através da porta 3 para o detector a uma taxa de fluxo de 1,0 mL-min™
durante 2 min. O sinal foi monitorado a 445 nandémetros (nm) no espectrofotdmetro
UV vis do modelo Lambda 40, marca Perkin-Elmer. Apds o dimensionamento do sis-
tema, o método empregado foi comparado com o descrito nas analises farmacéuticas,
que empregam a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou HPLC (High per-
Jformance liquid chromatography), para validagao dos resultados. A figura 2 mostra o
esquema do sistema automético utilizado pelos autores.

Figura 2. Diagrama esquematico do trabalho realizado por Rodrigues e colaboradores. (Sy) seringa,
(CS) solugao carregadora, (R1) reator 1, (V) vélvula seletora, (OS) oxidacio da solugio de Permanga-
nato (S) amostra, (R2) reator da mistura, (D) detector espectrofotométrico, 455 nm, (W) descarte.

Fonte: adaptada da referéncia [12].
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A partir desse sistema, os pardmetros avaliados foram: a influéncia sobre o sinal ana-
litico do comprimento do reator (com comprimentos de 60, 90 ¢ 120 cm), o volume
aspirado (volume de permanganato ¢ o volume da amostra — com volumes de 60, 90 ¢
120 microlitros) e a taxa de fluxo (com taxas de 0,50; 0,75 ¢ 1,0 mL-min™); j4 a matriz
ortogonal (L) utilizada foi 3%, resultando em 81 experimentos para os trés niveis avalia-
dos e as medi¢oes realizadas em solugoes de diclofenaco, de concentragio 50 mg:mL"
para diferentes tempos de armazenamento.

Os resultados obtidos foram estatisticamente calculados, utilizando-se o programa
ANOVA-TM, no qual apresentou um valor de variincia 3,17 para um nivel de con-
fianga 95% (valor da razao da variancia/ valor da razio da variAncia critica).

Por outro lado, os resultados obtidos a partir do dimensionamento do sistema mos-
traram que sob condi¢des ideais, o intervalo linear da curva de calibragao variou 10,0-
100,0 mgL" com um limite de detecgao de 5,0 mg-L", taxa de amostragem de 15
determinagées por h', desvio padrao relativo da repetibilidade analitica menor que
3,0%. A partir disso, o estudo das andlises da amostra revelaram que nao houve diferen-
cas significativas do método proposto pelos autores com o método de referéncia, isso
quando se empregou o teste T, no qual foi obtido um valor de 2,78 a partir da compara-
¢ao do t calculado com o t tabulado para um nivel de confianga de 95%. Logo, segundo
os autores o método automdtico possui uma enorme vantagem em relagio ao método
de referéncia, pois este ¢ preciso e menos intensivo de mao-obra.

O segundo estudo foi realizado por Sutan e colaboradores [23] ¢ este foi publicado dois
anos apos os estudos de Rodriguez e colaboradores. Nesse estudo, os autores realizaram
a oxida¢do do diclofenaco com permanganato, acidificado a pH 6,0 ¢ uma solugao de
4cido sulftirico com concentragio de 6,0 x 10 mol-L". Dessa forma a reagio entre o
analito e o reagente ocorreu em meio 4cido. Além disso, o autor dividiu o procedi-
mento da andlise no sistema automdtico em fluxo em passos, que foram, inicialmente:
processo de injecio sequencial, utilizou uma seringa de 5 mL (SP) para realizar opera-
coes de aspirago e dispensagao. O permanganato de potassio (R) foi ligado a vélvula de
selecao através da porta 2, as solugoes padrao de diclofenaco foram preparadas na faixa
de 202250 mg-L" e ligadas a valvula seletora através das portas 3,4, 5, 6 ¢ 7, enquanto
a concentragao desconhecida do analito, que geralmente ¢ a solucio de comprimidos,
foi ligada a valvula seletora através da porta 8.

As tubulagoes foram carregadas com os respectivos reagentes por uma corrida de aspi-
ragao. A bomba da seringa foi preenchida com dgua acidificada como solugao transpor-
tadora dirigindo a valvula de duas vias para o modo (na posi¢ao). Foram dispensadas
500 uL da solugio carregadora de dgua acidificada para lavar a bobina de retengao,
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bobina de reagio, a célula em fluxo e ajustou-se a absorvincia do espectrofotdmetro a
zero. Apos isso, a uma taxa de fluxo de 50 pL.s”, foram aspirados sequencialmente 50
uL de permanganato de potissio, 50 uL do firmaco para dentro da bobina de reten-
¢a0. Dessa maneira foi realizado um curto curso reverso para permitir que todos os
reagentes se misturem em um fluxo de 5 uL.s”, seguido de distribui¢io continua em
diregao ao detector por 30 segundos para ser registrado a absorbincia. Assim, esses
passos foram repetidos, mas aspirando a amostra do medicamento das outras portas da
valvula seletora. Dessa forma, a concentragio desconhecida da solu¢ao de diclofenaco
foi registrada diretamente no software FIA Lab.

Logo, 0s parametros otimizados por esses autores, que incluiu calibragéo univariada,
foram: a concentra¢ao do permanganato e a taxa de fluxo. Vale ressaltar que essa rea-
¢ao foi monitorada em 450 nm. Os resultados mostraram que a curva de calibragao
foi linear no intervalo de 30 a 135 mg-L"! com limite de detec¢ao 0,24 mg-L", limite
de detecgio em 0,7 mg-L" e sem resultados da frequéncia analitica. Apds esse dimen-
sionamento, os autores realizaram o estudo nas amostras e compararam os resultados
obtidos com a metodologia adotada pela Farmacopeia Britinica, no qual nio mostrou
diferengas significativas quando se utilizou o teste t-pareado.

Em 2011, o peridédico Chemistry Central Journal publicou o estudo realizado por Idris
Abubakr [11]. Este estudo baseou-se no planejamento fatorial da reagio do diclofenaco
com permanganato de potdssio em meio 4cido. O planejamento fatorial utilizou dois
niveis, médximo e minimo, e seis fatores, que foram: a taxa de fluxo (flow rate), concen-
tragdao do permanganato, concentragio do acido sulfurico, volume do permanganato,
volume do 4cido sulftrico e volume da amostra, totalizando assim 64 experimentos.
Além disso, o autor estudou a sensibilidade, a rapidez e o consumo do reagente. O
objetivo do planejamento fatorial utilizado pelo autor consistiu em otimizar o sistema
para determinar o diclofenaco em gel, comprimido e solucoes injetaveis. J4 a reagao,
baseou-se na oxidagio do diclofenaco com permanganato em meio a dcido sulftrico e
monitorado em 450 nm.

De acordo com o autor foi possivel determinar esse analito nessas matrizes. Os resulta-
dos do estudo mostram que taxa de fluxo de 15 pL.s”, concentragio de permanganato
5,0 mmol-L", concentragao de acido sulfurico de 100 mmol.L", volume de perman-
ganato de 50 puL, o volume 4cido de 60 uL ¢ o volume da amostra 60 uL registraram a
maior resposta em 1,87. O autor também comenta que para taxa de fluxo inferior a 15
uL.s! hd uma diminui¢io na frequéncia da amostra e superior a 30 uL-s” a diminui¢o
na repetibilidade do sinal analitico.
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Além disso, os resultados mostraram a linearidade na faixa de concentragio de 10a 150
ug-mL™", limites de detec¢ao e quantificagao em 1,37 e 4,57 pg-mL™, respectivamente,
desvio padrio relativo para repetibilidade ¢ precisio em 1,34 ¢ 2,75 %, respectivamente
e sem determinagao para frequéncia analitica. Apds isso, o método foi aplicado na
determinagao de diclofenaco em amostras de comprimidos, gel e injetdveis e compa-
rado com a metodologia adotada pela farmacopeia britanica, no qual mostrou que nao
houve diferencas significativas no método proposto.

Segundo o autor, a justificativa pelo uso do planejamento fatorial na andlise desse
estudo resultou na insuficiéncia bibliografica que utilizaram o mesmo, na incapacidade
de avaliar as interagoes entre as condig¢oes que sio mantidos constantes ¢ no enorme
tempo e consumo de reagentes das analises univariada. Além disso, o autor defende a
ideia que este trabalho foi pioneiro nas anélises em fluxo na regiao do espectro eletro-
magnético visivel.

Observando a existéncia de poucos trabalhos realizados na determinagao de diclofe-
naco em formulagoes farmacéuticas, Gomes e colaboradores [24] adaptaram a reagao
de oxidagao do fon diclofenaco com permanganato de potissio em meio 4cido para o
sistema de andlise de inje¢ao em fluxo com multicomutacio.

Esse sistema foi desenvolvido por Boaventura Reis ¢ permite a inser¢io de pequenas
aliquotas da amostra e do reagente de forma consecutiva e alternada, originando uma
amostragem bindria. Essa formagao de zonas reacionais favorece o processo de homo-
geneizagio entre a amostra ¢ o reagente, nao influenciando na velocidade analitica [22].
O mddulo de andlise ¢ constituido por um conjunto de vélvulas solenoides que sao
acionadas por um acionador vélvulas ou interface eletronica que sao controladas pelo
microcomputador. Com um recurso como este ¢ possivel controlar a inser¢ao precisa
dos volumes de reagentes e amostra apenas pelo tempo de acionamento e um canal de
bombeamento. Outra questao observada estd no controle do software de acordo com
o procedimento analitico no qual ¢ possivel fazer alteragoes somente no mesmo sem
alterar a estrutura fisica do sistema [22].

Dessa maneira os autores utilizaram um sistema automdtico em fluxo com trés val-
vulas solenoides do tipo trés vias. Os comutadores independentes foram submetidos
pela linguagem escrita Quick Basic 4.5, controlando os fluxos de amostra e reagentes
permitindo, assim, comutar (redirecionar) os fluxos e, portanto, flexibilizar o sistema
para formas totalmente automatizadas. Assim, no inicio, o sistema estava configurado e
todas as valvulas estavam desligadas, permitindo apenas o transporte da solugao trans-
portadora (CA) que foi aspirada através da véalvula V3 (linha cheia) em direcao ao
detector, formando a linha de base.
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Na sequéncia, as vélvulas V1, V2 e V3 sio ligadas, sendo que as duas tltimas sao acio-
nadas de forma alternadas, permanecendo V3 continuamente acionada, até o fim do
nimero de ciclos de acionamento definidos (ver diagrama de tempo), quando, entio,
todas as valvulas serdo desligadas. Essa sequéncia de eventos insere alternadamente (na
figura 3 corresponde a AB) no percurso analitico as quantidades definidas de solugoes
de amostra e reagente, as quais sao direcionadas a zona de confluéncia ¢ uma bobina
helicoidal (reator). A figura mostra a configuragao basica do sistema.

Diagrama de tiempo (T)

1 _TUrurururururrie
T2 nnnnnnnnnn

T3 —I L

Figura 3. Mddulo de anélise do sistema em fluxo por multicomuta¢io com valvulas sole-
noides por aspiragio para determinar diclofenaco em formulagio injetével. V1, V2, V3:
valvulas solenoides; A: amostra (diclofenaco); R1: reagente (permanganato de potdssio
4x10* Mol. L''); Ca: carregador (4gua deionizada); B: bomba peristaltica; R: reator; D
(detector): espectrofotdmetro; AB: amostra bindria; T1: tempo de acionamento da vélvula

V1; T2: tempo de acionamento da valvula V2; T3: tempo de acionamento da valvula V3;
W: descarte.

Fonte: Adaptado da referéncia [26]

Dessa forma, a reagao foi monitorada em 465 nm, e foram avaliados e otimizados os
pardmetros necessdrios para determinar o diclofenaco de sédio em formulagio injetd-
vel, empregando-se o método univariado para verificar quais foram os melhores sinais
analiticos. Os parAmetros avaliados foram: vazio, o niimero de ciclos, bobina da reagao
(reator), estudo da concentragio do reagente, tempo de inser¢ao do reagente ¢ o tempo
de inser¢ao da amostra.
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Os resultados desse estudo mostraram a faixa linear de concentragio de 20-80 mg-L",
limites de deteccio e quantificagao estimados em 0,10 ¢ 0,33 mg-L" respectivamente,
desvio padrio de 0,6% (n = 20) ¢ taxa de amostragem de 80 determinagdes com por
hora. A modelagem estatistica utilizada foi o teste T pareado. E de acordo com os cal-
culos realizados, o T calculado (4,02) foi menor que o T critico (4,30), levando-se em
consideragao o nivel de confianga de 95% para o numero de trés amostras. Em vista
desse resultado, pode-se concluir nao houve diferengas significativas entre os métodos.
Ressaltando-se que o autor comparou o método proposto com a farmacopeia brasi-
leira, no qual realiza determinagoes espectrofotométricas do tipo direta.

A tabela 1 mostra o resultado comparativo dos métodos descritos nesse trabalho. E
de acordo com essa tabela, pode-se observar que o método FIA multicomutagao apre-
sentou limite de detecgio e desvio padrio relativo (RSD%), para o estudo de repe-
tibilidade, menor que aqueles que sao descritos nos outros trabalhos. Outra questao
observada estd na elevada frequéncia analitica do método FIA multicomutagio quando
comparado com a frequéncia analitica descrita por Rodrigues e colaboradores. Com
esta observagao pode-se concluir que o sistema FIA multicomutagao possui frequéncia
analitica maior do que o sistema SIA, o que torna esse sistema um pouco desvantajoso.

Embora o sistema SIA tenha uma baixa frequéncia analitica devido ao sistema de inje-
¢ao ser dada de forma sequencial, o sistema automatico em fluxo do tipo multicomuta-
¢ao apresenta como principal desvantagem as caracteristicas operacionais das valvulas
solendides, nomeadamente uma inferior robustez. A ativa¢io de uma valvula solendide
durante um periodo de tempo prolongado leva a um aquecimento da valvula, o que
pode conduzir & deformagao do teflon das membranas internas, causando assim a sua
inutilizagio [25].

Tabela 1. Resultado comparativo do método proposto em fluxos.

Sultane Abubakr Rodriguez e Gomes e
Figuras de mérito colaboradores [le‘l colaboradores | colaboradores

[23]. ’ [12] [24]
Lineradidade (mg-L) 10-150 30-135 10-100 20-80
Limite de Detecgao/ (mg-L) 1,37 0,24 5,0 0,100
RSD (%) 1,3 1,5 2,9 0,6

Nao Nao

A e -1

Frequéncia h determinado | determinado 15 80
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CONCLUSAO

A partir desse trabalho, concluimos que o emprego dos métodos autométicos em fluxo
do tipo multicomutado e sequencial sao eficazes na determinagao de diclofenaco em
formulagdes farmacéuticas e fluidos corporais e que embora sejam vantajosos quando
comparados com outros métodos analiticos, entre eles hd diferencas nos limites de
deteccio, desvio padrao relativo e frequéncia analitica. Dos quatro estudos o que apre-
sentou melhores resultados foi o sistema multicomutado para os critérios de limite de
deteccao, desvio padrio relativo e frequéncia analitica. Além disso, concluimos tam-
bém que dentre os métodos automaticos em fluxo citados, o mais utilizado foi o anali-
sador em fluxo por injecio sequencial.
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RESUMEN

Se han utilizado herramientas computacionales para proponer moléculas derivadas
de cefalosporinas con potencial actividad antibacteriana, frente a cepas de Escherichia
Coli, con mayor afinidad como inhibidores de enzimas de unidn a penicilinas y que
a su vez disminuyan o no tengan afinidad por betalactamasas de espectro extendido.
Se disefiaron 20 moléculas con base en la estructura molecular de la cefalosporina,
las estructuras fueron optimizadas utilizando la teorfa del funcional de la densidad,
se calcularon descriptores moleculares de reactividad, de forma paralela se sometieron
a acoplamiento molecular con las enzimas antes mencionadas. Las moléculas presen-
taron valores de energfa de unidn negativos, doce moléculas mostraron una orientacion
¢ interacciones favorables en el sitio activo de la enzima de unidn a penicilinas y trece
moléculas presentaron menor afinidad que el ligando nativo (cefotaxima) por la
betalactamasa. Tres moléculas pueden considerarse como potenciales inhibidores de

enzimas de unién a penicilinas resistentes y betalactamasas.

Palabras claves: Cefalosporinas, enzimas de unién a penicilinas, betalactamasa de es-

pectro extendido, acoplamiento molecular.
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SUMMARY

Theoretical study of compounds derived from cephalosporins
with inhibitory activity potential front to penicillin binding
proteins (PBP) and resistance to Extended spectrum
Beta-lactamase (ESBL) produced by Escherichia coli

Computational tools have been used to propose molecules derived from cepha-
losporins with potential antibacterial activity, against strains of Escherichia Coli,
with higher affinity as inhibitors of penicillin-binding enzymes and which in turn
decrease or do not have affinity for extended-spectrum beta-lactamases. 20 mole-
cules were designed based on the molecular structure of the cephalosporin, the
structures were optimized using the density functional theory, molecular descriptors
of reactivity were calculated, and in parallel form they were subjected to molecular
docking with the enzymes mentioned above. The molecules showed negative
binding energy values, 12 molecules showed an orientation and favorable interac-
tions in the active site of the penicillin binding enzyme and thirteen molecules had
lower affinity than the native ligand (Cefotaxime) for betalactamase. Three mole-
cules can be considered as potential inhibitors of binding enzymes to resistant peni-

cillins and betalactamases.

Key words: Cephalosporins, penicillin binding protein, extended-spectrum beta-lac-

tamases, molecular docking.

INTRODUCCION

La resistencia bacteriana se ha convertido en uno de los grandes temores para la terapia
antibidtica, firmacos que eran eficaces han caido en desuso debido a la répida capaci-
dad de mutacién que tiene el sistema de resistencia bacteriana. Aunque los antibi6ticos
beta-lactdmicos atn siguen siendo considerados de primera eleccion en el tratamiento
de algunos procesos infecciosos [1], es apremiante la busqueda de nuevas alternativas
que ofrezcan una mayor eficacia frente a estos microorganismos. Apoyando lo anterior,
hemos considerado de interés realizar estudios computacionales que permitan llegar a
propuestas solidas para el disefio posterior de moléculas que puedan resultar de interés
en el drea de los antiinfecciosos.

En el grupo de los antibi6ticos betalactimicos, se encuentra la familia de las cefa-
losporinas [2], las que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana a través de la
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inhibicién competitiva de la enzima transpeptidasa, también llamada proteina de unién
a penicilina (PBP), imposibilitando su mecanismo de accién catalitico en la unién y
entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglucano, glucoproteina que le confiere la
forma, rigidez y estabilidad a la membrana celular bacteriana [3]. Sin embargo, las bac-
terias en su mecanismo de resistencia involucran la ruptura del anillo betalactdmico
por la accién de las betalactamasas [4]. Ejemplo de lo anterior es la E. coli resistente a
antibidticos tipo cefalosporinas por la produccién de enzimas betalactamasa de espec-
tro extendido (BLEE), principal mecanismo de resistencia antibacteriana [5].

Las infecciones bacterianas por agentes etioldgicos multiresistentes limitan el uso
de los antibidticos betalactdmicos, inconveniente que se acenttia con la reduccién
en el descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas con actividad antibiética
[6]. Por ello es necesario implementar otras alternativas terapéuticas que pueden ser
poco eficaces conduciendo a aumentos en las tasas de morbimortalidad, asi como
en los costos hospitalarios [5]. Una posibilidad que puede contribuir a disminuir
la magnitud del problema radica en el disefio de nuevos firmacos analogos estruc-
turales de las cefalosporinas, que surjan de un estudio computacional que permita
proponer moléculas que presenten alta afinidad para inhibir la enzima PBP y que
disminuyan su afinidad por la enzima BLEE [7].

El objetivo de este estudio es proponer nuevos compuestos derivados de cefalosporinas
con potencial actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia Coli, utilizando
como estructura base cefotaxima (ver figura 1), con el propésito de seleccionar molé-
culas que presenten mayor afinidad como inhibidores de las enzimas PBP y a su vez
disminuyan o no tengan afinidad por las enzimas BLEE; para la busqueda de moléculas
con dichas caracteristicas, se realizé un estudio tedrico de moléculas andlogas de cefa-
losporinas con modificaciones estructurales en la cadena lateral 7-acilamino, como
se ilustra en la tabla 1, la informacién se obtuvo de descriptores electrénicos que per-
mitieron comprender la relacién entre las estructuras de las moléculas propuestas, su
reactividad y predecir su comportamiento en el mecanismo de accién antibacteriana.
También se calcularon los valores de energia libre de unién por las proteinas PBP y
BLEE vy se identificaron las interacciones existentes entre cada uno de las moléculas
propuestasy en el sitio activo de estas enzimas, disefidndose de esta manera compuestos
derivados de cefalosporinas con potencial actividad antibacteriana mas efectiva y posi-
bles candidatos teéricos para estudios de desarrollo de nuevos firmacos.
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Figura 1. Estructura 2D cefotaxima.
METODOLOGIA

La metodologia de este trabajo se desarrollé en dos subsecciones: en una se describe
como se calcularon los descriptores de reactividad a compuestos andlogos de cefalos-
porina; en la otra seccidn se describe el estudio de las interacciones entre las moléculas
propuestas y el sitio activo de PBP y BLEE de E. co/i realizando célculos de acopla-
miento molecular.

Estudio te6rico para calcular descriptores de reactividad a los 20 andlogos de cefalosporina

Se disefaron 20 moléculas (MP) con diferentes modificaciones estructurales, utili-
zando como molécula referencia la cefotaxima (MREF) (ver tabla 1), se utilizé el pro-
grama GaussView 5.0 [8], para la construccién de estas moléculas, y sus geometrias se
optimizaron la teorfa del funcional de la densidad (DFT) [9] a un nivel X3LYP [10]
basado en el cdlculo DGDZVP [11]. Una vez optimizadas las moléculas se procedié a
realizar los célculos energéticos de los orbitales moleculares HOMO y LUMO (orbi-
tales frontera), para luego hallar la dureza y suavidad global. Todos estos célculos se rea-
lizaron con el paquete de programas Gaussian 09 [12]. Por ultimo se realizé el célculo
del mapa del potencial electrostitico molecular (MEP) para los archivos de salida de las
moléculas optimizadas empleando el programa Avogadro versién 1.0 [13].

Acoplamiento molecular y estudio de interacciones

Preparacién de proteinas y ligandos: la estructura 3D de la proteina PBP de una
cepa de E. coli (PDB: 3MZE) en forma de complejo co-cristalizado con el ligando
nativo cefoxitina (DB0133) y la estructura 3D de la BLEE (PDB: 3HLW ) en forma de
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complejo co-cristalizado con el ligando nativo cefotaxima (DB00493), se descargaron
de la base de datos PDB (Protein Data Bank) [14]. Se visualizaron y se identificaron
las proteinas con sus respectivos ligandos nativo en el sitio activo con el programa
SYBYL-X v2.1 [15], de alli se extrajo la estructura del ligando nativo, luego se elimi-
nando el agua y cofactores con presentes en los complejos cristalizados, y finalmente,
se adicionaron todos los hidrégenos y se asignaron las cargas Gasteiger-Marsilli [16].
Por otra parte, el ligando nativo fue preparado en AutoDocktools v1.5.6 [17], se adi-
cionaron los hidrégenos polares, e identificaron los enlaces rotables y las cargas de Gas-
teiger-Marsilli.

Los pardmetros del acoplamiento con AutoDock v4.2 [18] fueron: para la proteina
PBP, caja del Grid centrada en el sitio de unién del ligando nativo con un tamano 51 x
51 x 51 A, con espaciado entre los puntos de 0,375 A, generando 100 corridas por
ligando; y parala proteina BLEE caja del Grid centrada en el sitio de unién del ligando
nativo con un tamano 41 x 41 x 41 A, con espaciado entre los puntos de 0,375 e igual-
mente estipulando 100 corridas por ligando. Los resultados de energia de unién son
expresados en keal/mol.

Los ligandos nativos previamente preparados se reacoplaron en sus respectivas protei-
nas, con el objetivo de validar los protocolos de acoplamiento. Se comparé la estructura
cocristalizada del ligando nativo versus la estructura acoplada en el sitio activo de la
proteina y se utilizaron como criterios de validacién la orientacién en el sitio activo de
los ligandos, la energfa de unién y la desviacién estandar cuadritica media (RMSD).
Una vez el protocolo de acoplamiento molecular descrito arriba fue validado, de tal
forma que la posicion y orientacion tomada por los ligandos en la estructura 3D, fue
reproducida con cierta exactitud por AutoDock 4.2, los demas compuestos analogos de
la cefotaxima fueron optimizados y acoplados siguiendo el mismo protocolo. Final-
mente, se selecciond como mejor conformacién aquella que presentd la menor energia
libre de unién. Adicionalmente se usé el programa Discovery Studio [19] para visuali-
zar la mejor conformacién para cada ligando, identificando la ubicacién del farmacé-
foro y el tipo de interacciones proteina-ligando en el sitio activo de la enzima.
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Tabla 1. Estructuras 2D de las moléculas de estudio.
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Tabla 1. Estructuras 2D de las moléculas de estudio (continuacion).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La seccién de resultados y discusién se presenta de la siguiente manera: primero, se
presentan los resultados de los descriptores de reactividad y el andlisis de los mapas
de potencial electrostatico. Segundo, andlisis de las interacciones resultado del acopla-
miento molecular.

Descriptores de reactividad a los 20 andlogos de cefalosporina

Teniendo en cuenta los efectos estéricos y electronicos de los diferentes grupos susti-
tuyentes sobre la reactividad del anillo betalactdmico fue necesario un estudio de las
propiedades electrénicas de estas moléculas. En la tabla 2 se muestran los cdlculos ener-
géticos de los orbitales fronteras HOMO y LUMO, dureza y suavidad global para las
diferentes moléculas propuesta (MP) y la molécula de referencia (MREF). Se aprecia
para la MREF (cefotaxima) una suavidad de 0,227 €V, que al compararse con la de las
moléculas propuestas se concluye que MP2, MP6, MP9, MP11, MP13, MP14, MP19
y MP20 fueron las moléculas més suaves indicando que presentan mayor reactividad
que la cefotaxima y tendencia a cambios en su poblacion electrénica, actuando como
moléculas nucledfilas o electrofilas.

Mientras que las moléculas MP1, MP3, MP4, MP5, MP7, MP8, MP10, MP12, MP15,
MP16, MP17 y MP18 presentaron una dureza mayor que el valor de referencia calcu-
lado (2,203 ¢V), por lo que posiblemente presentardn menor reactividad con respecto
a la cefotaxima. Las moléculas pareadas MP1 y MP17, MP5 y MP7, MP12 y MP15
no presentan cambios significativos en los valores de dureza y suavidad, posiblemente
debido a que el ambiente quimico alrededor de R es muy similar.

Tabla 2. Descriptores globales calculados para compuestos andlogos de cefalosporinas a un nivel

X3LYP/DGDZVP.

ID Dureza () | Suavidad (S) ID | Dureza () | Suavidad (S)

MREF (cefotaxima) 2,203 0,227 MP11 2,073 0,241
MP1 2,364 0,212 MP12 2,307 0,217
MP2 2,106 0,237 MP13 2,143 0,233
MP3 2,245 0,223 MP14 1,747 0,286
MP4 2,407 0,208 MP15 2,307 0,217
MP5 2,371 0,211 MP16 2,441 0,205
MP6 1,831 0,273 MP17 2,362 0,212
MP7 2,373 0,211 MP18 2,468 0,203
MPS8 2,267 0,221 MP19 1,683 0,297
MP9 1,822 0,274 MP20 2,174 0,230
MP10 2,376 0,210
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Otra de las propiedades electrénicas calculadas fue el mapa de potencial electrostético
(MEP), utilizado tradicionalmente en la interpretacién cualitativa de la reactividad
quimica pero que también es ttil para analizar interacciones intermoleculares, debido a
la identificacién de regiones de potencial negativo, de alta densidad electrénica o zona
nucledfila susceptible a ataque electrofilico; y de regiones o zonas de potencial positivo,
de baja densidad electrénica susceptibles de ataque nucleofilico, es decir, zonas donde
la molécula puede interactuar ganando electrones [20]. El potencial electrostatico varia
de zonas mds negativas (rojo) a zonas mds positivas (azul) de la siguiente manera: rojo,
naranja, amarillo, verde y azul. Donde los colores intermedios indican un balance elec-
trénico homogéneo, es decir zonas con baja densidad de carga [21].

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos del mapa de potencial electrostatico
molecular (MEP), para identificar las zonas de reactividad o zonas capaces de generar
interacciones intermoleculares. Segun los resultados mostrados en el mapa de potencial
electrostético (MEP) de la figura 2, tanto el nucleo cefalospordnico como el sustitu-
yente 3-acetoximetilo de dichas moléculas no presentan diferencias significativas en
el potencial electrostitico, con respecto a la MREF, por el contrario, los sustituyentes
de la cadena lateral 7-acilamino para las MP presentan diferencias en los potenciales
electrostaticos sobre estas zonas, demostrado por el cambio de colores observados en

los MEP.

MREF MP9

MP16 MP17

Figura 2. Mapa del potencial electrostitico molecular (MEP) para las moléculas MREF, MP9,
MP16y MP17.
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Para la molécula MP9 predominan grupos electréfilos en la cadena 7-acilamino, indi-
cando que forman interacciones electrostaticas con grupos nucledfilos o donadores de
electrones o alta formacién de puentes de hidrégeno con grupos que presenten elec-
trones libres, aun asi, se observaron regiones con zonas de potencial negativo o de alta
densidad electrénica. En el caso de la molécula MP16 se observa una gran zona verde,
mostrando distribucién electrénica homogénea o baja polaridad en los grupos sobre
los que se observa ese potencial, prediciendo mayor facilidad para la formacién de inte-
racciones con residuos hidrofébicos.

Por otro lado, la gran mayoria de las moléculas propuestas presentaron diversas zonas
con potencial negativo y potencial positivo sobre la cadena 7-acilamino, es decir, zonas
nucledfilas y electréfilas que crean una alta polaridad en la region, por lo que se favore-
cerfa la formacion de diversas interacciones electrostaticas, ejemplo de una de ellas es la
molécula MP17, donde las zonas de potencial negativo se encontraban sobre los oxige-
nos carboxilicos y enlazados a nitrégeno. Las zonas de potencial positivo se encontra-
ban en cadenas alquilicas y sobre nitrégenos enlazados a dtomos mds electronegativos,
esperando formacion de interacciones con restos polares como puentes de hidrogeno.
Por tanto, se infiere que estas moléculas tienen alta capacidad de formar interacciones
electrostaticas con residuos de aminodcidos en el centro activo de las enzimas, favore-
ciendo acoplamiento ligando-receptor.

Acoplamiento molecular y estudio de interacciones

Segun el alineamiento mostrado en la figura 3, siguiendo el criterio visual, se observa
que la conformacién resultado del docking se ubica en el sitio de unién de la PBP (PDB:
3MZE), tomando una conformacién semejante a la que presenta el ligando nativo en
su estructura cristalizada, igualmente ocurre en el sitio de unién de la BLEE (PDB:
3HLW ). Segtin el criterio RMSD para ambas proteinas, se obtuvo un valor de 1,56 A
para la conformacidon de menor energia de unidn, considerandose como una confor-
macién aceptable [22]. Por lo tanto, se puede afirmar que AutoDock v4.2 reproduce
adecuadamente la forma de unién y las interacciones presentes entre ligandos nativos
y proteinas.

Posteriormente se llevé a cabo un segundo acoplamiento entre estas mismas moléculas
y las enzimas BLEE vy la enzima PBP con el fin de seleccionar aquellas que presen-
ten baja afinidad donde su grupo farmacoférico no interacciona con los aminoacidos
cataliticos del sitio activo, responsables del mecanismo de resistencia antibacteriana.
Se observé que trece de las veinte moléculas presentaron menor afinidad tedrica por
la enzima, en comparacién con el ligando nativo (cefotaxima), lo que supone menor
susceptibilidad al mecanismo de resistencia y por tanto mayor eficacia antibacteriana
[23], como se puede observar en la tabla 3.
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a b

Figura 3. Alinecamiento entre el ligando nativo presente en el complejo cocristalizado (en color ver-

de) y el ligando nativo resultante del acoplamiento molecular (en color rojo), utilizando el programa
AutoDock v4.2. a) con la enzima PBP b) con la enzima BLEE.

Tabla 3. Afinidad (energfa de unién) entre compuestos andlogos de cefalosporinas y las enzimas
PBP y BLEE.

ID Afinidad PBP | Afinidad BLEE D Afinidad PBP | Afinidad BLEE
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Ligando nativo -5,86 -7,23 MP11 -6,89 -6,9

MP1 -8,13 -7,23 MP12 -6,67 -6,81
MP2 7,43 -6,83 MP13 -5,88 -7,0
MP3 -7,58 7,43 MP14 -7,05 -6,68
MP4 -8,32 -8,13 MP15 -7,37 -7,03
MPs -8,49 7,7 MP16 -7,92 -6,21
MP6 7,47 7,25 MP17 -8,56 -6,44
MP7 7,79 -7,69 MP18 -7,17 -7,0
MPS8 7,14 -6,9 MP19 -7,15 -5,6
MP9 7,93 7,11 MP20 -6,5 -4,62

MP10 -7,06 -7,61
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Segun los valores de energia de unién se consideran a las moléculas MP9, MP16 y
MP17 como las de mayor afinidad por la enzima PBP y con menor afinidad por la
enzima BLEE, como moléculas de interés para el estudio de la orientacién del grupo
farmacoférico y las interacciones entre el ligando y el sitio activo de las proteinas PBP
y BLEE. En la figura 4 se muestran las interacciones presentadas entre las moléculas
MP9, MP16, MP17 con la enzima PBP. Para MP9 se identifica la cercania entre el
resto nucleéfilo del residuo catalitico SER44 y el grupo farmacoférico, demostrando
correcta orientacion en el sitio activo y por tanto mayor probabilidad de interaccién
nucleofilica.

Otros aminodacidos interactuantes son SER110, SER87, ASN112, ARG248, HIS216,
LYS84, ASP154 Y LEU 153, caracterizandose interacciones en su mayoria tipo puente
de hidrogeno y una interaccién hidrofébica. Para la molécula MP16 se muestra una
situacién similar, mostrando aproximaciones de los aminoacidos cataliticos SER87 y
SER110 con el grupo farmacoférico, lo que posiblemente origina posteriores interac-
ciones y con esto el ataque nucleofilico enzimdtico. Otros aminoacidos interactuantes
son HIS151, LEU153, LYS84 y ARG248. En cuanto a MP17 se distingue que la orien-
tacién de la conformacion no favorece las interacciones deseadas con el sitio activo de
la enzima, sin embargo, se observa interaccién con el residuo catalitico SER110 que
conllevaria a un ataque nucleofilico con el grupo de interés; otras interacciones presen-

tadas son del tipo puente de hidrégeno: HIS216, LYS47, LYS84, ASP218 y VALS2.

En la figura 5 se muestra las interacciones entre las moléculas MP9, MP16, MP17
con la enzima BLEE, donde se identifica que MP9 y MP16 no evidencian aproxima-
cién para interaccion farmacofdrica con los aminodcidos cataliticos del sitio activo
(SER130, SER237 y SER274), lo que sugiere impedimento del ataque nucleofilico y
con ello bloqueo de la interaccidn causante de la resistencia antibacteriana; estas molé-
culas adoptan orientaciones que favorecen la formacién de interacciones de la cadena
7-acilamino con los restos del sito activo, en lugar del farmacé6foro o regiones cercanas
al anillo betalactdmico, Por el contrario la molécula MP17 presenté interaccién favo-
rable del grupo farmacoférico con el residuo SER274, produciendo la inactivacion del
anillo betalactdmico, hecho que predispone a la aparicién de resistencia antibacteriana.
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Figura 5. Interacciones presentes entre MP9, MP16 y MP17 y el sitio activo de la betalactamasa.
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CONCLUSIONES

Los resultados de los cdlculos de suavidad permiten concluir que las moléculas MP2,
MP6, MP9, MP11, MP13, MP14, MP19 y MP20 fueron las més suaves indicando que
presentan mayor reactividad que la cefotaxima cuyo valor de suavidad fue 0,227. Mien-
tras que las moléculas MP1, MP3, MP4, MP5, MP7, MP8, MP10, MP12, MP15,
MP16, MP17 y MP18 presentaron una dureza mayor que el valor de referencia calcu-
lado (2,203 ¢V), por lo que posiblemente presentardn menor reactividad con respecto
ala cefotaxima.

El andlisis de los mapas de potencial electrostitico molecular permite inferir que estas
moléculas tienen alta capacidad de formar interacciones electrostaticas con residuos de
aminodcidos en el centro activo de las enzimas, favoreciendo acoplamiento ligando-
receptor.

Los resultados obtenidos muestran que todas las moléculas presentaron mejores valo-
res de afinidad por la enzima PBP, en comparacién con el ligando nativo, mientras que
13 moléculas mostraron ademds menores valores de energfa de unién por la enzima
BLEE, de las cuales MP9 y MP16 presentaron el menor valor de energfa de unién, por
lo que se deduce dichas moléculas tienen posible resistencia a la enzima BLEE. Por
ltimo, se considera a las moléculas MP9, MP16 y MP17 como potenciales inhibido-
res de transpeptidasas y resistentes a BLEE producidas por E. co/7, indicando que los
grupos sustituyentes de estas moléculas son adecuados para el disefio de firmacos con
mejor eficacia antibacteriana contra este microorganismo.
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RESUMEN

Se realizé el estudio fitoquimico de hojas de Cavendishia compacta. La separacion de
extractos y fracciones por cromatograffas en columna, capa delgada y capa delgada
preparativa, permitieron obtener una mezcla de diterpenos conformada por kaurano,
rimuneno y biformeno; una mezcla de compuestos aromdticos constituida por
acetofenona y benzaldehido; una mezcla de triterpenos constituida por ¢-amirina
y B-amirina y el aislamiento de morina y miricetina. La actividad antiinflamatoria se
evalué al extracto etandlico y las fracciones de hexano, dicolorometano y acetato de
etilo, utilizando el modelo de edema auricular inducido por TPA, siendo el extracto
etandlico y la fraccion de dicolorometano los que presentaron un efecto antiinflama-

torio moderado de 49,3% y 39,8% respectivamente.

Palavras-chave: Cavendishia compacta, Ericaceae, actividad antiinflamatoria.
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SUMMARY

Phytochemical study of leaves of Cavendishia compacta (Ericaceac)
and evaluation of its anti-inflammatory activity

The phytochemical study of leaves of Cavendishia compacta was carried out. The
separation of extracts and fractions by column chromatography, thin layer and
preparative thin layer allowed to obtain a mixture of diterpenes consisting of
kaurane, rimunene and biformene; a mixture of aromatic compounds constituted by
acetophenone and benzaldehyde; a mixture of triterpenes constituted by o -amirine
and B-amirin and the isolation of morine and myricetin. The anti-inflammatory acti-
vity was evaluated to the ethanolic extract and fractions of hexane, dichloromethane
and ethyl acetate using the model of atrial edema induced by TPA, being the etha-
nolic extract and the fraction of dicholoromethane those that presented a moderate

anti-inflammatory effect of 49.3 % and 39.8% respectivel.

Key words: Cavendishia compacta, Ericaceae, antiinflammatory activity.

INTRODUCCION

Cavendishia compacta es un arbusto epifito de 4 metros de altura aproximadamente,
con tallo estriado, glabro y de color café. Presenta hojas coridceas y elipticas, su dpice es
acuminado, glabro o con pelos dispersos a lo largo de la nervadura central [1]. Comun-
mente es conocida como camarero grande; es una especie endémica de Colombia que
se distribuye a lo largo de las laderas occidentales y estribaciones de la Cordillera Occi-
dental, en el bosque hiumedo, en elevaciones de 5-1800 m s.n.m. A esta especie se la da
un uso ornamental, ya que hace parte de la vegetacién de la zona y sus flores son de gran
atractivo para las personas por su color vivo.

Aunque no existen reportes de sus estudios quimicos, se han logrado identificar en
el género Cavendishia flavonoides de diferentes tipos como: flavonas (luteolina,
chrysoeriol y tricina), flavonoles como quercetina, kaempferol y miricetina, dihidro-
flavonoles y proantocianidinas. También se han reportado compuestos fenélicos como
el acido eldgico y el 4cido salicilico [2]. En Cavendishia endresii y Cavendishia grandi-
folia se ha reportado la presencia de resveratrol y estilbenos, en extractos de esta tltima
especie se presentan derivados del 4cido cindmico y en sus frutos, grandes contenidos
de 4cido clorogénico como constituyente quimico mas abundante en esta especie [3].
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Es importante resaltar que, aunque Colombia posee gran nimero de especies perte-
necientes al género Cavendishia, estas no cuentan con estudios quimicos o biolégicos
reportados en la literatura, razon por la cual el presente trabajo se orienté al estudio
quimico de las hojas de la especie vegetal Cavendishia compacta y la evaluacion de su
actividad antiinflamatoria.

METODOLOGIA

El material vegetal fue recolectado en el corregimiento Virolin, finca la Sierra, camino
el Olival del municipio de Charala, Santander, Colombia (Coordenadas geograficas: 6°
06'31.0" N, 73° 11' 54.1" W). Una muestra testigo fue enviada al Herbario Nacional
de Colombia para su determinacién taxonémica la cual fue clasificada bajo el nimero de
coleccion COL 574699 como Cavendishia compacta. Se tomaron (300 g) de hojas
de la especie las cuales se secaron a temperatura ambiente y fueron reducidas de tamano
para su posterior extraccion.

Obtencién de extractos y fracciones

Las hojas una vez secas y trituradas en molino fueron sometidas a una extraccién con
ctanol (EtOH) por el método de extraccién soxhlet; el extracto obtenido (E.EtOH.H,
22,6 g) fue floculado con agua en relacién 1:0,5mL vy filtrado posteriormente. Al
E.EtOH.H se le realiz6 un estudio fitoquimico preliminar [4] con el propdsito de
reconocer los posibles grupos de metabolitos presentes en el mismo. Para el fracciona-
miento del E.EtOH.H se empled el método de extraccion liquido-liquido continuo con
solventes de polaridad creciente obteniendo las fracciones de hexano (FHEX.CcH,
9,57% p/p), diclorometano (F.CH,CL,.CcH, 6,62% p/p), acetato de etilo (FAcOE:t.
CcH, 22,64% p/p) y un residuo hidroalcohdlico (R.H.CcH, 60,36% p/p).

Se tomaron 4 gde FHEX.CcH y se fraccionaron por cromatograffa en columna (CC)
empleando como fase mévil hexano: cloroformo 6:4, obteniendo 8 fracciones. Las frac-
ciones 1 (EHEX.CcHF1) y 4 (FHEX.CcHF4) fueron subfraccionadas nuevamente
por CC. Para 0,66g de EHEX.CcHFI se emple6 como fase mévil diclorometano:
acetona 9:1, obteniendo 5 subfracciones. En las subfracciones 2 (FHEX.CcHF1.2) y
4 (FHEX.CcHF1.4) se obtuvo 9,2 mg de un sélido de color blanco denominado mez-
cla CcH1y 21,6 mg de un sélido de color verde denominado mezcla CcH2, respecti-
vamente. Para 0,60 g de (FHEX.CcHF4) se empled como fase mévil diclorometano:
acetona 8:2, obteniendo S subfracciones. En la subfracciéon 1 (FHEX.CcHF4.1) se
obtuvo 30 mg de un sélido de color blanco denominado mezcla CcH3.

63



Soranlly Paola Vasco Zamudio, William Fernando Castrillén Cardona ez a/.

Se tomaron 0,07g de ECH,Cl,.CcH vy se fraccionaron por CC empleando como fase
movil diclorometano: acetato de etilo 1:1, obteniendo 10 fracciones. En la fraccién
2 (FCH,CL.CcHF2) precipité un sélido de color amarillo (87 mg) denominado
compuesto CcH4 y en la fraccién 3 (F.CH,CL.CcHF3) se obtuvo un sélido de color
amarillo-verdoso (120mg) denominado compuesto CcH5.

A partir de 1g de (FAcOEt.CcH) se fraccioné por CC empleando como fase mévil
cloroformo: metanol 6:4, obteniendo 5 fracciones. La fraccién 1 (EAcOEt.CcHF1),
fue fraccionada por CC empleando como fase movil cloroformo: metanol 7:3, obte-
niendo 12 subfracciones. En la subfracciéon 1 (FEAcOEt.CcHF1.1) precipit6 un sélido
(40mg) de color amarillo-verdoso, este después de ser analizado resulto ser el mismo
compuesto denominado CcHS5.

Evaluacidn de la actividad antiinflamatoria

La evaluacién de la actividad antiinflamatoria del extracto y de las fracciones obtenidas
se realiz6 mediante el ensayo in vivo de edema inducido en oreja de ratén por TPA,
empleando 36 ratones albinos machos de 32 a 38 g, entre doce a catorce semanas de
nacidos, mantenidos en condiciones esténdar los cuales fueron suministrados por el
Bioterio de la facultad de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia. Se admi-
nistr6 el irritante 13-acetato 12-tetradecanoilforbol (TPA, 2,5 ug/oreja) junto con
indometacina 500 pg/oreja como patrdn y la sustancia a evaluar (E.EtOH.H, EHEX.
CcH, F.CH,Cl,.CcH y EAcOEt.CcH 500 pg/oreja) disueltas en EtOH-acetona via
topica en la oreja derecha (volumen total: 20 pL/oreja, 10 uL/cara), la oreja izquierda
se empled como control. Transcurridas 4 horas se sacrificaron los animales por dislo-
cacion cervical y se obtuvieron muestras de cada pabelldn auricular por sacabocado
de 6mm de didmetro. Finalmente se calculd la diferencia de peso entre oreja tratada y
no tratada expresando los resultados como porcentaje de inhibicién del edema. Para
el andlisis se consideré como actividad antiinflamatoria moderada la inhibicién del
edema del 35 al 65% y como buen efecto antiinflamatorio un valor mayor de 65% [5].
Finalmente, se realizé un analisis estadistico de varianza de un solo factor, mediante el
software Minitab 16.2.3 seguido de una prueba Dunnett para comparaciones multiples.

Técnicas para la elucidacién estructural y caracterizacion de los compuestos aislados

Para la determinacion de las mezclas se empled un cromatdgrafo de gases con detector
selectivo de masas SHIMADZU QP2010 plus, ubicado en el laboratorio de quimica
de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas. La separacién se realizé en una
columna capilar SHRXI-SMS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 30 mx 0,25

mm x 0,25 um con una inyeccién en modo Split (10:0), el gas de arrastre utilizado fue
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helio (grado 5,0) con flujo constante de 1,2 mL/min. La programacién de la tempera-
tura del horno fue de 50 °C (2 min), incremento de 15 °C/min, hasta 200 °C (2 min),
incremento de 10 °C/min, hasta 300 °C (10 min) para un tiempo total de andlisis de
34 minutos, las temperaturas de la cimara de ionizacién y de la linea de transferencia
fueron de 230 °Cy 275 °C, respectivamente.

Los espectros de masas de las sustancias aisladas fueron tomados en un equipo SHI-
MADZU MS QP2010 dotado con sonda de insercion directa y analizador de masas
cuadrupolar. El modo de ionizacién fue ionizacién electrénica (IE) a 70eV y la tempe-
ratura de la cdmara de ionizacién fue de 230 °C.

Los espectros de RMN 'H fueron tomados en un espectrémetro Bruker Avance. Los
andlisis se realizaron a 300 MHz para RMN 'H, empleando como solvente CDCl,,
con tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

REsuLTADOS

Analisis fitoquimico preliminar

Los resultados de los ensayos quimicos preliminares realizados al extracto etandlico
de hojas (E.EtOH.H) de la especie Cavendishia compacta se encuentran en la tabla 1.

Metabolitos secundarios aislados
Mezcla CcH,

La mezcla CcH, se obtuvo como un sélido (9,2 mg) de color blanco. En el analisis
por cromatografia de gases acoplada a espectrometrfa de masas (CG-EM) de la mezcla
CcH, se obtuvieron tres sefiales en la corriente iénica total (TIC). La comparacién de
los espectros de masas con los de la libreria NIST 08 confirma la presencia Rimueno,
Biformeno y Kaurano.

Mezcla CcH,

La mezcla CcH, se obtuvo como un sélido (21,6 mg) de color verde. En el analisis
por cromatografia de gases acoplada a espectrometrfa de masas (CG-EM) de la mezcla
CcH, se obtuvieron dos seniales en la corriente iénica total (TIC). La comparacién de
los espectros de masas con los de la libreria NIST 08 confirma la presencia de Acetofe-

nonay Benzaldehido.
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Tabla 1. Resultados del andlisis fitoquimico preliminar del extracto etanélico de hojas de la

Cavendishia compacta.

Metabolitos secundarios

Analisis

Resultado en

E.EtOH.H
Cloruro férrico -
Taninos Taninos Acetato de plomo -
Gelatina sal -
Leucoantocianidinas | Leucoantocianidinas Rosenhein +
Flavonoides Flavonoides Shinoda +
Bortriger-Kraus +
Comportamiento ante 4cidos
Quinonas Naftoquinona y donador de protones
y antraquinona . .
Rodamina y amoniaco -
Hidrosulfito de sodio -
Hidroxamato férrico -
Cumarinas Cumarinas
Erlich -
Sesquiterpenlactonas Hidroxamato férrico +
Lieberman-Buchard +
Triterpenos
Dienos Homonucleares +
Espuma -
Saponinas
Terpenoides y Rosenthal -
esteroides Baljet .
Glucdsidos Tollens -
cardiotdnicos Antrona _
Molish -
Carotenoides Salkowski -
Valser -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Dragendorft -
Schleiber -
Wagner -

+: resultado positivo. -: resultado negativo. E.EtOH.H: extracto etanélico hojas.
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Mezcla CcH,

La mezcla CcH; se obtuvo como un sélido (30 mg) de color blanco. En el analisis
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) de la mezcla
CcHj; se obtuvieron dos sefales en la corriente i6nica total (TIC). La comparacién de
los espectros de masas con los de la librerfa NIST 08 confirma la presencia de a- amirina
y - amirina.

Compuesto CcH, T3

El compuesto CcHy se obtuvo como un sélido (87 mg) de color amarillo, el cual fue
analizado a través de espectrometria de masas por insercion directa. En el espectro de
masas se observa el ion molecular a m/z 302, el pico base m/z 285 (M-OH) vy sefia-
les en m/z 153, 134, 121, 108 resultantes del mecanismo Retro Diel Alder (RDA) el
cual corresponde al flavonol morina [6]. El espectro RMN 'H del compuesto CcH4
muestra dos singletes en § 3,90 y 3,93 ppm correspondientes a grupos hidroxilos en la
posicién C-2"y C-4’ del anillo B; dos dobletes en 8 5,93 ppm (2 Hz, 1H) y 6,43 ppm
(2 Hz, 1H), que corresponden a protones acoplados en posicion meta (C-6y C-8) del
anillo A; un doblete en 8 6.59 ppm (2 Hz, 1H) ubicado en C-3’y un doble doblete
en 6,95 ppm (C-5) (8 Hz, 2 Hz, 1H) que corresponden a protones del anillo B y un
tltimo doblete en 8 7,53 ppm (C-6") (8 Hz, 1H), todos ellos caracteristicos de hidré-

genos aromaticos.

Luego del andlisis de los datos de RMN 'H, EM y de la comparacién con datos repor-
tados en la literatura (ver tabla 2), se asignaron los desplazamientos quimicos para cada
uno de los hidrégenos de la molécula la cual se identific6 como morina.

Compuesto CcHj

El compuesto CcHj obtenido como un sélido de color verde (160 mg) fue analizado
a través de espectrometria de masas por insercién directa. En el espectro de masas se
muestra el ion molecular a m/z 318 y sefiales en m/z 317 (M-H), 302, el pico base en
m/z 179 (M-138), 136y 138 el cual corresponde al flavonol Miricetina [8]. El espectro
de RMN 'H del compuesto CcHs, muestra tres singletes en 6 3,905 3,11 y 3,93 ppm
correspondientes a grupos hidroxilos ubicados en las posiciones C-3;, C-4"y C-5 [9],
dos dobletes en & 5,36 ppm (2 Hz, 1H) y 5,38 ppm (2 Hz, 1H) correspondientes a pro-
tones unidos en las posiciones C-8 y C-6 respectivamente, finalmente un singlete en

8 6,93 ppm que corresponde a dos protones unidos al C-2’ C-6’ [10].
Luego del andlisis de los datos de RMN 'H, EM y de la comparacién con datos repor-

tados en la literatura (ver tabla 3), se asignaron los desplazamientos quimicos para cada
uno de los hidrégenos de la molécula la cual se identificé como Miricetina.
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Tabla 2. Comparacién de los desplazamientos quimicos RMN 'H del compuesto CcHj con el de morina.

Posicion CcH4* morina**
C1 - -
C2 - -
C3-OH - -
C4 - -
C5-OH - -
C6-H 5,93 (d,J=2 Hz) 6,15 (d,J=2,0 Hz)
C7-OH - -
C8-H 6,43 (d,J=2 Hz) 6,27 (d,J=2,0 Hz)
Cc9 - -
C10 - -
Ccr
C2’-OH 3,93 (s) -
C3-H 6,59 (d,J=2 Hz) 6,41(d, J=2,2 Hz)
C4-OH 3,90 (s) -
C5-H 6,93 (dd,J=8 Hz; 2 Hz) 6,35 (dd, J=8.,4; 2,2 Hz)
C6-H 7,53 (d,J=8Hz) 7,21(d, J=8,4 Hz)

*Datos obtenidos a 300MHz para RMN 'H (solvente: CDCl;).

** Datos obtenidos a 200 MHz para RMN 'H (solvente: CD,OD) [7].

Tabla 3. Comparacion de los desplazamientos quimicos del compuesto CcHi con los de Miricetina.

Posicién

CcH5*

Miricetina**

C1

C2

C3-OH

C4

C5-OH

C6-H

5,38 (d, J=2 Hz)

6,35 (d, 2H)

C7-OH
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Tabla 3. Comparacién de los desplazamientos quimicos del compuesto CcHs con los de Miricetina

(continuacion).
Posicion CcHs5* Miricetina**
C8-H 5,36 (d,J=2 Hz) 6,18 (d,2H)
C9 - -
C10 - -
Cr - -
c2 - -
C3’-OH 3,90 (s, 2H) 4,01 (s, 2H)
C4-OH 3,11 (s) 3,96 (s)
Cs’-OH 3,93 (s, 2H) 4,15 (s, 2H)
C6-H 6,93 (s, 2H) 6,94 (s, 2H)

* Datos obtenidos a 300 MHz para RMN 'H (Solvente: CD;0D).
** Datos obtenidos a 200 MHz para RMN 'H (Solvente: CD,OD) [9, 10].

Actividad antiinflamatoria

El extracto etandlico (E.EtOH.H) y las fracciones de Hexano (FHEX.CcH), dicloro-
metano (FCH,CL,.CcH) y acetato de etilo (F AcOEt.CcH) fueron evaluadas mediante
el ensayo iz vivo de edema inducido en oreja de ratén por TPA. Los metabolitos aisla-
dos no fueron evaluados en este modelo por la cantidad de sustancia requerida para el
andlisis. Los datos analizados estadisticamente fueron los deltas de peso, ya que estos

son los que determinan el edema o la inflamacién, de esta manera, se efectu6 un andlisis
de varianza de un solo factor (ANOVA).

Se realizaron dos pruebas para comprobar la distribucién normal y la homogeneidad

de varianzas de la poblacién. La distribucién normal se evalué mediante una prueba de
Ryan-Joiner con un nivel de confianza del 95%, esto implicé contrastar siguientes
hipétesis: H,: la poblacion sigue una distribucién normal, H;: la poblacién no sigue
una distribucién normal.

Posteriormente, la prueba de Ryan-Joiner indic6 que la poblacién de datos seguia una
distribucién normal ya que el p-valor= >0,1 fue mayor que el « =0,05, por lo tanto, hay
argumentos suficientes para aceptar la hipdtesis nula (ver figura 1).
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Figura 1. Gréfica de normalidad para la poblacién de datos.

La homogeneidad de varianzas se evalué mediante una prueba de Levene con un nivel
de confianza del 95%, la cual pone en contraste las dos siguientes hipé6tesis: H,: en la
poblacién no hay homogeneidad de varianzas, H,: en la poblacién hay homogeneidad
de varianzas.

Asi, la prueba de Levene indic6 que hay homogeneidad de varianzas en la poblacion ya
que el p-valor=0.0 fue menor que el 2=0,05, por lo que, no hay argumentos suficientes
para aceptar la hipétesis nula (ver figura 2).

Test
Method DF1 DF2 Statistic P-Value
F Test (normal) 35 35 8,15 0,000
Levene's Test (any continuous) 1 70 25,91 0,000

Figura 2. Prueba de Levene para comprobar la homogeneidad de varianzas.

Después de comprobar los pardmetros requeridos para el andlisis de varianza, se proce-
dié a calcular el estadistico ANOVA para un solo factor con un nivel de confianza del
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95%, el cual pone a prueba las dos siguientes hipStesis: H,: al menos uno de los trata-
mientos es diferente, H;: no existen diferencias significativas entre los tratamientos.

ElI ANOVA para un solo factor fue calculado con el software Minitab 16.2.3 y el resul-
tado obtenido fue que si existen diferencias significativas entre los tratamientos, ya que
el p-valor=0,315 fue mayor que el 2=0,05, por lo cual, hay argumentos suficientes para
aceptar la hipétesis nula (ver figura 3).

Source DF SS MS F P
Tratamientos 5 16,46 3,29 1,24 0,315
Error 30 79,64 2,65

Total 35 96,10

S =1,629 R-Sq = 17,13% R-Sqg(adj) = 3,32%
Figura 3. Andlisis de varianza de un solo factor para los tratamientos.

Como el analisis de varianza se evidenci6é que hay diferencias significativas entre los
tratamientos, se realizé una prueba de comparacién multiple para averiguar cudles eran
los tratamientos mds significativos. La prueba de comparacién multiple que se escogié
para analizar los datos fue la prueba de Dunnett, ya que esta prueba compara las medias
de cada uno de los tratamientos contra el control, lo cual permite observar que tan
buena fue la respuesta de cada uno de ellos con respecto a la respuesta del control. La
prueba de Dunnett se calculd con el soffware Minitab 16.2.3 con un nivel de confianza
del 95%. Este estadistico pone a prueba las siguientes hipétesis: H,: la media del trata-
miento x es igual a la media del control, H,: la media del tratamiento x es diferente a la
media del control.

Esta prueba indicé que los tratamientos mds significativos obtenidos de las hojas de
Cavendishia compacta fueron el extracto E.EtOH.H con un p-valor=0,00y la fraccién
F.CH,Cl,.CcH con un p-valor= 0,00. Al ser estos dos valores menores que el 2=0,05
no hay argumentos suficientes para aceptar la hipétesis nula (ver figura 4).

Source DF SS MS F P
Tratamientos 5 599,41 119,88 14,00 0,000
Error 30 256,83 8,56

Total 35 856,24

S = 2,926 R-Sq = 70,00% R-Sg(adj) = 65,01%

Figura 4. Prucba de Dunnett para comparacién multiple.
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Los tratamientos 2 (indometacina), 3 (E.EtOH.H) y 5 (F.CH,CL.CcH) que no estdn
etiquetados con la letra A son significativamente diferentes a la media del control (ver

figura 5).

Grouping Information Using Dunnett Method

Level N Mean Grouping
1 (control) 6 14,467 A

4 6 13,767 A

6 6 10,400 A

5 6 8,700

3 6 7,333

2 6 2,367

Means not labeled with letter A are significantly different from control level
mean.

Figura 5. Método de Dunnett.

En la figura 6 estdn los intervalos de conflanza a un nivel del 95% para la media, al
menos, las medias procedentes de los tratamientos 2 (1,366); 3 (2,793) y 5 (2,613) son
significativamente diferentes a las del control:

Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev

Level N Mean StDev Fo—————— Fom— o ———— e
1 6 14,467 3,591 (————*———)
2 6 2,367 1,363 (————*———-)
3 6 7,333 2,793 (m=——*———)
4 6 13,767 3,929 (————*——m)
5 6 8,700 2,613 (m——*———2)
6 6 10,400 2,558 (m———*———)
do—— - o Fm—
0,0 5,0 10,0 15,0

Pooled StDev = 2,926

Figura 6. Gréfico de medias por la prueba de Dunnett.

De otro lado, la tabla 4 muestra los resultados del efecto del extracto y las fracciones
evaluadas sobre el edema producido por la aplicacién del TPA, encontrandose, que el
extracto E.EtOH.H vy la fraccién FCH,Cl,.CcH exhibieron una actividad antiinfla-
matoria moderada respecto al control con un porcentaje de inhibicion del edema de
49,3% y 39,8%, respectivamente, mientras que la indometacina mostré una inhibicién
del edema de 83,6% a la misma dosis, con lo que se confirma la validez del ensayo y los
resultados mostrados por el extracto y las fracciones evaluadas. Las fracciones EHEX.
CcH y FAcOEt.CcH presentan un efecto antiinflamatorio nulo ya que sus porcentajes
de inhibicién fueron del 4,8% y 28,1% respectivamente.
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Tabla 4. Efectos del extracto y las fracciones evaluadas de Cavendishia compacta sobre el edema

auricular inducido por TPA.

Tratamiento (A) Edema (mg) + EEM % Inhibicién
Control 14,4 + 3,59 -
Indometacina 2,36+ 1,36 83,6
E.EtOH.H 7,33 +2,79 49,3
F.HEX.CcH 13,76 + 3,29 4,8
F.CH,Cl,CcH 8,7 +2,61 39,8
F.AcOEt.CcH 10,4 +2,55 28,1

* Datos expresados como la media *error estdndar de la media (E.E.M); n=6.

Los valores obtenidos para los tratamientos, el control y la indometacina se analizaron
de forma grafica (ver figura 7), lo cual corroboro los resultados del andlisis estadistico,
ya que los tratamientos que presentaron una accién antinflamatoria moderada fueron
aquellos que tuvieron un porcentaje de inhibicién de la inflamacién entre 35-65%.

90 ~ 95% CI for the Mean
83,6
80
70
g 60
9 49,3
2 50 [~
= 39,8
< 40 — °
b 251
20
10 48
®
O 1 1 1
1 2 3 4 b)
Tratamientos
M Indometacina EHEX.CcH EAcOEt.CcH
B EEOHH F.CH2CIL.CcH

Figura 7. Promedios de porcentajes de inhibicidn de inflamacién para los tratamientos y la indo-

metacina.
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DiscusioN

El estudio fitoquimico preliminar indica la presencia de metabolitos secundarios como fla-
vonoides y terpenoides en la planta lo cual confirma lo encontrado por varios autores que
destacan la presencia de estos compuestos en especies de la familia Ericaceae [8, 11, 12].

Este es el primer estudio fitoquimico realizado a la especie vegetal Cavendishia com-
pacta. Como resultado del mismo se aislaron e identificaron tres mezclas conformadas
por diterpenos, aldehidos aromdticos y triterpenos, asi como dos sustancias que corres-
ponden a flavonoides. De acuerdo con los antecedentes descritos en la bibliografia,
los constituyentes quimicos mayoritarios presentes en la familia Ericaceae y particu-
larmente en el género Cavendishia son los flavonoides y terpenos, y los resultados del
presente estudio demuestran que Cavendishia compacta no es la excepcion, ya que la
gran mayoria de los compuestos aislados pertenecen a esta categoria de metabolitos
secundarios.

Los diterpenos identificados en la mezcla CcH, han sido aislados de otras familias
de especies vegetales; para el caso del Rimueno ha sido reportado en: Cupressinum
dacrydium (Podocarpaceae), Thujopsis dolabrata, Thuja standishii (Cupressaceac), I/li-
cium griffithii (Illiciaceae) [13]; El Biformeno ha sido aislado previamente de la especie
Helianthus Decapetalus (Asteraceae) [14] y también ha sido encontrado en especies
como Pinus contorta perteneciente a la familia Pinaceae [15]; el Kaurano ha sido
ampliamente estudiado en varias familias como las Asteraceas principalmente especies
del género Pentacalia tales como Pentacalia corymbosa, Pentacalia ledifolia y Pentacalia
pulchella, [16). En la familia Ericaceae no se han reportado estudios acerca de la pre-
sencia de Rimueno, Biformeno y Kaurano siendo este el primer reporte para el género
Cavendishia y para la especie Cavendishia compacta.

Los compuestos identificados como aldehidos aromaticos en la mezcla CcH, no se han
reportado para la familia Ericaceae, el estudio indica la presencia de benzaldehido y
acetofenona, siendo este es el primer reporte para el género Cavendishia y para la espe-
cie Cavendishia compacta.

Los compuestos identificados como triterpenos para la mezcla CcHj; han sido iden-
tificados en familias como la Asclepiadaceae especificamente en la especie Hemides-
mus indicus [17] y en la familia Burseraceae en las especies Protium kleinii y Protium
heptaphyllum [18]. Para la familia Ericaceae se han encontrado estudios en especies
como Craibiodendron yunnanense [19]; el género Rhododendron también reporta la
presencia de esta mezcla de triterpenos en la especie Rhododendron dauricum [20],
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Rhododendyon canescens [21], Rhododendrom Tormetosum [11] y en la especie Vacci-
nium macrocarpon 22y las especies Bejaria congesta, Bejaria aestuansy Bejaria resinosa
[23]. En el género Cavendishia no se han reportado estudios acerca de la presencia de
a-amirinay B-amirina siendo este el primer reporte parala especie Cavendishia compacta.

El compuesto CcHj identificado como morina se ha reportado como un flavonoide
de pigmento amarillo en la familia Moraceae [24, 25] y se ha identificado en frutas,
verduras, té, vino y en muchas plantas medicinales orientales, entre ellas se encuentra
en las hojas de guayaba, cebolla y manzana [25]. En la familia Ericaceae no se han repor-
tado estudios acerca de la presencia de morina, este es el primer reporte para el género
Cavendishia 'y parala especie Cavendishia compacta.

El compuesto CcHj identificado como miricetina segin B. Sultana y Anwar en 2008
[26] se ha reportado en érganos de plantas medicinales como en la corteza de Acacia
nilotica (Fabaceae), en hojas de Moringa oleffera (Moringaceae) y aloe vera (Xanthorr-
hoeaceae), en raices de Moringa oleifera (Moringaceae) y en el fruto del Ficus religiosa
(Moraceae), asi como en muestras de Laurel o Laurus nobilis (Lauraceae), hierba de san
Juan o Hypericum perforatum (Hypericaceae) y té verde, y en el extracto de la Eugenia
(Mirtaceae).

En la familia Ericaceae se ha reportado la presencia de miricetina en el género Rhodo-
dendron en las especies Rhododendyron dauricum [20], Rhododendron tormetosum [11],
Rhododendron mucrunulatum [10] y Rbhododendron naamkwanense [27]. En el género
Cavendishia no se han reportado estudios acerca de la presencia de miricetina siendo
este el primer reporte para la especie Cavendishia compacta.

En la familia Ericaceae se han reportado estudios relacionados con la actividad
antiinflamatoria en varias especies como Arctostaphylos uva-ursi la cual presenta activi-
dad inflamatoria en el extracto etandlico de sus hojas [28], la especie Bejaria resinosa
cuyos extractos de hojas, flores y frutos presentan actividad antiinflamatoria moderada
[23]. La especie Calluna vulgaris en los extractos de n-hexano, cloroformo, acetato de
etilo, n-butanol y residuo hidroalcohélico [29]. El extracto metandlico de las hojas
y ramas de la especie Ledum groenlandicum han sido empleados para tratar diversas
patologias inflamatorias como el asma, reumatismo y quemaduras obteniendo un alto
porcentaje de inhibicién [30] y en el género Rhododendron como el extracto de hojas
y flores de Rhododendron brachycarpum y la fraccion de acetato de etilo de Rbododen-
dron ponticum las cuales presentan alta respuesta antiinflamatoria [31].
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CONCLUSIONES

El trabajo fitoquimico desarrollado en hojas de Cavendishia compacta permitié el aisla-
miento e identificacién de una mezcla de diterpenos (rimueno, biformeno y kaurano);
una mezcla de triterpenos (o y f amirina); una mezcla de compuestos aromaticos
(benzaldehido y acetofenona) y dos compuestos de tipo flavonoide, morina y mirice-
tina, los cuales se reportan por primera vez para la especie.

La determinacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo in vivo permitié esta-
blecer que el extracto E.EtOH.H vy la fracciéon FECH,CL.CcH exhibieron una acti-
vidad antiinflamatoria moderada con porcentajes de inhibiciéon de 49,3% y 39,8%
respectivamente, pues redujeron significativamente el edema causado por el TPA en la
oreja del ratdn con porcentajes de inhibicién menores a los presentados por el firmaco
de referencia, indometacina.

El presente estudio es un aporte a las investigaciones fitoquimicas de la familia Ericaceae
en Colombia y en particular del género Cavendishia, ya que este es el primer reporte
reciente en cuanto a la constitucion de metabolitos fijos de un género que cuenta con
escasos estudios quimicos y biolégicos.
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SUMMARY

Nature gives us a large number of compounds with interesting biological properties,
within them we have essential oils, which are an important source of new bioac-
tive molecules, which can replace synthetic chemicals, since they are friendly to the
environment and they are less toxic. Currently there are more than 20.000 publica-
tions in which essential oils are related to some biological activity, according to the
search made in different databases until January 2018. This confirms the wide utility
of essential oils as the main source of bioactive metabolites, which can be used in

different areas of our life.

Keywords: Natural products, plants, terpenes, volatile compounds, biological activity,

phenylpropanes.
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RESUMEN
Aceites esenciales como fuentes de moléculas bioactivas

La naturaleza nos proporciona una gran cantidad de compuestos con interesantes
propiedades bioldgicas, dentro de los cuales tenemos los aceites esenciales, los cuales
son una fuente importante de nuevas moléculas bioactivas, que pueden reemplazar
a los quimicos sintéticos, ya que son amigables con el medio ambiente y son menos
toxicos. Actualmente existen mas de 20.000 publicaciones en las que los aceites esen-
ciales estdn relacionados con alguna actividad bioldgica, segin la busqueda realizada
en diferentes bases de datos hasta enero de 2018. Esto confirma la amplia utilidad de
los aceites esenciales como principal fuente de metabolitos bioactivos, que pueden

ser utilizados en diferentes 4reas de nuestra vida.

Palabras clave: Productos naturales, plantas, terpenos, compuestos voldtiles, acti-

vidad bioldgica, fenipronanos.

INTRODUCTION

Essential oils (EOs) are complex mixtures of volatile organic compounds produced in
the form of secondary metabolites in plants that can contain about 20-60 components
in very different concentrations [1, 2]. They are characterized because they contain
two or three main components in relatively high concentrations (20-70%) compared
to other components present in minimal amounts [3]. They may consist of monoter-
penes, sesquiterpenes, and phenylpropanes, which may contain different functional
groups (alkanes, alcohols, aldehydes, ketones, esters and acids) [1, 2].

In nature, EOs plays an important role in the protection of plants such as antibacterial,
antiviral, antifungal, insecticide and also against herbivores, reducing their appetite for
these plants. They are also responsible for the characteristic smell of plants, which can
attract some insects to favor the dispersal of pollen and seeds, or repel other undesir-
able ones [3]. Around 3000 of the essential oils are known and 10% of them having
commercial importance in the cosmetic, food and pharmaceutical industries, and in
agriculture [3, 4]. Therefore, they are generally recognized as safe by the FDA (Food
and Drug Administration). Its composition can vary considerably between species of
aromatic plants and varieties and within the same variety of different geographical
areas [1].

81



Glicerio Ledn-Méndez, Nerlis Péjaro-Castro, Enilson Péjaro-Castro, Miladys Torrenegra-Alarcén ez al.

METHODOLOGY

An exhaustive search was carried out in PubMed, Scopus, Google scholar and SciELO
databases to find an article that related the different biological activities of essential oils
and their components. The search was conducted until January 2018. A text-mining
step was carried out in order to detect citation-associated relationships between essen-
tial oils and several biological activities. Taking into account the dates of publication
and the country of origin.

These keywords were recognized through literature reviews using a wide variety of
academic databases and search engines available online, such as GoPubmed (http://
gopubmed.org/web/gopubmed/), pubGraph (http://datamining.cs.ucla.edu/cgi-bin/
pubgraph.cgi), and Helioblast (http://helioblast.heliotext.com/) and the analysis of
associations among these terms was done in the PubMed/Medline literature database
was carried out using the Jaccard co-occurrence score, as a measure of the degree to
which the two queries coincide among all publications. The information obtained was
organized in order to identify the reported biological activity, the essential oil respon-
sible for the activity and the biologically active concentration.

REsuULTS

Bioactivity of essential oils

The EOs has a wide application in pharmacology (see figure 1), especially for their
antimicrobial properties [5, 6], the hydrocarbon and oxygenated monoterpenes are
able to destroy the cellular integrity and therefore inhibit respiration and transport of
ions [7]. The terpenes; Pine, myrcene, limonene, Ocimene, linalool, and verbenum are
related to the antimicrobial activity of the essential oil of Bidens pilosa [7]. Essential
oils with an abundance of phenylpropanoids and phenols inhibit platelet aggregation.
The a-terpineol has cytotoxic properties, D-limonene, anticancer in male rats [1], per-
illic alcohol used in the treatment of different types of cancer, which is found in Phase
I and II clinical studies [8], antiseptic, anti-inflammatory, antioxidant, antifungal, anti-
depressant, aphrodisiac and other properties present in a greater or lesser degree in
all oils [1, 3, 9, 10]. They are also used for their relaxing or stimulating effects on the
Central Nervous System, bronchial, urinary infections and those caused by cuts and
burns [3, 11].

Many studies carried out with essential oils have reported that they have a broad
microbiological activity such as: antifungal [12], antibacterial [13-15], acaricide [16],
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insecticide [17,18], antimalarial [19], quorum sensing [20], and antiviral [21]. They
also have properties such as: analgesics [7], antipyretics [22], anti-inflammatories [7,
23], anticonvulsants [24], as an estrogenic agent [25], hepatoprotective [26], antican-
cer [27] and antimutagenic [28]. They are also used in the treatment of gastric ulcer
and different types of cancer [3].

The EOs has shown antiviral activity against species of the Flavivirus genus. In fact, it
has been shown that the EOs of Lippia origanoides, Oreganum vulgare, Lippia alba and
Artemisia vulgaris have an antiviral effect against the yellow fever virus [29]. Nowa-
days, there are reports of the antiviral activity of essential oils against the dengue virus.
Authors such as P4jaro-Castro ez al. [30], Ocazionez ez al. [31], Meneses et al. [32],
Meneses e al. [33), Duschatzky et al. [34] and Garcia ez al. [35] has revealed the anti-
viral properties of these natural products. In the field of agriculture, EOs have been rec-
ognized for their repellent activity [36, 37], insecticide and fumigant [38-40]. Neiro
et al., [1] reported more than 80 different essential oils families with repellent activity
for arthropod species.

Table 1. Biological activities reported for essential oils.

Bioactivity reported Reference
Antibacterials [13-15]
Antivirals [30-35]
Antifungals [12]
Antimalarial [19]
Insecticides [17-18]
Insect repellents [36-37]
Antidepressant [1,3]
Anticancer [27]
Antimutagenic (28]
Hepatoprotective [26]
Antiinflammatory [7,23]
Antioxidant [1,3]
Analgesics and antipyretics [7,22]
Anticonvulsants [24]

Taking into account that essential oils are complex mixtures of many molecules, it is
important to establish if the biological activities identified in them are due to a sin-
gle component or several of them, that is, if their biological effects are the result of a
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synergy of all the molecules or if they reflect only the main molecules present at the
highest levels according to the gas chromatography analysis [1, 2]. The studies found
in the literature generally do not answer this question. In general, it is found that the
main components reflect fairly well the biological characteristics of the essential oils
from which they were isolated, and their effects depend only on their concentration
when each component is analyzed independently or in some cases of the mixture.
Therefore, it is possible that the activity of the main components is modulated by other
molecules that are in lower concentration in the essential oil. In that sense, for biologi-
cal purposes, it is more informative to study a complete essential oil instead of some of
its components because the concept of synergy seems to be more significant [3].

In the search carried out using the keyword essential oils, 73814 articles were observed
until 2018. An increase in the number of public articles was observed, being 929 in
the year 1994, this value has been increased every year until 5853 in the year 2017
and 1524 until January 2018. The journals that have most published articles related to
essential oils are: Food Chemistry (1746), Journal of Chromatography A. (1350), Indus-
trial Crops and Products (1307) and Phytochemistry (1159).

When the search was carried out using the keywords essential oils and biological activ-
ity, 27.021 articles published up to 2018 were found, as well as an increase in the num-
ber of publications each year, being 319 for the year 1994 and 2656 for the year 2017,
being 713 publications so far in 2018. Table 1 shows some of the essential oils with their
concentrations reported with some biological activity worldwide. Taking into account
the Jaccard co-occurrence e (-1.0), there is a clear association between the essential oils
and the different biological activities reported. The main journals that have published
an article with these two key words were: Food Chemistry (643), Industrial Crops and
Products (625), Journal of Ethnopharmacology (549), Journal of Chromatography A
(434), Food and Chemical Toxicology (375) and Phytochemistry (326).

General considerations

According to the bibliographic search carried out, essential oils are an important and
rich source of bioactive molecules, which can be used in different fields of pharma-
ceutical sciences. In fact, many of these studies are focused on evaluating the phyto-
chemical profile of a particular essential oil. The main biological activity attributable
to essential oils is the antioxidant activity with 17846 reports (24.2%) until January
2018. In these studies, this activity has been reported in more than 100 essential oils
from different plant species.
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Table 2. Essential oils with their concentrations reported with some biological activity.

Publication

Biological activity Eos Concentration | Country date Reference
Antioxidant Bidens pilosa Linn 49.7 ug/mL Japan 2008 (7]
5 ZZ;ZZS 23.97 ug/mL | Colombia | 2015 [10]
Citrus sinensis 6-23% Mexico 2017 (28]
Citrus latifolia 22-71% Mexico 2017 (28]
Eugenia caryophyllata 2% Colombia 2017 (9]
Antiseptic action
Cinnamomum verum 2% Colombia 2017 [9]
Citrus sinensis 600 mg/mL | Colombia 2017 [13]
C. awrantifolia 600 mg/mL | Colombia 2017 [13]
C. reticulata 600 mg/mL | Colombia 2017 [13]
Antibacterial C. paradisi 600 mg/mL | Colombia 2017 [13]
activity ]V[int./aastﬂcby : 500 mg/mL | Colombia 2016 [14]
mollis
Thymus vulgaris 300-800 ppm | Colombia 2015 [15]
Cinnamomum verum | 300-800 ppm | Colombia 2015 [15]
Eugenia caryophyllata| 300-800 ppm | Colombia 2015 [15]
Piper bredemeyeri 45.6 pg/mL | Colombia 2011 [20]
Si‘::};lr;v‘:’ty Piper brachypodom | 93.1pg/mL | Colombia | 2011 20]
Piper bogotence 513.8 ug/mL | Colombia 2011 [20]
Acaricidal activity | Syzygium aromaticum | 2.5 mg/mL Brazil 2018 [16]
Fumigant toxicity | Curcuma longa 1 }lt?::_ :;f/ India 2002 (17]
Coriandrum sativum | 5.25 pL/Lair | Colombia 2015 (30]
Insecticidal Cymbopogon martinii | 37.2 pL/Lair | Colombia 2015 (40]
e Cymbopogon nardus 0'03_3:1)24 KL/ Colombia 2015 [40]
Hepatoprotective | Mentha piperita L 15 mg/kg Africa 2018 [26]
C. citratus 1.83 ug/mL Benin 2014 [19]
Antitrypanosomal | C. giganteus 0.25 pg/mL Benin 2014 (19]
activity C. nardus 5.71 pg/mL Benin 2014 [19]
C. schoenantus 2.1 pg/mL Benin 2014 [19]
(Contintia)
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Table 2. Essential oils with their concentrations reported with some biological activity (continunacion).

Publication

Biological activity Eos Concentration | Country date Reference
Antl-no.c lcep e | Globba sessiliflora 100 mg/kg India 2017 [22]
activity
Antl—mﬂ‘ . atory Globba sessiliflora 100 mg/kg India 2017 [22]
activity
Antl}? y.retlc Globba sessiliflora 100 mg/kg India 2017 [22]
activity
Antlcornfulsant Laurus nobilis 1mL/kg Iran 2002 [24]
activity
Estrogenic activity | Pimpinella. isaurica 45- 6;(;mcg/ Turkey 2004 [25]
P, peucedanifolia 45- Gi(imcg/ Turkey 2004 [25]
Anticancer activity | Elsholtzia ciliata 0.017-0.021% | Lithuanian 2017 (27]
Anth1'1t31gemc Citrus sinensis 5ug/pl Mexico 2017 (28]
activity
Citrus latifolia Sug/pl Mexico 2017 (28]
Lippia origanoides 1.1 mcg/mL | Colombia 2009 [29]
Lippia alba 100 mcg/mL | Colombia 2009 [29]
Oreganum vulgare | 100 mcg/mL | Colombia 2009 [29]
Artemisia vulgaris 100 mcg/mL | Colombia 2009 [29]
Antiviral effect 1.9-33.7 meg/
L. citriodora 722N Colombia 2009 [31]
mL
Heterothalamus .
ienus 44.2 ppm Argentina 2010 [34]
Buddleja cordobensis | 39.0 ppm Argentina 2010 (34]
Lippia junelliana 1420 ppm | Argentina 2003 [35]
Lippia turbinate 14-20 ppm | Argentina 2003 [35]
Repellent activity Oczmum‘ 0'000062 kL/ Colombia 2014 (37]
campechianum cm
P, pseudolanceifolium | 0.0001 pL/cm? | Colombia 2014 (37]
Cananga odorata 0.2pL/cm? | Colombia 2011 (41]
Lippia alba 0.0002 pL/cm | Colombia 2011 [41]
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Table 2. Essential oils with their concentrations reported with some biological activity (continunacion).

Biological activity Eos Concentration | Country Pubcll::;tlon Reference
Tagetes minuta 0.0021 mg Kenya 2014 [42]
Tithonia diversifolia 0.263 mg Kenya 2014 [42]
Lippia pedunculosa 60 ppm Brazil 2017 [43]

The second biological activity that has been most reported for essential oils is the anti-
microbial activity with 8815 (11.9%), followed by insecticidal and repellent activity
with 7827 (10.6%), and the least reported activities are anticancer, estrogen, hepatopro-
tective, anticonvulsant, antimutagenic, antiviral, antipyretic, acaricide, antinoceptive,
antitripanosomal, anti-inflammatory activity, from major to minor.

The above indicates the great potential of essential oils as sources of bioactive mol-
ecules, however it is important to consider the complex chemical composition of
these natural products, and the interaction of these to have a certain activity. So, the
mechanism of action of essential oils is difficult to understand and in some cases is
not completely elucidated. In fact, it has been reported that some essential oils have
a synergistic effect [44-49]. An example of this is the use of essential oils in the devel-
opment of biopesticides with different mechanisms of action and that often exhibit
mutual synergistic relationships, which can be effective in preventing the development
of populations of pathogens and resistant pests. However, it is important to establish
relationships between individual substances in EOs and the effects of sublethal con-
centrations in white and non-white organisms [50]. In addition, essential oils are very
useful, although it is a challenge to identify if a certain action is by individual compo-
nents or by mixtures of them, as well as to elucidate their mechanism of action.

CONCLUSIONS

In summary, EOs are an excellent source of metabolites with a wide range of bioactive
molecules that can be used in different areas of our lives, because they have been shown
to be safe for humans and the environment.
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RESUMEN

Con ¢l objetivo de demostrar el efecto de los extractos secos cloroférmico y de diclo-
rometano de Tropacolum tuberosum R&P mashua sobre los pardmetros seminales
y su toxicidad aguda en ratones albinos, se utilizé dos grupos experimentales y un
grupo control. Los ratones fueron sacrificados, después de 7 dias, luego de recibir
los dos tipos de extractos, realizando posteriormente el conteo de espermatozoides
utilizando la cdmara y el método de Neubauer. Los extractos aplicados por via intra-
peritoneal, afectaron la cantidad de espermatozoides en ratones, obteniendo: que
el grupo que recibié el extracto cloroférmico presentd disminucién del 79,9% en el
numero de espermatozoides y el grupo con diclorometano presenté disminuciéon

del 77,1%, ambos con respecto al grupo control.

Palabras claves: Extracto, pardmetros seminales, espermatogénesis intraperitoneal,

toxicidad aguda.
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SUMMARY

Effect of dry chloroformic and dichloromethane extracts of
Tropaceolum tuberosum (Ruiz & Pavén) mashua on seminal
parameters and acute toxicity

With the goal of proving the effect of chloroformic and dichloromethane dry extracts
from Tropacolum tuberosum R& P mashua, on the seminal parameters and its acute
toxicity in albino mice. It was used two experimental groups and a control group.
The mice were sacrificed, after 7 days while they were receiving the two kinds of
extracts, making after that a sperm count, using for that the Neubauer s method and
camera. The extracts, applied intraperitoneally, affect the amount of sperm on mice,
getting: The group that received the chloroform extract showed a 79.9% decrease
in the number of spermatozoids and the group that received the dichloromethane

extract showed a decrease of 77.1%, both with respect to the control group.

Key words: Extract, seminal parameters, spermatogenesis, intraperitoneal, acute toxicity.

INTRODUCCION

El Tropaeolum tuberosum R&P mashua es una planta nativa, usada por los antiguos
peruanos en la alimentacién. El padre Bernabé Cobo en sus escritos hace referencia a
esta planta, sefialando que “tiene la virtud esta raiz de reprimir el apetito venéreo” [1].

La espermatogénesis es el proceso de formacion de los espermatozoides, gametos mas-
culinos, que comienza con la divisién de las espermatogonias y finaliza con la formacién
de espermatozoides [2, 3]. En el ratén adulto este proceso tiene una duracién de 34 a

35 dias [4-6].

El Tropaeolum tuberosum R&P mashua actualmente, tiene importancia para satisfacer
la alimentacion de los habitantes en los Andes altos [7], pero su consumo no es solo
por el alto valor nutricional que posee, sino también por los efectos que presenta sobre
el impetu sexual [1]. La espermatogénesis es un proceso fisiolégico fundamental en el
varén, para dar lugar a la reproduccién humana, su unidad funcional es el espermato-
zoide que contiene los gametos masculinos [7, 8].

Existen antecedentes historicos que indican que los ejércitos del inca se alimentaban de
mashua, presuntamente para inhibir su impetu sexual, al reducir los niveles de testos-
terona, es decir, que tiene propiedades anafrodisiacas [1], actualmente los comuneros
consumen este producto no sélo por su alto valor nutritivo sino, ademds, por el efecto
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de inhibir la libido. Hasta el momento no se ha comprobado el efecto de la planta de
Tropacolum tuberosum Re&rP mashua sobre la espermatogénesis, ya que para la inicia-
cién de este proceso es necesario la intervencion de la hormona testosterona, edad,
cambios fisiol6gicos [7, 9, 10].

El presente trabajo tiene como objetivo determinar cientificamente el efecto de los
extractos secos cloroférmico y de diclorometano de Tropacolum tuberosum Re»P mas-
hua sobre la cantidad de espermatozoides en ratones albinos, y determinar la posible
toxicidad aguda de esta especie vegetal en ratones albinos.

Al Tropaeolum tuberosum Re>P mashua se le atribuyen propiedades medicinales como:
diurético, antiinflamatorio de la préstata, inhibidor de la libido en varones. Esta especie
vegetal es usada en la medicina tradicional para el tratamiento de dolencias genitou-
rinarias, anemia y desordenes urinarios utilizdindose bdsicamente bajo la forma de

decoccidn del tubérculo [11, 12].
MATERIAL Y METODOS

Con el objetivo de evaluar y determinar el efecto sobre la espermatogénesis en ratones
albinos se realizé un estudio experimental con grupos para cada extracto seco clorofér-
mico y de diclorometano de Tropaeolum tuberosum R&P mashua. Es un disefio con
preprueba y un grupo control. Para la toxicidad aguda se realizé un estudio experi-
mental, pues los animales de experimentacién fueron seleccionados aleatoriamente, de
series cronoldgicas con multiples grupos y un disefio con grupo control y sin preprueba.

La investigacion del efecto sobre la espermatogénesis y toxicidad aguda son experimen-
tales cuenta con un grupo control y los animales de experimentacién se asignaron al
azar. Se sigui6 para el conteo de los espermatozoides la técnica de conteo de gldbulos

blancos [13, 14].
ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos de cada uno de los indicadores sobre la espermatogénesis medi-
dos para la evaluacion y comparacion del efecto entre los extractos, fueron procesados
mediante el paquete estadistico SPSS. 21,0 (Statistical Package for Social Science). Se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA). Asi mismo, posterior al ANOVA,
se realizo la prueba de comparaciones multiples de medias, propuesta por Duncan, con
el fin de detectar entre cuales grupos se ubican las diferencias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del porcentaje de humedad

Parala determinacion el porcentaje de humedad se utilizé el siguiente método gravimé-
trico que consiste en la diferencia de pesos.

MI1-M2
—X

%H = 100

Dénde: % H = porcentaje de humedad.
M1 = peso de muestra fresca.
M2 = peso de muestra seca

Tabla 1. Resultados del porcentaje de humedad de la especie vegetal Tropaeolum Tuberosum R ¢ P

mashua.
Especie vegetal Tropaeolum Tuberosum R & P mashua
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Peso de muestra fresca (g) 10g 10g 10g
Peso de muestra seca (g) 149¢ 151¢g 1,50 g
Porcentaje de humedad (%) 85,1% 84,9% 85%
Promedio % de humedad 85%

Andlisis, interpretacion y discusion

Se analizaron tres muestras de los tubérculos de Tropacolum tuberosum R ¢ P mashua,
obteniéndose respectivamente, 85,1 %, 84,9% y 85% de porcentaje de humedad para
cada muestra, luego se calculé el porcentaje de humedad promedio para las tres mues-
tras, este valor fue del 85% de humedad.

Segun A. Guerra [15] reporta el porcentaje de humedad de este tubéreulo fue de 84,5%,
mostrando similitud entre ambos estudios.

Elvalor de 85% de humedad indica que los tubérculos de Tropacolum tuberosum R & P
mashua presentan un alto contenido de agua, por lo cual se debe senalar que el secado
de la muestra debe realizarse cuidadosamente, trozando la muestra en pequefios frag-
mentos para que estos puedan liberar con mayor facilidad su contenido de agua, esto
para evitar que proliferen formas de vida externas (hongos), ya que estos pueden alterar
los metabolitos de la muestra vegetal.
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Determinacién del porcentaje de rendimiento
Tenemos la cantidad de producto obtenido en la extraccién quimica.

%E:P—fxmo

Pi
Dénde: %E = porcentaje de rendimiento
Pf = peso final (extracto seco)
Pi = peso inicial (muestra molida)

Tabla 2. Resultados del porcentaje de rendimiento de la extraccién de con los solventes de clorofor-

mo y diclorometano de especie vegetal mashua.

Ext. clorofé6rmico | Ext.de diclometano
Peso inicial de muestra molida (g) 200¢g 184¢
Peso final del extracto seco (g) l6g 155¢
Porcentaje de extraccién (%) 8% 8,42 %

Anilisis, interpretacién y discusion

Donde el extracto de diclorometano present6 un porcentaje ligeramente mayor de ren-
dimiento en comparacién con el extracto cloroférmico, esto podria deberse al uso de
solventes de diferente polaridad, puesto que el diclorometano es més polar que el clo-
roformo, estas observaciones nos indican que al usar solventes mas polares se pueden
obtener mayores porcentajes de rendimiento.

Pruebas de solubilidad

Las pruebas de solubilidad se realizaron utilizando diferentes solventes de polaridad
decreciente; obteniéndose los resultados consignados en la tabla 3.

Anilisis, interpretacién y discusion

Se utilizé el modelo P. Hurtado empleando una escala de solubilidad del solvente mas
polar al solvente més apolar [16, 17].

Mostrando los siguientes resultados de solubilidad de los extractos secos cloroférmico
y de diclorometano de Tropaeolum tuberosum R & P mashua, se utilizaron solventes
de polaridad decreciente que permitieron deducir la presencia de los grupos de meta-
bolitos secundarios en los extractos. El extracto cloroférmico es soluble en solventes
apolares, debido a que el cloroformo es de naturaleza altamente apolar, por ende, este
extracto sera mas soluble en solventes de su misma o similar naturaleza (hexano, ben-
ceno, ¢éter etilico, cloroformo y diclorometano), poco soluble en solventes polares
(metanol y etanol) ¢ insoluble en agua.
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Tabla 3. Pruebas de solubilidad de los extractos cloroférmicos y diclorometano de la especie vegetal

mashua.
Solventes Extracto cloroférmico Extracto de diclorometano
Agua destilada S -
Metanol S oee
Etanol 70% S oee
Etanol 90 % S .
Acetato de etilo ++-- -
Acetona +4-- 4
Diclorometano +++- +4+++
Cloroformo ++++ +++-
Frter etilico 44+ +4+-
Benceno ++++ +++-
Hexano +4+- 4go-

Nota lectura de solubilidad:

++++: totalmente soluble

+++-: parcialmente soluble
++--: poco soluble
+ ---: muy poco soluble

----: insoluble.

Asi mismo, el extracto de diclorometano es soluble en solventes apolares, debido a que
el diclorometano es de naturaleza apolar, aunque menos que el cloroformo, por lo cual
dicho extracto serd mas soluble en solventes de su misma o similar naturaleza (acetona,
diclorometano, cloroformo y éter etilico) y poco soluble en solventes polares (metanol
y etanol) ¢ insoluble en agua destilada.

Andlisis fitoquimico cualitativo

En la determinacién de metabolitos secundarios realizados en los extractos secos cloro-
férmico y de diclorometano de Tropacolum tuberosum R & P mashua se obtuvieron los
resultados que a continuacion se presentan en la tabla 4.

Andlisis, interpretacion y discusiéon

En el andlisis fitoquimico del extracto seco cloroférmico de Tropacolum tuberosum R &
P mashua se determino la presencia de abundantes triterpenoides y esteroides, mode-
rada cantidad de: compuestos fendlicos, azticares reductores, glucdsidos, antraquinonas
y naftoquinonas.
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Tabla 4. Anélisis fitoquimico cualitativo de los metabolitos secundarios de los extractos cloroférmi-

coy de diclorometano de la especie vegetal de mashua.

Metabolito secundario Reactivo Extr,a cro 'Extracto de
cloroférmico diclorometano
Azucares reductores y glucésidos Benedict ++- +++
Aminodcidos Ninhidrina ++- +++
Comp. Fenolicos Cloruro férrico ++- +-
Flavonoides Shincjda +4- -
Amoniaco
Taninos Gelatina-sal - i
Alcaloides Dragendorff - -
Mayer
Saponinas Afrosimétrico — .
Triterpenoides y esteroides Liberman-Burchard +++ +++
Antraquinonas-naftoquinonas Bomtrager ++- ++-

Nota lectura de metabolitos secundarios:
+++: abundante cantidad

++ -: moderada cantidad

+ - -: escasa cantidad

- - -r ausencia.

Por otro lado, en el extracto seco de diclorometano de Tropacolum tuberosum R & P
mashuase determind la presencia abundante de triterpenoides y esteroides, aztcares
reductores y aminoécidos en abundante cantidad y en moderada cantidad se encontra-
ron compuestos fendlicos, flavonoides, antraquinonas y naftoquinonas.

Ademis, otros estudios de referencia como el del Instituto de Investigacién Agrope-
cuaria de Ecuador sefialan que el Tropacolum tuberosum R ¢ P mashua tiene en su
composicién abundantes compuestos fendlicos, flavonoides, terpenos y aminoacidos,
los cuales se encuentran en el andlisis fitoquimico [18]; cabe resaltar que el anélisis que
se realizé en el trabajo de investigacion, no muestra abundancia a diferencia de lo
que refieren los estudios ya realizados, esto podria deberse a que los extractos son bas-
tante apolares y los metabolitos son més solubles en solventes polares.

Del efecto sobre los parametros seminales

Luego del tratamiento de los grupos experimentales con los extractos secos mashua,
por un periodo de siete dias, se realizé el recuento de espermatozoides. Los resultados
se muestran en la tabla S.
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Tabla S. Cuantificacién de espermatozoides ratdn por ratén de los tres grupos: control, extracto

cloroférmico y extracto de diclorometano.

Grupos de Ratén1 | Ratén2 | Rat6n3 | Ratén4 | Ratén5 | Promedio
Ratones
Control 36,6x106 | 37x106 | 37x106 |354x106 | 37x106 | 36,6x 106
Bxtracto 156106 | 78x106| 80x106  7,6x106 | 7,4x 106 | 7,72x 106
cloroférmico
Extractode g 106 | 84x106| 82x106 | 82x106 | 8:4x 106 | 824 x 106
diclorometano

Nota: cuantificacién y el promedio por grupo de los ratones después del tratamiento.

Anilisis, interpretacién y discusion

En el analisis cuantitativo de los espermatozoides podemos decir que en el grupo que
fue tratado con el extracto seco cloroférmico de Tropaeolum tuberosum R ¢ P mashua
se produjo una disminucién del 79,9% en el conteo de espermatozoides con respecto
al grupo control.

De otro lado, el grupo que fue tratado con el extracto seco de diclorometano de
Tropacolum tuberosum R ¢ P mashua tuvo una disminucién del 77,1% en el conteo
de espermatozoides con respecto al grupo control.

La mayor disminucidn de espermatozoides fue la del grupo tratado con el extracto seco
cloroférmico en el que se observa una disminucion del 79,9%, en cambio, el grupo
tratado con el extracto seco de diclorometano presenté una disminucién del 71,1%
(respecto al grupo de control).

Asi, es importante mencionar que los triterpenoides y esteroides comparten mucho
q y

de su estructura quimica ya que provienen de la misma ruta biosintética, estos forman

parte de la porcién lipidica insaponificable, y se extraen con disolventes halogenados

habituales [19-21].

Es necesario en este punto revisar otros estudios relacionados con el tema de esta inves-
tigacion. Por ejemplo, los estudios realizados por Uttam Kumar Das y colaboradores
[22-25], en ratas, indican que los niveles bajos de testosterona en plasma inhiben las
actividades de las enzimas esteroideas genitales, con lo que se produce la disminucién
del numero de espermatozoides. En el caso de la presente investigacion los triterpe-
noides y esteroides al ser de naturaleza esteroidal y precursores de hormonas, podrian
afectar la actividad de las enzimas que se mencionan en el estudio.

Estudios reportados por J. Pino y R. Alvis (2009) [26, 27] en su trabajo de investiga-

cion Efecto de Brugmansia arborea (L.) Lagerheim (Solanacea) en el sistema reproductor
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masculino de ratén muestran resultados después del tratamiento de 5,440 x 10° + 3,164
x 109, datos similares a los encontrados en el estudio con extractos secos cloroférmico
y de diclorometano de especie vegetal tropacolum tuberosum (Ruiz & Pavén) mashua.
Ambos mostraron disminucion de los espermatozoides después de los tratamientos.

Ademads, algunos de los esteroides presentes en los extractos secos cloroférmico y de
diclorometano de Tropaceolum tuberosum R & P mashua, podrian presentar una estruc-
tura similar a la de la testosterona, con lo cual podrian disminuir los niveles de gonado-
tropina, y asi disminuir el conteo de espermatozoides

Del examen de espermatograma

Luego del tratamiento de los grupos experimentales con los extractos mashua, se
realizd un espermatograma, la muestra que se utilizd para este examen fue el homoge-
neizado obtenido a partir de las colas de los epididimos de los ratones pertenecientes a
cada grupo de experimentacion, estos resultados se muestran a continuacion.

El examen macroscdpico se realizé con el método de conteo de la cdmara de neubauer,
siguiendo el protocolo de conteo de glébulos rojos. Homogenizando las colas de
epididimo de los ratones [25].

Tabla 6. Examen macroscdpico de la solucién de los epididimos de los ratones, de los tres grupos

de estudio control, extracto cloroférmico y extracto de diclorometano de la especie vegetal mashua.

Grupos de ratones Color Turbidez pH
Control Ligeramente blanco Escasa 7,1
Extracto cloroférmico Ligeramente blanco Escasa 7,1
Extracto de diclorometano Ligeramente blanco Escasa 7,1

Nota: exdmenes realizados en los espermatograma.

Anilisis, interpretacién y discusion

En el examen macroscépico, realizado en el homogeneizado de las colas de los epididi-
mos para cada grupo de experimentacién, podemos apreciar que no existe mayor dife-
rencia entre los grupos experimentales y el grupo control, este hecho podria deberse a
que se trabaj6 con los homogenizados, los cuales fueron preparados en 0,5 mL de solu-
cién fisioldgica, esta tiene un pH de 7, por lo tanto al afadir las colas de los epididimos
y homogeneizarlas el pH de la solucién fisioldgica no se altera de manera significativa.

Respecto al color y la turbidez de las muestras, todas presentaron un color ligeramente
blanco y una escaza turbidez, esto también podria deberse a que se trabajaron en medio
de solucién fisioldgica, utilizaindose para cada muestra la misma cantidad de esta
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solucién. Por lo tanto, el grupo control y los grupos experimentales no presentan mayo-
res diferencias macroscépicas.

-

Figura 1. Espermatozoide de rat6n. Figura 2. Espermatozoide humano.

Laboratorio de Oficina Criminalistica Laboratorio de Oficina Criminalistica Cusco, Poli-
Cusco Policia Nacional del Pert. cia Nacional del Per.

Fuente: elaboracién propia. Fuente: elaboracién propia.

Tabla 7. Examen microscépico de los espermatozoides de los ratones mostrados en los grupos de

control, extracto cloroférmico y extracto de diclorometano de la especie vegetal mashua.

Grupos de ratones Movilidad Morfologia
Control Nula Normal
Extracto cloroférmico Nula Normal
Extracto de diclorometano Nula Normal

Nota: observacion de los espermatozoides en los laboratorios de la policia Nacional del Pert, Cusco.
Andlisis, interpretacion y discusion

Podemos apreciar que en los dos grupos experimentales al igual que en el grupo control
la movilidad de los espermatozoides es nula, esto podria deberse al proceso del homo-
geneizado durante el cual se trabajé a una temperatura ambiente, sin tomar en cuenta
la temperatura corporal de los ratones. Asi mismo, cabe mencionar que para realizar la
observaciéon microscopica se realizd previamente una tincidn con cristal violeta [28-
31], este colorante podria haber fijado los espermatozoides en la limina porta objetos,
evitando su normal movilidad.
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En conclusién, al observar la morfologia de los espermatozoides en los dos grupos
experimentales no se observaron formas anormales en comparacion a la morfologia
observada en el grupo control.

En la figura 2 observamos un espermatozoide de ratén y en la figura 3 observamos un
espermatozoide humano, comparando ambas figuras podemos apreciar que la morfolo-
gia de los espermatozoides de los ratones no difiere de la de los seres humanos, salvo en
el tamafio que segun la bibliografia en los ratones es de 8 micras y en el ser humano de
45 micras, esta diferencia de tamafio hace que en el espermatozoide humano se pueda
apreciar y diferenciar con mucha claridad las partes de un espermatozoide (cabeza, cue-
lloy cola).

Analisis estadistico

Tomando en cuenta como factor al grupo control

Tabla 8. Cuantificacién de espermatozoides de los grupos control, extracto cloroférmico y extracto

de diclorometano de mashua.

Grupos de ratones Control Extracto cloroférmico | Extracto de diclorometano
Ratén 1 36,6x 106 7,8 x 106 8,0x 106
Ratén 2 37,0x 106 7,8 x 106 8,4x 106
Raton 3 37,0x 106 8,0x 106 8,2x 106
Ratén 4 35,4x 106 7,6x 106 8,2x 106
Ratén 5 37,0x 106 7,4x 106 8,4x 106
Promedio 36,6 x 106 7,72 x 106 8,24x 106

Tabla 9. Cuantificacién de espermatozoides divididos entre 106 para el anlisis estadistico.

Grupos de ratones | Control | Extracto cloroférmico | Extracto de diclorometano
Ratén 1 36,6 7.8 8
Ratén 2 37 7.8 8,4
Ratén 3 37 8 8,2
Ratén 4 354 7,6 82
Ratén 5 37 7.4 8,4
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Tabla 10. Anélisis de estadisticas bésicas de los grupos de ratones: control, extracto cloroférmico y

extracto de diclorometano de la especie vegetal mashua.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 5 183 36,6 0,48
Extracto cloroférmico 5 38,6 7,72 0,052
Extracto de diclorometano 5 41,2 8,24 0,028

Cuantificacion de Espermatozoides

HControl [OExtracto Cloroférmico MExtracto de Diclorometano
40—

35
30
25
20
15

10

Raton 5 Raton 4 Ratén 3 Ratén 2 Ratén 1

Figura 3. Cuantificaciones de espermatozoides de los ratones de los grupos de extractos (clorofér-

mico y de diclorometano) y el grupo control.

Tabla 11. Analisis de varianza de todos los tres grupos estudiados.

EV. S.C. G.L. CME Fc P Ft

Entre grupos 2731,024 2 1365,512 | 7315,24286 | 3,0297E-19 | 3,88529383
dentro de los grupos 2,24 12 10,186666667

Total 2733264 | 14

Promedio general = 17,52
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CV. (%) = 1,07

Nos indica que tnicamente el 1,07% de los datos no son representados por la media
general, de esto se puede concluir que los datos son altamente confiables.

i) Decisién
Como p < a, entonces se rechaza Ho.

ii) Conclusién
Como p = 0,000000 < 0,01 (1%), entonces se rechaza la hipétesis nula
(Ho), y aceptamos la hipétesis alterna lo que podemos decir que existe una
diferencia altamente significativa entre los dos tipos de extractos y el grupo
control aplicados a los ratones.

De la toxicidad aguda

Al realizar la prueba de toxicidad aguda con los extractos secos cloroférmico y de diclo-
rometano de Tropacolum tuberosum R & P mashua se obtuvieron los resultados consig-
nados en la tabla 12.

Teniendo como referencia a Loomisy otros autores [32, 33] para la determinacion de la
toxicidad aguda por via oral en ratones albinos sometidos a dosis crecientes de extracto
seco de diclorometano de Tropaeolum tuberosum R & P mashua, segtn el criterio de
Williams se comprobé que el extracto es précticamente atdxico hasta la dosis de 16.000
mg/kg de peso, de lo cual se deduce que la dosis letal media estd por encima de esta
medida, dosis que por ser muy elevada no se llega a administrar a una persona con peso

promedio de 70 kg. [10, 20].

El comportamiento de los ratones al administrarles las dosis correspondientes
se observan en la tabla 12, donde se evidencid signos de estimulacién los mismos que se
aprecian por periodos cortos a partir de la dosis de 10.000 mg/kg; con dosis a partir
de 16.000 mg/kg se observé disminucién de la actividad motora los cuales también
desaparecian al cabo de un tiempo. Al cabo de una semana de observacidn, los animales
evidenciaron sus funciones vitales sin ningtin tipo de alteracién lo que comprueba que
el extracto seco de diclorometano de Tropacolum tuberosum R & P mashua aplicado
por via oral es atdxico.
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Tabla 12. De la toxicidad aguda sometida por el extracto seco cloroférmico y de diclorometano en

los ratones.

Numero Ntimero d
Grupo | Dosis (mg/kg) de tmero de Observaciones
ratones muertos
ratones
1 500 4 0 Estado aparentemente normal
) 1000 4 0 Hociqueos entre ratones luego estado
aparentemente normal
3 3000 4 0 Hociqueos entre ratones luego estado
aparentemente normal
4 5000 4 0 Dan giros y estado aparentemente
normal
5 7000 4 0 Dan giros y estado aparentemente
normal
6 10.000 4 0 S(? rafcar.l y actividad motora
disminuida
- 15.000 4 0 S'e rafcar'l y actividad motora
disminuida
8 20.000 4 0 Actividad motora disminuida
CONCLUSIONES

Se determind el efecto de los extractos secos cloroférmico y de diclorometano de
Tropacolum tuberosum R & P mashua, sobre los pardimetros seminales los cuales dis-
minuyen la produccién de espermatozoides, y presentan movilidad nula en ratones
albinos y se determind la toxicidad aguda de los extractos secos siendo ambos at6xicos
en ratones albinos, segun el criterio de Williams.

Se obtuvieron los extractos secos cloroférmico y de diclorometano a partir de los tubér-
culos de Tropaeolum tuberosum R & P mashua.

Se realizaron las pruebas preliminares (porcentaje de humedad, porcentaje de rendi-
miento, solubilidad y estudio fitoquimico) de los extractos secos cloroférmico y de
diclorometano de Tropacolum tuberosum R & P mashua, también se realizé exdmenes
de los pardmetros seminales en la solucién de los epididimos de los ratones.

Finalmente, se concluye que la toxicidad aguda de los extractos secos cloroférmico y
de diclorometano de Tropaeolum tuberosum R & P mashua en ratones albinos machos
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es nula, considerandoseles atdxicos. Concluyéndose que la DL50 se encuentra por

encima de la dosis de 20.000 mg/kg de peso corporal para ambos extractos, segtin el

criterio de Williams.
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REsuMmoO

Este trabalho determina a toxicidade e o efeito moluscicida do dleo extraido das
folhas de Cinnamomum zeylanicum Blume contra o caramujo Biomphalaria glabrata
(Say, 1818). Para isso, o dleo essencial foi extraido quantitativamente por hidro-
destilagio. Em seguida, quantificacdes de seus componentes foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) e a toxicidade ¢
atividade moluscicida do dleo foram testadas, respectivamente, contra Artemia

salina e caramujos Biomphalaria glabrata (Say, 1818).

A concentragio letal (CLs,) foi calculada a partir dos métodos Reed-Muench
& Pizzi, respectivamente, para toxicidade e teste moluscicida. Os resultados das
andlises cromatograficas mostraram que o 6leo possui 83% de eugenol (consti-
tuinte majoritario) e 2,5% de humuleno (componente minoritario). Na avaliagio
de toxicidade, o 6leo foi considerado moderadamente téxico com uma CLs, de
162,1 mgL' + 2,80, com intervalo de confianca de 95%, enquanto a atividade
moluscicida apresentou concentragio letal de 50% (CLs,) de 18,62 mg.L* + 2,18,
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com intervalo de confianga de 95%. Portanto, o 8leo é ativo contra o caramujo Biom-

phalaria glabrata.

Palavras-chave: Eugenol, esquistossomose, compostos voldteis, hidrodestilagao, Biom-

phalaria glabrata, Artemia salina.

SUMMARY

Evaluation of toxicity and molluscicidal activity of the essential
oil Cinnamomum zeylanicum Blume against the snail
Biomphalaria glabrata (Say, 1818)

This work determines the toxicity and the molluscicidal effect of the oil extracted
from the leaves of Cinnamomum zeylanicum Blume against the snail Biomphalaria
glabrata (Say, 1818). For this, the essential oil was extracted quantitatively by hydro-
distillation. Then, quantifications of its components were performed by gas chro-
matography coupled to mass spectrometry (CG-MS) and the toxicity and mollus-
cicidal activity of the oil were tested, respectively, against Artemia salina and snails
Biomphalaria glabrata (Say, 1818). The lethal concentration (LCs,) was calculated
from the Reed-Muench & Pizzi methods, respectively, for toxicity and molluscicide
testing. The results of the chromatographic analysis showed that the oil has 83%
cugenol (majority constituent) and 2.5% humulene (minority component). In the
toxicity evaluation, the oil was considered to be moderately toxic with a LCy, of
162.1 mg.L"* + 2.80, with a 95% confidence interval, while the molluscicidal acti-
vity presented a lethal concentration of 50% (LCs,) of 18.62 mg. L' + 2.18, with a
95% confidence interval. Therefore, the oil is active against the snail Biomphalaria

dlabrata.

Key words: Eugenol, schistosomiasis, volatile compounds, hydrodistillation, Biompha-

laria glabrata, Artemia salina.

INTRODUCAO

O género Cinnamomum (canela) pertence a familia Lauraceae, muitos dos quais
s3o usados como temperos e aromatizantes [1]. Existem duas variedades principais
de canela: o Ceildo ou a verdadeira canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), que
é cultivada no Sri Lanka e sul da India, e cassia (Cinnamom aromaticum Ness), que é
cultivada na China, Indonésia e Vietni [2, 3].
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Além de sua utilidade na culindria, essas variedades sio utilizadas na fitoterapia, devido
a presenca de taninos, mucilagem, agtcar, resinas e dleos essenciais. Dentre estes com-
ponentes o mais importante ¢ o 6leo essencial. Estudos apontam que o 6leo possui
em sua maior parte o cinamaldeido e este ¢ responsavel pelo sabor e 0 aroma da canela
[4, 5]. No entanto hé diferencas quanto a isso, em relagio a variedade e as partes da
planta. Estudos realizados com 6leos essenciais extraidos das cascas do Cinnamomum
zeylanicum Blume mostraram de 60 a 80% de cinamaldeido e 2% de eugenol, enquanto
que nas folhas a composi¢ao do eugenol é maior, em torno de 60 a 75% [6-8]. J4 Sleos
essenciais extraidos da variedade Cinnamomum aromaticum Ness mostraram a pre-
senca de 80 a 90% de cinamaldeido com pouco ou nenhum eugenol [3].

Devido a elevada composic¢ao de eugenol no dleo essencial das folhas do Cinnamomum
zeylanicum Blume, questiona-se a atividade moluscicida deste 6leo frente ao Biomphla-
ria glabrata (Say 1818). Estudos realizados com o eugenol, timol e linalol mostraram
que estes possuem atividade moluscicida contra Biomphalaria alexandrina e Bulinus
truncatus, sendo estes, respectivamente, hospedeiros intermedidrios do parasita
Schistosoma mansoni e Schistosoma haematobium, transmissores da doenga esquitos-
somose [9]. Além disso, sabe-se também que o eugenol possui outras atividades, tais
como: larvicida [10], antimicrobiana [11], antioxidante [12], anti-inflamatério [12],
antifiingico [13], antinociceptivo [14], citotdxica [15].

No Brasil, os hospedeiros intermediarios do S. 7ansoni pertencem ao género Biompha-
laria. Até o momento, somente as espécies B. glabrata, B. tenagophila, B. straminea sio
infectadas, enquanto que as espécies B. amazonica e B. peregrina sao consideradas hos-
pedeiras em potencial, justamente por serem infectadas experimentalmente. No estado
do Maranhao, observamos a ocorréncia das espécies B. glabrata e B.straminea em 30 e
39 municipios, respectivamente, principalmente na capital, Sao Luis [16].

Nesse caso, uma das medidas preventivas ¢ uso de moluscicida. Os moluscicidas qui-
micos mais utilizados sao: hidréxido de cdlcio, Gramaxone ®, Frescon ® ¢ Bayluscid ®
(niclosamida) [17]. No entanto, o uso destes é desvantajoso e isto acaba limitando sua
utilizagao. Dentre estas, destacam-se: toxicidade para outras espécies, baixa seletivi-
dade, contaminagio ambiental e resisténcia dos moluscos da espécie B. glabrata. Assim,
ha uma grande necessidade de encontrar novos moluscicidas, preferencialmente de ori-
gem natural, que sejam menos agressivo ao meio ambiente e mais seletivos [18, 19].

Portanto, neste trabalho, determinamos a atividade téxica e moluscicida do éleo essen-
cial das folhas do Cinnamomum zeylanicum Blume frente ao caramujo Biomphlaria
glabrata (Say 1818) que sio encontrados no Municipio de Sao Luis, Maranhio.
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PARTE EXPERIMENTAL

Extragao do 6leo essencial

Obtemos as folhas da canela em supermercado da rede varejista de Sao Luis e levamos
ao herbario. No Herbério Atico Seabra (SLS) da Universidade Federal do Maranhio
(UFMA) o Cinnamomum zeylamicum Blume, estd registrado como pertencente a
familia das Laurdceas e ntimero 1153.

Para a extragio do 6leo essencial do Cinnamomum zeylamicum Blume, utilizamos o
extrator de Clevenger de vidro acoplado a um balao de fundo redondo de 1000 mL e a
uma manta elétrica como fonte geradora de calor. A cada rotina de extragio, pesamos
30 g da amostra ¢ o triturdvamos em um moinho elétrico. Ap6s essa etapa, mistura-
mos essa amostra com 4gua destilada na propor¢ao 1:10 e colocamos em um balao de
fundo redondo acoplado ao sistema extrator. Em seguida, ligdvamos a manta elétrica
e mantinhamos a temperatura em 100 °C. Apds 5,0 horas encerrdvamos a destilagao
recolhendo-se o 6leo essencial. O dleo foi seco por meio de percolagio em sulfato de
sédio anidro (Na,SO,). Realizamos essas operagoes em triplicatas e armazenamos as
amostras em ampolas de vidro dmbar sob refrigeracao (15 °C) para evitar possiveis per-
das de constituintes volteis.

Andlises cromatograficas

Utilizamos a técnica cromatografica em fase gasosa acoplada ao espectrémetro de mas-
sas por impacto de elétrons ¢ analisador fon trap (CG-EM-IE-Ion trap). O equipa-
mento utilizado foi da marca Varian 2100, utilizando hélio como gés de arraste com
fluxo na coluna de ImL.min"'; temperatura do injetor de 270 °C, split 1:50; coluna
capilar (15 m x 0,25 mm) com fase estaciondria VF-1ms (100 % metilsiloxano 0,25
um) e programagao de temperatura do forno de 60 a 200 °C com taxa de aquecimento
de 8 °C min™, e de 200 2 290 °C com taxa de aquecimento de 15 °C min™.

No espectrometro de massas as temperaturas do mainfold, fon trap e da linha de trans-
feréncia foram de 50 °C, 190 °C e 200 °C, respectivamente. Injetamos aliquotas de
1,0 uL (injetor automatico CP-8410) nas amostras diluidas na propor¢io de 20 L
em 1,5 mL de hexano. Identificamos os componentes do éleo a partir da comparagao
destes com os dados obtidos de substincias auténticas existente em bibliotecas de refe-
réncia [20, 21].

Coleta dos caramujos

Coletamos as amostras de caramujos em criadouros naturais do bairro S4 Viana, peri-
feria de Sao Luis, Maranhdo. Capturamos os mesmos nos periodos chuvosos (janeiro
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a junho de 2010), utilizanod EPI’s (equipamento de protegao individual): luvas, bota
sete léguas e pinca metdlica. A técnica de coleta consiste em raspar com a concha as
dreas submersas; colocamos os caramujos em um recipiente de vidro com tampa ¢ dgua
do préprio criadouro [22]. A busca dos mesmos foi realizada em diversos pontos de
cada criadouro, a fim de obtermos uma boa amostragem. Apds as coletas, estas foram
etiquetadas por criadouro e levados para anilises.

Teste de positividade parasitaria para caramujos

Em um recipiente de 30 mL de capacidade, adicionamos 25 mL de dgua desclorada e
cinco caramujos. Apds isso, levamos essa mistura para exposi¢io da luz (lampadas de
100 W) a uma distincia de 30 cm, durante 1 h, para estimular a liberagdo das cercdrias
[23]. Apds essa exposicao, visualizamos os caramujos com uma lupa estereoscépica (8x)
para identificar e separar os que estavam parasitados dos que nio estavam. Seleciona-
mos para o teste de atividade moluscicida os caramujos que nao apresentaram sinais de
infec¢io pelo trematddeo no periodo de 30 dias.

Apds isso, em um recipiente de poliestireno, adicionamos dgua desclorada e os cara-
mujos; em seguida, esses foram alimentados com alface hidropénico para futuro teste
da atividade moluscicida. Ressaltamos que o periodo de andlise desse teste foi por sete
dias, em um periodo de um més.

Teste de atividade moluscicida

Realizamos essa atividade de acordo com descrito pela Organizagao Mundial de Saude
(WHO), somente com os caramujos que nio estavam parasitados no teste de posi-
tividade. Para isso, o dleo essencial obtido nesse estudo foi utilizado em dois testes,
sendo estes realizados em triplicata. No primeiro, denominado de teste piloto, em cada
béquer de 500 mL, diluimos o 6leo essencial em dgua destilada e 0,15 mL do tensoativo
Tween 80 na concentragao de 100 mg.L"; em seguida, adicionamos 10 caramujos adul-
tos, negativos para Schistosoma mansoni, a fim de obtermos uma propor¢ao de 50 mL de
solucio para cada caramujo. Expulsemos a solugao por 24 h, sob temperatura ambiente
e apds esse periodo, removemos, lavamos os caramujos duas vezes com dgua desclorada e
os colocamos em cada béquer com 500 mL de 4gua desclorada. Estes foram alimenta-
dos com alface hidropénico e observados a cada 12 h (método preconiza 24 h), por 4
dias para avaliar a mortalidade [24].

No segundo teste, denominado de concentragio letal (C;), em cada béquer de 500
mL, diluimos o 6leo essencial em dgua destilada e 0,15 mL do tensoativo Tween 80 nas
concentragoes de 75, 50,25 ¢ 10 mg.L", a fim de obtermos uma propor¢ao de 50 mL de
solugao para cada caramujo. Expulsemos a solugio por 24 h, sob temperatura ambiente
e apds esse perfodo, removemos, lavamos os caramujos duas vezes com dgua desclorada
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¢ os colocamos em cada béquer com 500 mL de 4gua desclorada. Estes foram alimenta-
dos com alface hidrop6nico e observados a cada 12 h (método preconiza 24 h), por 4
dias para avaliar a mortalidade [24].

Para o teste controle, realizamos dois testes. No primeiro, em um recipiente de vidro,
imergimos em 500 mL de 4gua desclorada 10 caramujos; no segundo, em um reci-
piente de vidro, adicionamos 0,15 mL de Tween 80 em 500 mL de dgua desclorada e
imergirmos 10 caramujos. Nas duas situa¢des, alimentamos os caramujos com alface
hidropénico e procedemos a andlise igual a realizada nos testes de concentragio letal
e piloto.

Consideramos os moluscos mortos aqueles cuja massa cefalopodal estava retraida para
o interior da concha, liberando a hemolinfa ou entio inchando e estendendo o cefalé-

pode para fora da concha [25].

Teste de toxicidade

Em um aqudrio com solugio sintética (60 g de sal marinho/litro de 4gua destilada),
saturada com oxigénio a partir de bomba de ar, adicionamos os cistos de Artemia salina
Leach. Antes disso, dividimos o aquério em dois compartimentos: um para os cistos e
outro sob iluminagao artificial (limpada de 100 W) para que haja a eclosao ¢ o desloca-
mento dos cistos para esse compartimento [26]. Procedemos de acordo com o descrito
na metodologia de Gomes e colaboradores [15].

Para a avaliagao da letalidade de Artemia salina Leach, adicionamos 20 mg do dleo
essencial em 0,02 mg de Tween 80, completando-se o volume para 2 mL com salina
artificial. Essa diluicao foi feita para obtermos solu¢ao-mae de 10 mg.mL" ¢ com uma
concentragio de 0,1% de Tween 80. Amostras de 5, 50 ¢ 500 uL dessa solugao-mae
foram transferidas para frascos com 5 mL de solugao final, obtendo-se concentragoes
de 10, 100 ¢ 1000 mg.L", respectivamente. Em cada frasco, transferimos dez larvas na
fase nduplio e realizamos o branco (solugao salina) com 20 pL e o controle negativo
(solugdo salina e tween 80 2 0,1%) com 20 uL. Apés 24 horas de incubagio, contamos
as larvas vivas e consideramos mortas aquelas que estavam ausentes de movimentagao.

Em relagio ao critério de toxicidade, consideramos trés tipos: altamente téxicas (CLs,
menor que 80 mg.L",), moderadamente téxicas (com CLs, entre 80 a 250 mg.L") ¢
atoxicas (com CLs, maior que 250 mg.L™) [27].

Analise estatistica

A anilise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método de Reed-Muench,
o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a certa dose, também ira
sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela, consequentemente, o animal que
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morrer com certa dose, também ird morrer em doses maiores que aquela. A partir de
uma tabela contendo os dados de mortalidade para cada concentragao testada, ¢ cons-
truido um grafico onde se observa uma curva para o acimulo de animais mortos em
cada concentragio ¢ outra curva para o acimulo de sobreviventes. O ponto de interces-
sdo entre as curvas ¢ a Concentragao Letal 50% (CLs), pois nesse ponto o numero de
animais sobreviventes ¢ igual a0 nimero de animais mortos [28, 29].

O intervalo de confianca foi calculado a partir da construgio do grafico do percentual
de mortos versus logaritmo (log) da dose. A seguir determina-se o valor de “R’, que ¢
a diferenca entre o log da dose que mata 75% das larvas e o log da dose que mata 25%
das larvas. Calcula-se também a varidvel “h” que consiste na média das diferengas dos
valores de log das doses. Com esses dados determina-se o log do erro padrao (SE), atra-
vés da seguinte férmula: (SE)? = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de
confianca ¢ igual 2 x 105 [30].

Utilizamos a Anova de tnico fator para avaliar associa¢ao da concentracio do dleo
essencial com mortalidade a nivel de significAncia de p <0,05.

REsSULTADOS

Andlise cromatogrifica do 6leo essencial

A partir de comparagéoes dos dados obtidos dos cromatogramas com os da biblioteca de
referéncia [20, 21], identificamos ¢ quantificamos a presenca de quatro constituintes,
sendo estes: Eugenol com 83,0% (componente majoritério), Cariofileno com 12,2%,
Linalol com 3,0% e por tltimo Humuleno com 2,5% (componente minoritario).

Avaliagao do teste de toxicidade

Nesse estudo, observamos que a mortalidade foi 100% na concentragao de 1000 mg.L*
(ver tabela 1) e concentragao letal (CLs,) de 162,1 mg.L™" (ver figura 1).

Tabela 1. Mortalidade das larvas apds testes nas diferentes concentragoes do 6leo essencial extraido

das folhas da canela

Concentragio Log Mortos | Vivos Acumul. | Acumul. | Mortalidade
(mg.L) Concentragio Mortos Vivos (%)
1000 3 10 0 14 0 100
100 2 3 7 4 7 30
10 1 1 9 1 16 10

Numero de larvas (n=10)
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Acumulados

_2 Il L Il L Il L Il L Il
1,0 L5 2,0 2,5 3,0

Log da concentragao

M Acumulados mortos @ Acumulados vivos

Figura 1. Estimativa da CLs, do dleo essencial das folhas do Cinnamomum zeylanicum Blume pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungio do logaritmo
decimal da dose aplicada. A CLs, é o ponto de intersecgio das duas curvas. (Logaritmo da concen-

tragio = 2,21, com um intervalo de confianga de 95% a 2,80 mg.L™").

Depois do periodo de exposi¢ao, ou seja, 24 horas, observamos que nao houve morta-
lidade das larvas (ver tabela 2) para o teste controle.

Tabela 2. Avaliacio da mortalidade do teste controle para as larvas da Artemia salina

Controle Reagentes Mortalidade
Branco 1 Solucio salina Todas as larvas ativas
Branco 2 Solugao salina + tween 80 2 0,1% Todas as larvas ativas

Avaliagao da atividade moluscicida

No teste piloto com dleos essenciais do C. zeylanicum Blume na concentragao de 100
mg.L", observamos que a mortalidade porcentual dos caramujos foi méxima no tempo
de 72 de horas. Essa concentragao ¢ ideal para considerarmos a atividade do dleo essen-
cial em um tempo de 24 h [31].

No estudo para as concentragdes de 100, 75, 50, 25 ¢ 10 mg.L", observamos que a
mortalidade foi méxima na concentragao de 100 mg.L! (ver figura 2) e que hd efeito da
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concentragio com mortalidade a nivel de significAncia de p <0,05 (Anova: F = 1,91;
p =0,21). A partir disso, constatamos que a concentragio letal (CLs,) foi 18,62 mg.L"!
(ver figura 3).

100 |~

80
60
40
20
0
100 75 50 25 10

Concentragao (mg.L")

Mortalidae (%)

Figura 2. Avaliagio da mortalidade em funcio da concentragio.

40 |-
35 |-
30 |-
25 -
20 |-
15 |-
10 [
5 |-
o L

Acumulados

1,0 1,5 2,0 2,0 2,5 3,0
Log da concentragao

M Acumulados mortos @ Acumulados vivos

Figura 3. Estimativa da CLs, do dleo essencial da canela pelo método Reed-Muench a partir do
acumulado de caramujos vivos ¢ mortos em fungio do logaritmo da concentragio aplicada. A CLs,
¢ o ponto de interseccio das duas curvas. Logaritmo da dose = 1,27, com um intervalo de confianca
de 95% a2,18 mg.L'.

120



Toxicidade e atividade moluscicida do dleo essencial Cinnamomum zeylanicum

Passados do periodo de exposicio, observamos que niao houve mortalidade dos cara-
mujos (ver tabela 3) para o teste controle.

Tabela 3. Avaliagio da mortalidade do teste controle para os caramujos.

Controle Reagentes Mortalidade

Branco 1 Agua desclorada Todos os caramujos ativos

Branco 2 Agua desclorada + tween 802 0,1% Todos os caramujos ativos
Discussio

De fato, concluimos que o 6leo essencial extraido das folhas de C. Zeylanicum Blume
¢ constituido, majoritariamente, por eugenol e atribuimos a este componente a sua
eficicia moluscicida contra o caramujo Biomphalaria glabrata. No entanto, este éleo
essencial possui atividade téxica moderada.

A composicio de eugenol que obtemos em nosso estudo foi 83%. Apesar desse resul-
tado estd dentro da faixa, que ¢ de 70 a 94% [32, 33], observamos em outros estudos
diferengas na composi¢io centesimal desse componente para a mesma espécie. Oleos de
folhas coletadas no municipio de Manaus, Amazonas, ¢ de duas drvores cultiva-
das em Morretes, que foram adubadas com matéria orginica e com adubo quimico,
apresentaram eugenol em 60% [6, 34], apesar do estudo realizado [34] mostrar compo-
si¢oes de outras partes da planta com valores de 90%. Assim a explicagio que atribui-
mos para essas diferengas esta nas variagOes espago-temporais, tais como, temperatura,
umidade relativa, fotoperiodo, irradidncia, genétipo, método de extragio e condi-
¢oes agrondmicas que de alguma forma afetam o perfil quimico do 6leo essencial
extraido para a mesma espécie de planta [35-38].

No presente estudo, o 6leo essencial extraido das folhas C. Zeylanicum Blume exibiu
atividade moluscicida contra o caramujo B. glabrata com concentragio letal (CLs)
de 18,62 mg.L". De acordo com os critérios adotados pela Organizagao Mundial de
Saude (WHO) a atividade moluscicida ¢ eficaz quando a concentragao letal (CLs),
em um periodo de 24 h a uma determinada temperatura ¢ inferior a 100 mg.L" para
vegetal bruto e 20 mg.L" para extratos [31]. Dessa forma, os resultados do nosso estudo
confirmam e ampliam o niimero de espécies da familia Lauraceae que possuem ativi-
dade moluscicida. O estudo realizado por [39] comprovou a atividade moluscicida do
dleo essencial Ocotea bracteosa (Meisn) Stem Bark contra o caramujo B.glabrata com

concentragio letal (CLs) de 4,6 pg.mL".
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No entanto, esse critério nio pode ser levado ao pé da letra. Quando se compara a
eficicia da atividade moluscicida com concentragao ou tempo nos capitulos do livro
editado pela Organizagaio Mundial de Satde (WHO) de 1987, observamos que h4
dualidade [40]. No capitulo Guidelines for evaluation of plant molluscicides, a atividade
em moluscos aqudticos ¢ eficaz quando a concentragio for menor ou igual a 100 mg.L"!
e matar em 90% os caramujos em 24 horas sob temperatura constante. Em outro capi-
tulo, as plantas que apresentam mortalidade de concentragio em até 100 mg.L"! sao
consideradas positivas, enquanto que superiores a essa sao negativas, independente
da porcentagem [41]. Apesar dessa dualidade na porcentagem, observamos o ponto
comum a toda atividade moluscicida de dleos essenciais. Esta ¢ eficaz quando for igual
ou menor que 100 mg.L".

Avaliar o teste de moluscicidade iz vitro é essencial, porém quando complementado
com o teste de toxicidade, este nos d4 uma dimensao de como seria a agao desse 6leo em
um sistema real. Nesse contexto, estudos de toxicidade realizados com Artemia salina
tem suas vantagens, que sao: capacidade de formar cistos dormentes, fécil manipulagao
em laboratério e baixo custo econdmico, além de ser um 6timo indicador para avaliar
a interferéncia da substincia com outros organismos. [42, 43]. Assim, o resultado do
nosso estudo revelou toxicidade moderada do 6leo essencial. A partir disso, conclui-
mos que este 6leo pode afetar outros organismos que nio sejam alvos. Mas para isso
¢ necessario a realizagao de estudos em campo para confirmar ou negar essa hipdtese.

CONCLUSAO

Concluimos que o 6leo essencial da canela ¢ constituido em sua maior parte pelo euge-
nol e que este componente possui atividade moluscicida contra os caramujos Biompha-
laria glabrata e toxicidade moderada frente a Artemia salina. Portanto, esse Sleo
essencial pode afetar outros organismos que nao sejam o caramujo.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a FAPEMA e ao CNPQ por financiarem essa pesquisa.
CONFLITO DE INTERESSES

Os autores declaram que nao ha conflito de interesses.

122



Toxicidade e atividade moluscicida do dleo essencial Cinnamomum zeylanicum

REFERENCIAS

V.Jakhetia, R. Patel, P. Khatri, N. Pahuja, S. Garg, A. Pandey, S. Sharma, Cinna-
mon: a pharmacological review, Journal of Advanced Scientific Research, 1, 19-23
(2010).

P. Ranasinghe, S. Perera, M. Gunatilake, E. Abeywardene, N. Gunapala, S. Pre-
makumara, K. Perera, M. Lokuhetty, P. Katulanda, Effects of Cinnamomum
zeylanicum (Ceylon cinnamon) on blood glucose and lipids in a diabetic and
healthy rat model, Pharmacognosy Research,4,73-9 (2012). DOI1:10.4103/0974-
8490.94719

B. Shan, Y.Z. Cai, J.D. Brooks, H. Corke, Antibacterial Properties and Major
Bioactive Components of Cinnamon Stick (Cinnamomum burmannii): Activ-

ity against Foodborne Pathogenic Bacteria, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 55, 5484-5490 (2007). DOI:10.1021/jf070424d

T. Molania, A.A. Moghadamnia, M. Pouramir, S. Aghel, D. Moslemi, L. Ghas-
semi, M. Motallebnejad, The effect of Cinnamaldehyde on mucositis and salivary
antioxidant capacity in gamma-irradiated rats (a preliminary study), DARU Jour-
nal of Pharmaceutical Sciences, 20, 89 (2012). DOI:10.1186/2008-2231-20-89

D.W. Peterson, R.C. George , F. Scaramozzino, N.E. La Pointe, R.A. Anderson,
DJ. Graves, J. Lew, Cinnamon Extract Inhibits Tau Aggregation Associated
with Alzheimer’s Disease In Vitro, Journal of Alzheimer’s Disease: JAD, 17, 585-
597 (2009). DOI:10.3233/JAD-2009-1083

M. da P. Lima, M. das G.B. Zoghbi, E.H.A. Andrade, TM.D. Silva, C.S. Fer-
nandes, Constituintes volateis das folhas e dos galhos de Cinnamomum zeylani-
cum Blume (Lauraceae), Acta Amazonica, 35, 363-366 (2005). DOI:10.1590/
$0044-59672005000300009

V.N.Trajano, E.de O.Lima, A.E. Travassos, E.L. de Souza, Inhibitory effect of the
essential oil from Cinnamomum zeylanicum Blume leaves on some food-related
bacteria, Ciéncia ¢ Tecnologia de Alimentos, 30,771-775 (2010). DOI:10.1590/
S0101-20612010000300032

M. Vangalapati, S. Satya, S. Prakash, S. Avanigadda, A review on pharmacolog-
ical activities and clinical effects of cinnamon species, Research Journal of Phar-

maceuntical, Biological and Chemical Sciences, 3, 653-663 (2012)

123



Paulo Roberto Barros Gomes, Jonas Batista Reis, Jeremias Caetano da Silva ez 4/.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

124

A.T. Sharaf el-Din, Molluscicidal effect of three monoterpenes oils on schisto-

somiasis and fascioliasis vector snails in Egypt, Journal of the Egyptian Society of
Parasitology, 36 (2), 599-612 (2006)

P.R.B. Gomes, R.W.S. De Oliveira, V.E. Mouchrek Filho, A.A. do Nascimento,
A.D. Everton, H.C. Louzeiro, J.B. Reis, M. A. Fontenele, Activity larvicide of the
essential oil Syzygium aromaticum (Carnival-of-india) in front of the mosquito

Aedes Aegypti (Linnaeus, 1762), Periodico Tthe Quimica, 15, 184-195 (2018).

N. Sanla-Ead, A. Jangchud, V. Chonhenchob, P. Suppakul, Antimicrobial Activ-
ity of Cinnamaldehyde and Eugenol and Their Activity after Incorporation into
Cellulose-based Packaging Films, Packaging Technology and Science, 25(1), 7-17
(2012).

B. Yogalakshmi, P. Viswanathan, C.V. Anuradha, Investigation of antioxi-
dant, anti-inflammatory and DNA-protective properties of eugenol in thio-
acetamide-induced liver injury in rats, Zoxicology, 268, 204-212 (2010).
DOI:10.1016/j.t0x.2009.12.018

S.-Y. Wang, P.-F. Chen, S.-T. Chang, Antifungal activities of essential oils from
indigenous cinnamon (Cinnamomum osmophloeum) leaves, Bioresource Techno-

logy, 96(7), 813-818 (2005).
AN. Daniel, SM. Sartoretto, G. Schmidt, S.M. Caparroz-Assef, C.A. Ber-

sani-Amado, R.K.N. Cuman, Anti-inflammatory and antinociceptive activities A
of eugenol essential oil in experimental animal models, Revista Brasileira de Far-

macognosia, 19,212-217 (2009). DOI1:10.1590/50102-695X2009000200006

P.R. Barros-Gomes, V.E. Mouchrek-Filho, W. Ferreira-Rabélo, A. Albuquer-
que do Nascimento, H. Costa-Louzeiro, W. da Silva-Lyra, M. Alves-Fontenele,
Caracteriza¢iao quimica e citotoxicidade do dleo essencial do cravo-da-india

(Syzygium aromaticum), Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. , 47,37-52 (2018).

O. dos S. Carvalho, PM.Z. Coclho, H.L. Lenzi, Schistosoma mansoni ¢ Esquis-
tossomose: uma visao multidisciplinar. SciELO-Editora FIOCRUZ, 2008.

S.P.D. Cantanhede, A. de M. Marques, N. Silva-Souza, A.L. Valverde, Atividade
moluscicida de plantas: uma alternativa profilitica, Revista Brasileira de Farma-

cognosia, 20,282-288 (2010). DOI:10.1590/50102-695X2010000200024

D.G. Colley, A.L. Bustinduy, W.E. Secor, C.H. King, Human schistosomiasis,
The Lancet, 383, 2253-2264 (2014). DOI:10.1016/50140-6736(13)61949-2



Toxicidade e atividade moluscicida do dleo essencial Cinnamomum zeylanicum

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Jr. A. Gasparotto, M.A. Brenzan, I.C.Piloto, D.A.G. Cortez, C.V. Nakamura, D.
Filho, B. Prado, E. Rodrigues Filho, A.G. Ferreira, Estudo fitoquimico e avaliagao
da atividade moluscicida do Calophyllum brasiliense Camb (Clusiaceac), Qui-
mica Nova. 28, 575-578 (2005). DOI:10.1590/S0100-40422005000400003

R.P. Adams, O.D. Sparkman, Review of Identification of Essential Oil Compo-
nents by Gas Chromatography/Mass Spectrometry, Journal of the American Soci-
ety of Mass Spectrometry, 18, 803-806 (2007).

NIST 08. National Institute of Standards and Technology: Mass Spectral Library
(NIST/EPA/NIH) (2008).

Ministério da Satde Brasil, Secretaria de Vigilancia em Satde. Departamento
de Vigilancia Epidemiolégica: Vigilincia e controle de moluscos de importancia
epidemioldgica diretrizes técnicas: programa de vigilincia e controle da esquis-
tossomose (PCE) 2008.

S.R. Smithers, RJ. Terry, The infection of laboratory hosts with cercariae of
Schistosoma mansoni and the recovery of the adult worms, Parasitology, 55, 695-

700 (1965).

E.A. Malek, “Snail hosts of schistosomiasis and other snail-transmitted diseases
in tropical America: a manual”. Pan American Health Organization, Pan Ameri-
can Sanitary Bureau, Regional Office of the World Health Organization, Wash-
ingron, D.C. US.A. 1985.

ES. McCullough, P. Gayral, J. Duncan, J.D. Christie, Molluscicides in schistoso-
miasis control, Bulletin of the World Health Organization, 58, 681-689 (1980).

B.N. Meyer, N.R. Ferrigni, J.E. Putnam, L.B. Jacobsen, D.E. Nichols, J.L.
McLaughlin, Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant con-

stituents, Planta Medica, 45, 31-34 (1982).
C. B. D. Amarante, A. H. Miiller, M. M. Pévoa, M. F. Dolabela, Phytochemical

study bioassay-guided by tests of toxicity on Artemia salina and antiplasmodial
activity from stem of aninga (Montrichardia linifera), Acza Amazonica, 41(3),

431-434 (2011).

S.M. Colegate, R.J. Molyneux, “Bioactive natural products: detection, isolation,
and structural determination”, Second Edition, CRC Press, 2007.

125



Paulo Roberto Barros Gomes, Jonas Batista Reis, Jeremias Caetano da Silva ez 4/.

29.

30.

31.

32.
33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

126

LJ. Reed, H. Muench, A simple method of estimating fifty per cent endpoints,
American Journal of Epidemiology, 27, 493-497 (1938). DOI1:10.1093/oxford-
journals.aje.al 18408

M. Pizzi, Sampling variation of the fifty percent end-point, determined by the
Reed-Muench (Behrens) method, Human Biology, 22, 151-190 (1950).

World Health Organization: Report of the Scientific working Group on Plant
Molluscicide & Guidelines for evaluation of plant molluscicides. Bulletin of the
World Health Organization, Geneva: TDR/SC, 1983.

E. Guenther, “The essential oils”, Vol. 4, Van Nostrand Reinhold, 1950.

J. Purseglove, “Spices”, Vol. 2. Longman, London, 1981.
M. Koketsu, S.L. Gongalves, R.L. de O. Godoy, D. Lopes, N. Morsbach, Oleos

essenciais de cascas e folhas de canela (Cinnamomum verum Presl) cultivada no
Parana, Food Science and Technology, 17,281-285 (1997). DOI1:10.1590/S0101-
20611997000300017

K.H.C. Baser, G. Buchbauer, “Handbook of essential oils: science, technology,
and applications”, CRC Press, 2015.

A.C. Figueiredo, J.G. Barroso, L.G. Pedro, J.J. Scheffer, Factors affecting second-
ary metabolite production in plants: volatile components and essential oils, F/a-
vour and Fragrance Journal, 23,213-226 (2008).

M.B. Isman, Plant essential oils for pest and disease management, Crop Protec-

tion, 19, 603-608 (2000).

C. Regnault-Roger, C. Vincent, ]J.T. Arnason, Essential oils in insect control:
low-risk products in a high-stakes world, Annual Review of Entomology, 57, 405-
424 (2012).

D.E. Coutinho, C.S. Dias, ].M. Barbosa-Filho, M.F. Agra, R.M. Martins, T.M.S.
Silva, EV.L. da-Cunha, M.S. Silva, A.A. Craveiro, Composition and mollusci-
cidal activity of the essential oil from the Stem Bark of Ocotea bracteosa (Meisn.)
Mez., Journal of Essential Oil Research, 19, 482-484 (2007). DOI:10.1080/104
12905.2007.9699958

P. Jurberg, M.C. de Vasconcellos, N.M. Mendes, P. Jurberg, M.C. de Vascon-
cellos, N.M. Mendes, Plantas empregadas como moluscicidas: uma visao critica,
Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 84, 76-83 (1989). DOI1:10.1590/S0074-
02761989000500008



Toxicidade e atividade moluscicida do dleo essencial Cinnamomum zeylanicum

41. N. Farnsworth, T. Henderson, D. So¢jarto, Plants with potential molluscicidal
activity. Presented at the meeting of the Scientific Working Group on Plant Mol-
luscicides, UNDP/World Bank/WHO Spec. Prog. for Res. and Train in Trop
Dis. Geneva, 31 Jan-2 Feb/edited by Kenneth E. Mott (1987).

42.  P. Calow, Marine and estuarine invertebrate toxicity tests. Hoffman, D. ez al.
Handbook in cytotoxicology. Oxford: Blackwell Scientific Publication. 1, 1-5
(1993).

43. LK. Utyama, Determinacio da atividade antibacteriana e toxicidade do dcido
acético e vinagres branco e tinto, Revista Eletronica de Farmdcia, 4, (2007).

COMO CITAR ESTE ARTIGO

P.R. Barros-Gomes, J. Batista-Reis, J. Caetano da Silva, RW. Santos de Oliveira, M.
do Livramento de Paula, H. Costa-Louzeiro, V.E. Moucherek-Filho, M. Alves-Fonte-
nele, Avaliacio da toxicidade e atividade moluscicida do 6leo essencial Cinnamomum

zeylanicum Blume contra o caramujo Biomphalaria glabrata (Say, 1818), Rev. Colomb.
Cienc. Quim. Farm., 48(1), 112-127 (2019).

127



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 48 (1), 128-144, 2019 www.farmacia.unal.edn.co

Articulo de investigacion clinica / hetp://dx.doi.org/10.15446/rcciquifa.v48n1.80070

Automedicacidn en estudiantes de la Sede

Neiva de la Universidad Cooperativa de
Colombia

128

Claudia Patricia Ortiz!, Oscar David Funez David’, Henry Rubiano Daza?, Claudia
Lorena Garcia Rojas®, Carlos Alberto Calderén Ospina*, Daniel Ricardo Delgado™

'Grupo de Investigaciones en Seguridad y Salud en el Trabajo (FET), Programa de Administracién
de la Salud Ocupacional, Fundacién Escuela Tecnoldgica de Neiva, Km. 11 via al Sur, Neiva-
Rivera, Colombia.

*Grupo de Investigacion Comunicacion y Desarrollo del Huila, COMDEHUILA, Universidad
Cooperativa de Colombia, Sede Neiva, Calle 11 No. 1-51, Neiva, Colombia.

*Correo electrénico: danielr.delgado@campusucc.edu.co
*Programa de Odontologfa, Universidad Antonio Narifio, Sede Neiva, Calle 19 # 42-98.

Center for Research in Genetics and Genomics (CIGGUR). GENIUROS Research Group.
School of Medicine and Health Sciences. Universidad del Rosario, Bogotd, Colombia.

Recibido para evaluacion: 4 de octubre de 2018

Aceptado para publicacion: 5 de febrero de 2019
RESUMEN

La automedicacion es una practica riesgosa cuyas consecuencias incluyen enmasca-
ramiento de una enfermedad, aparicion de reacciones adversas, interacciones medi-
camentosas, aumento de la resistencia a ciertos tipos de firmacos y firmaco depen-
dencia. La Organizacién Mundial de la Salud contempla la posibilidad de educar a
la poblacién en pricticas de automedicacién responsable, sefialando al profesional
farmacéutico como figura clave de este proceso educativo. El presente trabajo analiza
las conductas de automedicacion en una poblacién encuestada de 600 estudiantes
de la Universidad Cooperativa de Colombia Campus Neiva. Los resultados de la
encuesta han sido analizados en forma global y diferenciando a los encuestados en
subgrupos de: a) programa académico y b) variables sociodemogrificas. Los resul-
tados indican que la automedicacién es una préictica comun en estudiantes de la
Universidad Cooperativa de Colombia Campus Neiva que no siempre se lleva a cabo
de acuerdo con las recomendaciones de la OMS para poder considerarse una practica

responsable y segura.

Palabras clave: Automedicacion, autoprescripcion, farmacia comunitaria, estudiantes
universitarios.
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SUMMARY

Self-medication in the students from Neiva Campus of
the Universidad Cooperativa de Colombia

Self-medication is a dangerous practice with consequences including masking of
disease, adverse reactions to medications, drug interaction, resistance to certain
types of therapeutic agents and drug dependence. The World Health Organiza-
tion has considered the possibility of educating population in practices of respon-
sible self-medication, pointing at the pharmacist as a key figure in this educational
process. In the present work we have analyzed the self-medication conducts of 600
surveyed college students of the Universidad Cooperativa de Colombia Sede Neiva
(UCQ). The overall results of the survey have been analyzed; we have also divided
the surveyed population in subgroups of: a) Academic program and b) Sociodemo-
graphic variables. Results indicate that self-medication is a common practice among
college students of UCC, and that it is not always practiced according to WHO

recommendations for responsible, safe self-medication.

Key words: Self-medication, self-prescription, community pharmacy, college students.

INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud indica que automedicacién implica el uso de
medicamentos por parte del consumidor para el tratamiento de trastornos o sintomas
reconocidos por el propio paciente, o el uso intermitente o continuo de un medica-
mento formulado por un médico para enfermedades crénicas o recurrentes o sintomas
[1]. La organizacién denominada Industria Mundial de la Automedicacién (WSMI)
define la automedicacién como el tratamiento de problemas de salud comunes con
medicamentos especialmente disefiados y etiquetados para su uso sin supervision
médica y aprobados como seguros y efectivos para tal uso [2].

De otro lado, una definicién interesante es la propuesta por Ruiz, la cual involucra
al grupo familiar al definirla como la seleccién y uso de medicamentos por parte de
los individuos o un miembro de la familia de los individuos para tratar enfermedades
autoreconocidas o autodiagnosticadas o sus sintomas no prescrito por un médico, o
de forma que esta no es dirigida por un médico [3]. La definicién presentada por la
WSMI (World Self-Medication Industry) es la denominada automedicacién respon-
sable, la cual representa un drea de la asistencia sanitaria en la que el paciente asume un
mayor grado de responsabilidad en la gestion de una dolencia menor, mediante el uso
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de un producto farmacéutico que estd disponible sin receta médica. La practica puede
ser apoyada por el asesoramiento de un profesional de la salud. Esta participacion
propende a un manejo mds racional de enfermedades menores con lo cual se podria
evitar citas médicas innecesarias, lo que presenta ventajas para los sistemas de salud. Al
aumentar el acceso a la medicacidn, la automedicacién responsable puede contribuir
a la reduccion de costos de los medicamentos prescritos, asociados a los programas de
salud financiados con fondos publicos [4].

Ahora bien, un nimero cada vez mayor de medicamentos sujetos a receta médica estan
disponibles como productos de venta libre en muchos paises, ampliando asi el alcance
y la accesibilidad de estos productos a la poblacién. Sin embargo, la automedicacion
responsable no estd exenta de riesgos tales como un mal diagndstico, el uso de una dosis
excesiva del farmaco, la duracién prolongada de uso, interacciones con otros medi-
camentos y polifarmacia, este ultimo puede ser particularmente problematico en las
personas mayores, por lo que a pesar de las ventajas asociadas al asesoramiento de
los pacientes por parte del farmacéutico y el médico se transforma en un problema
de salud publica cuando el individuo usa el medicamento sin asesoramiento o prescrip-
cién médica, situacion que es muy comun en nuestro medio [4, 5].

Estudios realizados sobre automedicacién en estudiantes universitarios refleja la gran
prevalencia de esta préctica en esta poblacién lo que pone de manifiesto la necesidad de
realizar una intervencion urgente, frente a los problemas que implica automedicarse
de manera no responsable [6, 7]. Este documento expone la conducta de los estudian-
tes de la Universidad Cooperativa de Colombia de la Ciudad de Neiva, con el fin de
identificar tendencia en automedicacién e intervenir mediante campanas educativas a
la poblacién universitaria.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal. El calculo de la muestra se realizé
en Epidat version 4.2, teniendo en cuenta los siguientes criterios: técnica de muestreo
utilizada muestreo probabilistico tipo aleatorio simple, prevalencia de automedicacién
60% (Boletin epidemiolégico), nivel de confianza 95 % y error 5 %, con estos crite-
rios se obtuvo un tamano muestral de 600 estudiantes; la seleccién de los participantes
se realizd de forma aleatoria de la base de datos de los estudiantes matriculados en la
Universidad Cooperativa de Colombia Campus Neiva.

El cuestionario fue aplicado mediante formulario digital utilizando Tablet; se garan-
tiz6 la calidad del dato, ya que los investigadores recolectaron de primera mano la infor-
macion, obteniendo una efectividad del 100% en el diligenciamiento de cada encuesta.
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También se realiz6 una prueba piloto a 50 estudiantes universitarios de una institucion
diferente con el énimo de identificar posibles ambigiiedades en cada una de las pregun-
tas o dificultad para comprender las mismas. El formulario empleado fue anénimo con
preguntas cerradas, de tipo eleccion multiple y abiertas disefiadas para repuestas cortas
y puntuales.

Las preguntas estdn orientadas a establecer: a) la prevalencia de la automedicacién en
estudiantes de la Universidad Cooperativa de Colombia Campus Neiva, b) el porcen-
taje de estudiantes que realizan una automedicacién responsable (diagnéstico médico
previo, lectura del prospecto, seguimiento estricto de la posologia y duracién del
tratamiento estipulada en el prospecto, consume el medicamento en ausencia de bebi-
das alcohodlica o energizantes) , c) establecer los grupos de medicamentos utilizados
mds frecuentemente por los estudiantes, d) determinar las indicaciones més frecuentes
de los productos automedicados, ¢) establecer la frecuencia de la automedicacidn, f)
determinar la fuente de la medicacion, g) establecer las razones que con mayor frecuen-
cia llevan a los estudiantes a la automedicacion y h) describir el conocimiento de los
estudiantes del riesgo asociado a la automedicacion.

Para el andlisis estadistico se utilizaron proporciones para las variables cualitativas. En
el andlisis bivariado se realizé la prueba de chi cuadrado para establecer diferencias esta-
disticamente significativas entre las variables sociodemogréficas (sexo, edad, pregrado,
semestre cursado y estrato socioeconémico) y automedicacién. Para establecer posibles
asociaciones entre antecedentes patoldgicos y conductas que ponen en riesgo la salud
del individuo con la automedicacién se empled el OR e intervalos de confianza del
95%, la significancia estadistica se da por el valor de p <0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La encuesta fue aplicada a 600 estudiantes mediante un cuestionario electrénico, en
el cual cada pregunta se debia responder para avanzar a la siguiente, lo que garantizé
una efectividad del 100% en el diligenciamiento del cuestionario. La prevalencia de
automedicacion en la Sede Neiva de la Universidad Cooperativa de Colombia fue del
86,8 %. De la poblacién encuestada aproximadamente el 53% es de sexo masculino y
el 47% de sexo femenino. En cuanto al programa académico que cursan lo encuesta-
dos, la mayoria pertenece a los programas de Derecho e Ingenierfa Industrial en los
cuales se encuentra cerca del 68 % de la poblacién. De acuerdo con los resultados
los programas académicos de Ingenierfa de Sistemas (IS) y Contadurifa Publica (CP)
registran el menor nimero de individuos que se automedican (IS=51% y CP=42% de
su poblacién) y los programas académicos de Administracién de empresas (AE) y Psi-
cologia (Ps) en donde se presenta el mayor nimero de individuos que se automedican
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con un porcentaje del 100%; estos programas representan el 1,8 y 9,3 % de la poblacion
encuestada respectivamente; otro dato relevante es el programa de Derecho (D), el cual
presenta el mayor nimero de encuestados (240/600, 40%) en donde el 96,7% de su
poblacién se automedica y este a su vez representa el 38,7% de la poblacion total.

En relacién con las variables sociodemograficas, del 82,3% de los encuestados que
toman medicamentos sin prescripciéon médica el 51,4 % es de sexo masculino y el
48,6% de sexo femenino. En cuanto ala edad de los participantes en el estudio, el rango
se encuentra entre los 16 y 42 anos siendo en su gran mayoria mayores de edad y tan
s6loun 2,1 % (11 personas) son menores de edad, los cuales posiblemente pertenecen
alos semestres iniciales. Si bien el rango de edad es amplio, en la tabla 1 se muestra que
el nimero de participantes por semestre es muy homogéneo.

Finalmente, en cuanto al nivel socioeconémico la mayoria de la poblacién pertenece a
los estratos 2y 3 con un 50,8 y 33,0 % respectivamente. Particularizando los encuesta-
dos que pertenecen al estrato dos el 67,1% de los mismos no se automedica, siendo el
unico estrato en donde se encuentra un menor porcentaje de individuos que consumen
medicamentos sin prescripcion médica.

Al realizar la prueba chi cuadrado para las variables presentadas en la tabla 1, se observa
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las variables sexo-auto-
medicacién y edad-automedicacién, pero esta tendencia (automedicacién) se encuentra
relacionada con el programa académico, semestre cursado y el estrato socioeconémico,
en donde x” de la tabla es menor al x* de prueba, resultado que es corroborado con el
valor de p el cual es menor a 0,05.

Centrando el andlisis en la poblacién que se automedica (521) se realizaron una serie
de preguntas con el 4nimo de identificar la frecuencia, y las razones mas relevantes por
las cuales los individuos encuestados tomaban medicamentos sin prescripcion médica
(ver tabla 2). El item: Indique los medicamentos con los que se antomedica y al frente
la enfermedad o condicion por la cual ha consumido dicho medicamento se analizé de
manera separada debido al gran nimero de respuestas diferentes.

Asi, las razones mds relevantes reportadas por las que el individuo se automedica es
la falta de tiempo para asistir al médico (24,4%) seguido de tener experiencia con el
tipo de dolencia (16,3%) lo que puede indicar la existencia de una patologia recurrente
o cronica que deberfa ser tratada. Otras razones incluyen ahorro de dinero en el costo
de la consulta (11,1%), la urgencia de tratar el malestar (10,0) y ver su patologia como
algo de poca importancia (10,9%) lo que evidencia una tendencia de automedicaciéon
no responsable, debido posiblemente a la falta de informacién sobre las consecuencias
negativas de esta préctica.
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Tabla 1. Variables sociodemogréficas y condiciones académicas de los estudiantes encuestados.

Variable (n]:6t310) :j::) N°A (n=521) p X
n (%) n (%) n (%) Xrpta | X prucha
Masculino 318 (53,0) | 50(63,3) 268 (51,4)
Femenino | 282 (47,0) | 29 (36,7) | 253 (48,6) 0,1064 | 10,596 | 44381
Programa académico
Derecho 240(40,0) | 8(10,1) 232 (44.5)
Ing. Industrial | 172 (28,7) | 32 (40,5) 140 (26,9)
Ing. Civil 50(8,3) | 5(63) 45 (8,6)
Psicologia 56 (9,3) 0(0) 56 (10,7) 0,000 12,6 111.3
Ai‘::;i;t::g:“ 11(18) | 0(0) 11 (21)
Ing. Sistemas 45(7,5) | 23(29,1) 22 (4,2)
Contaduria 26(4,3) | 11(13,9) 15 (2,9)
NR 25(4,2) 5(6,3) 20(3,8)
16-17 12(20) | 1(1,3) 11(2,1)
18-19 151(252) | 24(304) | 127(24.4)
2021 174(29,0) | 26(32,9) |  148(284) 0137 | 22362 | 13618
2223 90(15,0) | 11(139) | 79(15.2)
2425 62(103) | 2(2.5) 60(11,5)
26-42 86(14,3) | 10(12.7) 76(14,6)
Semestre
1 62(10,3) | 16(20,3) 46(8.8)
2 76(12,7) | 17(21,5) 59(11,3)
3 92(15,3) | 14(17.7) 71(13,0)
4 74(12,3) | 3(3.8) 78(15,0)
S 60(10,0) 8(10,1) 52(10,0) 0,0008 16,919 | 28,515
6 44(7,3) 5(6,3) 39(7.5)
7 49(82) | 1(1,3) 48(9,2)
8 41(6,8) 7(8,9) 34(6,5)
9 52(87) | 4(5,1) 48(9.2)
10 50(8.3) | 4(5.1) 46(8,8)
(Continiia)
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Tabla 1. Variables sociodemogréficas y condiciones académicas de los estudiantes encuestados

(continuacion).
Variable (nE)Gt;l()) z=§9A) N*A (n=521) P =
n (%) n (%) n (%) Xibta | X prucha
1 42(7,0) 10(1,3) 32(6,1)
2 305(50,8) | 53(67.1) 252(48,4)
3 198(33,0) | 18(22.8) 180(345) 0,003 11,071 | 17,937
4 52(8,7) 7(8,9) 45(8,6)
5 10(1,7) 0(0,0) 10(1,9)
6 2(0,3) 0(0,0) 2(0,4)

Sibien la automedicacién se estd convirtiendo en una practica cada vez mds importante
dentro del cuidado de la salud, dirigiendo a los pacientes hacia una mayor independen-
cia en la toma de decisiones sobre el tratamiento de enfermedades menores, empode-
rando al individuo, claramente en este caso particular estas no son las razones y si lo es
una clara necesidad de urgencia por buscar alternativas que solucionen sus problemas
de salud a la mayor brevedad.

Por tanto, en este caso, la automedicacién estd asociada con riesgos tales como diagnés—
ticos errdneos, uso excesivo de dosis de medicamentos, duracién prolongada del uso,
interacciones medicamentosas y polifarmacia, condiciones que estdn muy alejadas de
presentar ventajas para los sistemas de salud, al facilitar un mejor uso de las habilidades
clinicas, aumentar el acceso a los medicamentos y propender a reducir los costos de
medicamentos recetados, asociados con los programas de salud financiados por
el estado.

Lo anterior puede ser sustentado, en el hecho, que, si bien el individuo no asiste a la
consulta médica, mas del 60% de los encuestados dicen consultar un profesional o per-
sona de la salud diferente al médico o personas relacionadas con la venta de medica-
mentos como los empleados de droguerias. Sin embargo, es importante recalcar que, en
Colombia, de acuerdo con el Decreto 2200 de 2005 el encargado de dispensar el medi-
camento no puede recomendar al usuario ¢l uso de un medicamento en particular 8].

Un factor relevante de la encuesta, es que muestra la influencia de los medios publici-
tarios en la decisién final de consumo del tipo de medicamento, a las preguntas: en la
mayoria de los casos, ¢quién ha sido indicado el uso del medicamento? Y, ¢es impor-
tante para usted el laboratorio que produce el medicamento?, para la primera pregunta
la publicidad influye en el 6,5 %, y para la segunda, aproximadamente el 70 % de los
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encuestados son influenciados por la publicidad de las diferentes empresas productoras
y comercializadoras de medicamentos.

Un aliciente frente a la alta prevalencia de automedicacién es que el 63% de las personas
que se automedican, al persistir sus sintomas, acuden a consulta médica, sin embargo
un 14,5 % de los encuestados dicen aumentar la dosis, lo que en términos de consumo
de antibioticos podria generar la aparicion o propagacién de farmacorresistencia lo que
de acuerdo con la OMS se ha transformado en una amenaza creciente para la salud
publicay la provision de asistencia sanitaria, esto ocurre posiblemente porque los estu-
diantes tienen conocimientos inadecuados, creencias poco precisas lo que conlleva a
estas practicas inadecuadas [9, 10], y en casos mds puntuales la dosis puede superar la
concentracién téxica minima generando problemas de salud atn mayores. Lo anterior
es reforzado frente a que el 72, 5% de los encuestados consumen el medicamento hasta
cuando los sintomas de la patologia desaparecen, lo que podria poner en alto riego la
salud del individuo debido a posibles efectos adversos del medicamento administrado.

Finalmente, si bien el 84, 7% de los encuestados entienden que automedicarse pone en
riesgo su salud, mas del 70 % de las personas encuestadas practican una automedicacién
no responsable puesto que no tienen en cuenta factores tan importantes como la dosis,
las posibles interacciones medicamentosas ni los efectos adversos de los medicamentos
con los que se automedican, este fendmeno que al parecer se presenta en otros paises
como China en donde los estudiantes reportan resultados muy similares [11]. Si bien
los encuestados aducen tener conocimiento de los riegos asumidos al automedicarse,
en realidad carecen de la informacidn suficiente frente a los efectos nocivos a los cuales
pueden estar expuestos al consumir medicamentos sin prescripcion médica [12-13].

En cuanto al item: Indique los medicamentos con los que se automedica y al frente la enfer-
medad o condicion por la cual ha consumido dicho medicamento, las categorias terapéuti-
cas con las que la poblacién estudiada se automedica més frecuentemente con el animo
de tratar su patologia (ver tabla 3) son analgésicos/antiinflamatorios (67%) dentro del
cual el acetaminofén es el mis consumido (44% de la poblacién total), antigripales
(16%) y antibiéticos (5%). Se reporta ademas el consumo de antidepresivos (1%), anti-
hipertensivos (1%), alcaloides como la cafeina (5%), firmacos para el tratamiento de
la disfuncién eréetil y la hipertensién (3%) y un restante (2%) entre midridticos, anti-
diarreicos, bloqueadores de la bomba de protones y relajantes del tono muscular. Un
dato preocupante frente a los medicamentos reportados es que el 18% de los mismos
requieren de receta médica los cuales en su mayoria son antibidticos [14] y analgésicos,
resultados que concuerdan con estudios realizados en Jordania, donde un alto porcen-
taje de los estudiantes que se automedicaban lo hacian para el tratamiento de enferme-
dades bacterianas o tratamiento del dolor en distintas partes del cuerpo [15].
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Tabla 2. Resultados obtenidos a través de la encuesta para las 14 preguntas que componen la encuesta.

Pregunta Opciones de respuesta n %
Nunca 79,0 | 13,2
Sélo una vez 154,0 | 25,7
¢Con qué frecuencia se automedica (toma Raramente (cada 4-12 meses) 151,0 | 252
de medicamentos sin el concepto de un
médico)? Ocasionalmente (cada 3-1 meses) 99,0 16,5
Frecuentemente (mds una vez al mes) 80,0 13,3
Siempre (mds de una vez alasemana) | 37,0 | 6,2
Indique los medicamentos con los que
se automedica y al frente la enfermedad
o condicion por la cual ha consumido
dicho medicamento
No tiene tiempo para ir al médico 127 | 244
No cuenta con seguridad social 57 10,9
Expenenc.la previa con el mismo tipo 85 16,3
de dolencia
Ahorrarse el costo de la consulta 58 11,1
Urgencia del problema o dolencia que 52 10.0
Senale la razén mds importante por la cual | no puede esperar a la consulta ’
Ud. se automedica (marque sélo una) Encontré informacién relacionada
con la enfermedad en Internet o algin | 39 7,5
medio masivo de comunicacién
El problema era demasiado trivial como
1 57 10,9
para consultar a un médico
Sabia todo lo que debia saber acerca de
35 6,7
la enfermedad
Curiosidad 9 1,7
Usted mismo 213 | 355
Profesional de la sa}ud no médico 251 | 418
, B (enfermera, odontélogo)
Enlamayorfa delos casos, ¢ por quién ha
sido indicado el uso del medicamento? | Empleado de la drogueria 110 18,3
Amigo 75 12,5
Familiar 89 14,8
(Continiia)
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Tabla 2. Resultados obtenidos a través de la encuesta para las 14 preguntas que componen la encuesta

(continuacion).
Pregunta Opciones de respuesta n %
En lamayoria de los casos, ¢ por quién ha Publicidad 39 6.5
sido indicado el uso del medicamento? | O¢ro 3 0,5
¢Es importante para usted el laboratorio que produce el St 398,0 | 66,3
medicamento? No 1230 | 20,5
Al adquirir el medicamento en la drogueria, ¢el empleado Si 434,0 | 723
ofrece informacion sobre el producto? No 870 | 145
Consulta un médico 378,0 | 63,0
Siluego de aumedicarse persisten Aumenta la dosis 87,0 | 145
los sintomas de la enfermedad, Cambia de medicamento 48,0 8,0
¢cOémo actia? Otro 8.0 13
No responde 0,0 0,0
Cuando desaparecen los sintomas 4350 | 72,5
En qué momento deja de Cuando lo indica el prospecto 85,0 | 142
consumir el medicamento )
(automedicado) Otro (cual) 0,0 0,0
No responde 1,0 0,2
¢Leeusted ysigue lainformacién Siempre 154,0 | 25,7
consTgnada en la etiqueta del Algunas veces 2980 | 49.7
medicamento acerca del uso
adecuado del mismo? Nunca 69,0 | 11,5
¢Recomienda el consumo Si 476,0 | 79,3
de medicamentos que le han
resultado efectivos? No 45,0 75
Si 318,0 | 53,0
Dosis
No 203,0 | 33,8
Al consumir un medicamento, Interacciones St 89,0 14,8
¢tiene en cuenta lo siguiente? medicamentosas No 432,0 | 72,0
Si 105,0 | 17,5
Efectos adversos
No 416,0 | 69,3
¢Sabe usted que pueden existir riesgos para su salud si se St 508,0 | 847
automedica? No 130 | 22
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Tabla 3. Patologfas tratadas mediante la préctica de automedicacién por la poblacién encuestada
(resultados a partir del item: Indique los medicamentos con los que se automedica y al frente la enfer-

medad o condicion por la cual ha consumido dicho medicamento).

Condiciéon % de automedicacién Condiciéon % de automedicacién
Cefalea 38,6 Fiebre 1,7
Dolor 16,7 Gastralgia 1,7
Gripe 10,0 Veisalgia 1,7
Dismenorrea 47 Inflamacién 1,1
Anticonceptivo 45 Mejorar potencia sexual 0,9
Gastritis 3,2 Espamo Muscular 0,9
Infecciones 2,7 Insomnio, estrés 0,8
Gastralgia 2,5 Asma 0,6
Hipersomnia 2,5 Malestar general 0,4
Diarrea 2,3 Hipertension 0,4
Faringoamigdalitis 1,9 Chikungunya 0,2

Al realizar un anélisis de antecedentes patoldgicos y conductas que ponen en riesgo la
salud del individuo (ver tabla 4) se utilizé la medida de asociacién OR. Las variables
que mostraron asociacién estadisticamente significativa con la conducta de autome-
dicarse fue el consumo de bebidas energizantes con bebidas alcohélicas, el consumo
de bebidas energizantes con medicamentos, padecer enfermedades como la migrana,
artritis reumatoide, alergias y en mujeres los cdlicos menstruales (dismenorrea).

Los resultados del estudio demuestran que la automedicacién es una problematica glo-
bal, al comparar el estudio con otros realizados en ambientes universitarios se encuen-
tran similitudes como los porcentajes de prevalencia, muestra de ello estd el trabajo
académico en Universidad de La Plata (Argentina) el cual report6 una prevalencia
del 95% [4], en la Universidad del Rosario (Colombia) 79,3% [16], Universidad de
Antioquia (Colombia) 97% [17], Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambienta-
les (Colombia) 73%[18], Universidad Nacional del Nordeste (Argentina) 85% [7],
Santhiram Medical College (India) 90% [19], Universidad de Karachi (Pakistin)
76%(20], Universidad de Gondar (Etiopfa) 53,7%[21], Universidad de Ljubljana (Slo-
veni) 92,3 [22].
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Tabla 4. Resultados de las preguntas andlisis de antecedentes patoldgicos y conductas.

Respuestas
In 1
Pregunta afirmativas | OR tervalo de P
confianza 95 %
(n=600)

En los ultimos 12 meses, ¢ha consultado, por
cualquier razédn, algin profesional de la salud| 420(70) | 1,612 | 0,988 | 2,632 |0,056
(médico, enfermera, odontélogo u otro)?

¢Ha fumado por lo menos 100 cigarrillos en 178(30) | 1,191 | 0,699 | 2,030 | 0,520

toda su vida?
¢Actualmente fuma? 130 (22) | 1,103 | 0,613 | 1,983 | 0,744
¢Consume bebidas energizantes? 236(39) | 1,004 | 0,619 1,631 |0,986

¢Ha consumido bebidas energizantes junto con
bebidas alcohdlicas?

¢Ha consumido bebidas energizantes junto con

148 (25) | 1,972 | 1,035 | 3,758 |0,039

84(14) | 7,191 | 1,732 | 29,855 | 0,007

medicamentos?

¢Ha consumido bebidas alcohdlicas junto con 90 (15) 1432 | 0,688 | 2981 |0337

medicamentos?

¢Algunavez un profesional dela salud le ha dicho 81 (14) 0.959 | 0,484 | 1.903 |0.906

que ha tenido o que tiene la tensién arterial alta?

gEsta actualmente cn tratamiento con 67 (1 1) 1)133 0,520 2,471 0’753

medicamentos para controlar la tension arterial?

¢Alguna vez un profesional de la salud le ha
dicho que pesa més de lo que debiera? 102(17) | 1,690 | 0815| 3,505 | 0,159

¢Alguna vez un médico le ha dicho que tiene el 70 (12) 1704 | 0712 4077 | 0231
colesterol alto en la sangre?

¢Estallevando a cabo actualmente algtin programa
o tratamiento para mantener controlado su 45 (8) 7,195 {0,977 | 52,981 | 0,053
colesterol?

¢Alguna vez un profesional de salud le ha dicho
que tiene diabetes o azicar alta en la sangre?

71(12) | 0,636 0,331 1224 0,175

¢Estallevando a cabo actualmente algtin programa
o tratamiento para mantener controlada la| 43 (7) 2,107 10,636 | 6,980 |0,223
diabetes o azticar en la sangre?

¢Consume con frecuencia bebidas alcohélicas? 208 (35) 1,169 10,704 | 1,942 | 0,545

¢Ha sentido la necesidad de disminuir o dejar de
tomar bebidas alcohdlicas?

155 (26) | 0,888 0,523 1,509 | 0,661

¢Le han criticado la frecuencia o cantidad en qué 132(22) | 1,503 | 0801 2,819 | 0204

consume bebidas alcohdlicas?

(Continiia)
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Tabla 4. Resultados de las preguntas andlisis de antecedentes patoldgicos y conductas (continuacion).

Respuestas
Pregunta afirmativas | OR In:iervalo;;eo/ P
(n=600) confianza 95 %
¢Se ha sentido culpable por la forma que bebe? 89 (15) 1,411 {0,677 | 2,939 |0,358
¢Ha tenido que tomarse un trago a primera hora
de la mafiana para aliviar la resaca (guayabo) del | 81 (14) 0,959 0,484 | 1,903 | 0,906
dia anterior?
¢Ha L‘l‘SéidO m.edlc”amentos u otras sustancias con 45 (8) 0.984 | 0.403 | 2.407 | 0.973
fines “recreativos”?
Infu{'ic:lenaa renal aguda o 26 (4) 1859 | 0431 | 8024 | 0.406
crénica
Céancer, leucemia, linfoma o
\ 23(4) | 1617 |0372| 7.034 | 0522
mieloma
Enfermedades vasculares y del
corazén tales como aneurismas,
arritmia, anginade pecho, infarto, | 25 (4) 8,166 | 0,492 | 135,490 | 0,143
soplos cardfacos o enfermedades
de las valvulas cardiacas
Enfermedades del siseema 27(5) | 1,941 |0451| 8357 | 0374
decid nervioso, epilepsia o convulsiones
:H.
¢Ha padeado o Mentales o psiquidtricas 26 (4) 1,170 | 0,343 | 3,991 |0,802
padece  alguna h—
de las siguientes En,fe.rmedades respiratorias 58 (10) 2168 | 0763 | 6,162 | 0.147
enfermedades? | crénicas como asma
Migrafa 140 (23) | 5,176 | 2,049 | 13,075 | 0,001
Acné 107 (18) 0915 0,499 | 1,677 |0,774
.Su.ldromc del colon o intestino 4107) 0.600 | 0267 1351 | 0218
irritable
Lupus 20 (3) 1,378 10,313 | 6,055 | 0,671
Artritis reumatoide 29 (5) 2,473 | 1,105 | 5,537 |0,028
Alergias 108 (18) 2,486 | 1,163 | 5,315 |0,019
Pfe.guntasoloparamu]eres: 122(20) | 3390 | 1,592| 7218 | 0,002
cblicos menstruales
¢Le han realizado alguna vez dialisis renal? 21 (4) 6.830 | 0,410 113,889 | 0,181
¢Consume o le Antl?re.:tro.vuales. (indinavir, 21 (4) 6.830 | 0,410 | 113.889 | 0.181
han formulado | convivir, ritonavir u otros)
al d
mizlil;nfeisttooss’ Quimioterapia o radioterapia 17 (3) 1,141 | 0,256 | 5,088 |0,862
(Continiia)

140



Automedicacién en estudiantes de la Universidad Cooperativa de Colombia

Tabla 4. Resultados de las preguntas andlisis de antecedentes patoldgicos y conductas (continuacion).

Respuestas
Pregunta afirmativas | OR In:ier valo9(;e(y P
(n=600) confianza 95 %

:Consumeole | Medicamentos parala hemofilia
han formulado | (Factor VIII o IX)

alguno de estos
medicamentos?

0(0) 0,152 10,003 | 7,738 | 0,348

Otra situacién (cual) 0 (0) 0,152 10,003 | 7,738 |0,348

Una preocupacion relevante reportada por algunos autores es la problematica por el
consumo indiscriminados de antibidticos debido al desarrollo de resistencia por parte
de cepas patdgenas [23], algunas de las razones reportadas por otros estudios concuerdan
con las presentadas en este estudio tales como: falta de tiempo para asistir al médico, no
contar los recursos econémicos para el pago de citas médicas, experiencia previa con el
medicamento consumido [24]. Ademas el guardar los medicamentos recetados por
el médico, que no fueron consumidos por el paciente, promueve la automedicacién
debido a que ademds de ser sugerido por la persona que consumié el medicamento, el
tener el medicamento a la mano conduce al individuo que padece una afeccién similar
a consumir dicho medicamento [25], finalmente tanto los resultados de este estudio
como los reportados por Peng y colaboradores [26] sugieren que el consumo de anti-
bidticos no esta relacionado con el desarrollo de la region o niveles socioeconémicos.
Poner al descubierto que lo antibidticos reportados en el estudio no son de venta libre
(amoxicilina, ampicilina, metronidazol, penicilina, cefalexina y eritromicina) eviden-
cia el riesgo latente de la automedicacion.

Ahora bien, se espera que los farmacéuticos participen en el proceso de la prescripcion
de medicamentos, sin embargo, estos pueden estar influyendo en la venta de medica-
mentos de venta bajo prescripcién médica, por lo que la practica de automedicacién no
responsable es un fenémeno en auge que aumenta dia tras dia.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio revelaron que la prevalencia de la automedicacién no res-
ponsable en la comunidad universitaria es relativamente alta, lo cual puede conducir
a efectos adversos, generar interacciones medicamentosas o con otras sustancias (p. ¢j.
alimentos, productos naturales), inducir conductas de abuso o dependencia e incluso
aplazar el diagnéstico de una afeccién que debiera requerir atencién médica. Por ende,
consideramos que se deben enfatizar las medidas regulatorias para la disminucién de
esta practica. Por otra parte, se debe estimular el desarrollo de directrices nacionales
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basadas en la evidencia que guien de manera efectiva y segura el uso y los patrones

de prescripcion de los medicamentos. Finalmente, se deben llevar a cabo campanas de

concienciacién sobre la salud y la automedicacién para prevenir el uso indebido

de medicamentos.
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SUMMARY

Cadmium (Cd?+) is a nonessential heavy metal that possesses a high capacity of
bioaccumulation and exhibits toxic characteristics even at low concentrations. This
study evaluated the genotoxicity and cytotoxicity in human leukocytes in vitro after
exposure to a lower range of Cd*+concentration (1-25 pg/mL) using an unprec-
edented strategy by correlating between intracellular Cd*+ levels after exposure
and cellular damage. Results demonstrated that Cd*+exposure from 5 to 25 pg/mL
significantly increased the unviability of leukocytes, as well as the DNA damage,
which was dose-dependent. The intracellular Cd?+ levels in leukocytes ranged from
9.85 to 94.38 pg/cell, and cytotoxicity and genotoxicity were induced at a concen-
tration of 24.22 pg/cell. The relationship between exposure concentration and intra-
cellular Cd*+ levels suggests that its influx occurs in human leukocytes under zero-

order kinetics.

Keywords: Cadmium, cellular damage, DNA damage, defense cells.

145



Vanessa Fontoura dos Santos, Elvio Adilio Serpa, Fabiana Ernestina Barcellos da Silva ez /.

RESUMEN

El CdCl, tiene un influjo celular cinético de orden cero
e induce citotoxicidad y genotoxicidad a bajas
concentraciones en leucocitos humanos iz vitro

El cadmio (Cd?+) es un metal pesado no esencial que posee una alta capacidad de

bioacumulacién y presenta caracteristicas tdxicas incluso en bajas concentraciones.

Este estudio evalud la genotoxicidad y la citotoxicidad en leucocitos humanos 77

vitro después de la exposicién a un rango inferior de concentracién de Cd*+ (1-25 g

/ mL) mediante una estrategia sin precedentes al correlacionar los niveles intracelu-

lares de Cd?*+ después de la exposicidn y el dano celular. Los resultados demostraron

que la exposicion a Cd*+ de 5 a 25 pug/mL aument significativamente la inviabilidad

de los leucocitos, asi como el dano en el ADN, que era dependiente de la dosis. Los

niveles intracelulares de Cd?+ en leucocitos oscilaron entre 9,85 y 94,38 pg/célula,

y se indujo la citotoxicidad y la genotoxicidad a una concentraciéon de 24,22 pg/

célula. La relacién entre la concentracion de la exposicidn y los niveles intracelulares

de Cd*+ sugiere que su influjo se produce en leucocitos humanos bajo una cinética

de orden cero.

Palabras clave: Cadmio, daio celular, dafio en el ADN, células de defensa.

INTRODUCTION

Cadmium (Cd) is a heavy metal belonging to class II-B of the periodic table [1] that,

even at low concentrations, has toxic effects [2, 3]. In addition, Cd is a widely distrib-

uted pollutant in several sources as industrial waste, plastics and odontologic materials
[2], cigarette smoke [4], forest fires [3], pigments [5], and fertilizers [6] and thus causes

food and water contamination [7, 8].

Cd?** bioaccumulates primarily in the liver, kidneys, bones, and pancreas [9, 10], which

ultimately results in hepatic and renal dysfunctions, as well as osteoporosis and pancre-

atic cancer [11].

The mechanism by which Cd** induces cellular injuries appears to be supported, at
least in part, by apoptotic pathways [3, 12]. Furthermore, the potential injury caused

by Cd** appears to be associated with our own ability to induce protein denaturation

and oxidative stress and decrease the enzymatic activity [13-15].
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However, only a few studies have evaluated the genotoxicity in human cells exposed
to lower concentrations of Cd. Herein, we report the iz vitro minimal Cd** concen-
trations that could cause genotoxicity and cytotoxicity in human leukocytes. These
screening experiments were performed at concentrations ranging from 1 to 25 pg/mL,
which are significantly lower than those cited in the literature. We also determined the
intracellular Cd** levels after cellular exposure to understand the relationship with the
observed cell damage and also to elucidate the kinetic entrance of Cd** into human
leukocytes under experimentally controlled conditions.

MATERIALS AND METHODS

Ethical aspects

The experimental protocols performed in this study, including the collection of venous
blood samples, were submitted to and approved by the Universidade Federal de
Santa Maria (RS, Brazil) Research Ethics Committee under the registration number

0089.0.243.000-07.

Material preparation

The study material was prepared as previously described [16]. Briefly, the material that
was used for 77 vitro assays was new and disposable to avoid Cd** contamination. Con-
trol samples of the reagents were tested to identify metal contamination. Before use, all
glassware was immersed in 20% aqueous HNO; (v/v) for 24 h and subsequently rinsed
with deionized water.

Both the comet and cell viability assays were performed in triplicate, while six repli-
cates were analyzed to quantify the intracellular Cd**content. The following screening
strategy was performed for all assays: (1) negative control-adjusted leukocyte suspen-
sion (LS) (10* cells/mm?) in phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4); (2) positive
control-LS plus 4 mM H,0,; tests—composed of LS with either 1, 2.5, 5, 10, 15, or
25 pg/mL Cd?** (CdCl, analytical grade, Merck ®, Darmstadt, Germany). This con-
centration range was chosen based on specialized literature data that related the metal
concentration with cellular or DNA damage [17-19]. All sample groups were incu-
bated for 1 h at room temperature (25°C) under slow stirring of which the direction
was inverted every 10 min. Thereafter, the abovementioned tests were performed, as
described below, with the exception of the intracellular Cd**quantification. In this
case, the samples were additionally washed five times with PBS (pH 7.4) and centri-
fuged at 2000 rpm for 10 min at room temperature.
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Intracellular Cd** Content (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry-ICP-MS)

The intracellular Cd** concentration in the leukocytes was quantified using ICP-MS
analysis. The samples were adequately diluted in 5% HNO; (v/v) by the factor required
to obtain within the concentration range of the calibration curve and analyzed by ICP-
MS (PerkinElmer SCIEX, Model Elan DRC II, Thornhill, Canada) to determine the
extracted Cd content. A certified reference material was used for the measurements,
which resulted in consistent concentrations (98%-101%). Special care was taken con-
cerning the material and the treatment of the samples (human leukocytes).

The water used was previously distilled and deionized in an ion-exchange column
and purified using a Milli-Q system (Millipore ®, Billerica, USA) with a resistivity of
18.2 MQ/cm. The reagent used for the decomposition of LS (HNO;, 65%, 1.4 kg/L,
Merck’, Darmstadt, Germany) was of redistilled analytical grade (model duoPUR dis-
tillation Subboiling Distillation System, Milestone ®, Sorisole, Italy).

Argon (99.999 % purity, White Martins, Brazil) was used for plasma generation.
Hydrochloric acid solution was prepared by diluting the concentrated acid in water.
Sodium tetrahydroborate (NaBH,, PA, minimum purity of 97%, Nuclear ®, Brazil)
solution was prepared by dissolving the solid reagent in a 0.1% (w/v) NaOH solu-
tion (minimum purity of 99%, Vetec ®, Brazil). Cd** was added from a stock solution
of CdCl, (1000 mg/L). All materials were decontaminated through immersion in an
aqueous HNO; 20% (v/v) solution for 24 h and subsequently rinsed with distilled/
deionized water.

The leukocyte decomposition was done by the wet method in an open system (block
digester-Tecnal, model TE 040/25 for 40 quartz tubes, aluminum body, and thermo-
stat). The samples were weighed and transferred to glass tubes (2.5 x 40 cm), followed
by addition of 4 mL of concentrated HNOj; and 1 mL of 1 N HCL The temperature
was increased to 50 °C for 20 min and 90°C for 4 h and 30 min. Glass funnels were
placed on the upper end of the pipes for the efliciency of the digestion procedure. After
cooling to room temperature, the solutions were transferred to graduated polypropyl-
ene vials, and the volume was adjusted to 25 mL using ultra-purified water. The samples
were adequately diluted in 5% HNO; (v/v) by the factor required to obtain within the
concentration range of the calibration curve and analyzed by ICP-MS.

The intracellular Cd** content was calculated, considering the number of 10* cells/
mm?® from LS, taking into account the Cd** concentration to which the cells were
exposed and the value determined by the ICP-MS analysis for the same, which was
assumed as the content of Cd?** taken up by cells. The data obtained from the replicates
were taken into account to generate the data of their respective groups.
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Cytotoxicity assessment

The cytotoxicity of Cd** was evaluated by a cell viability test using the trypan blue
method to determine the loss of membrane integrity [20]. Initially, the cells were
exposed to the previously established Cd** concentration. After the incubation, 100 uL
of LS was mixed for 8 min with 100 uL of 0.4% trypan blue solution. The cell viability
was determined microscopically (400 x magnification) in a Neubauer chamber, and
the following two categories of cells were scored: (1) living cells that appeared uncol-
ored or light blue and (2) dead cells with a blue color. For this assay, 300 cells were
counted for each sample analyzed.

Genotoxicity assessment

The alkaline comet assay (single cell gel electrophoresis assay) was performed to
evaluate genotoxicity according to a previously described methodology [16] and in
accordance with the comet assay guidelines [21]. The microscope slide analysis was
performed, counting 100 cells per slide and classifying them based on damage levels
from 0 (no damage) to 4 (maximum damage). The average obtained for cach treat-
ment allowed calculating the respective damage rate, considering the DNA damage
scale from 0 (100 cellsx0) to 4 (100 cellsx4) as proposed earlier [22].

Statistical analysis

All data obtained from the tests carried out in this study were evaluated by one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s multiple comparison test, wher-

ever appropriate, considering p < 0.05 for statistical significance.
RESULTS

Evaluation of Intracellular Cd Content in Human Leukocytes

One of the challenges in studies on metal toxicology is to determine the quantity of
the heavy metal that is capable of entering into the cytoplasm from the cell exposed to
the metal. This issue is also applicable to Cd** and needs to be elucidated. Furthermore,
it is crucial to understand if there is a constant cell entry percentage or if this entry is
disproportional considering the different concentrations of exposure. Figure 1 shows
an increasing intracellular Cd** concentration in human leukocytes exposed to CdCl,
at concentrations ranging from 1 to 25 y.g/ mL, which occurred in a concentration-
dependent manner (p < 0.001).
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Figure 1. Intracellular Cd content in human leukocytes exposed to different concentrations of the
metal. Data were analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey’s test for multiple comparisons,
and expressed as mean + SEM, with p < 0.01. "<, The superscript letters indicate statistical differ-

ence between groups; NC = negative control, PC = positive control.

The percentage of Cd cellular influx equivalent to a leukocyte related to the exposure
to different CdCl, concentrations is shown in the figure 2, which allows evaluating the
profile of Cd entry into a leukocyte. As shown in the figure, there is a decrease in the
percentage of Cd cellular input, which occurs with a stabilization from 5 to 25 pg/mL.
This phenomenon indicates a decay entry percentage but at the same time leads us to
suggest that the influx kinetics is of zero-order.

Both Cd exposure and intracellular Cd concentrations were related to the percentage
of cell unviability (Fig. 3) and DNA damage index (see figure 4) in human leukocytes
to elucidate the Cd concentrations capable of inducing injury in these cells. Our results
demonstrated that Cd exposure at concentrations ranging from 5 to 25 ug/mL signifi-
cantly decreased the leukocyte cell viability compared with the negative control (p <
0.001), in particular at two higher concentrations, 10 and 25 pg/mL.
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Figure 2. Percentage of cellular input of Cd in human leukocytes. Data were analyzed by one-way

ANOVA, followed by Tukey’s test for multiple comparisons, and expressed as mean + SEM, with

p < 0.01. *><the superscript letters indicate statistical difference between groups; NC = negative

control, PC = positive control.
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Figure 3. Percentage of cells in the cell viability assay in human leukocytes exposed to different
CdCl, concentrations. Data were analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey’s test for multi-

ple comparisons, and expressed as mean + SEM, with p < 0.001;

a,b,c

. The superscript letters indicate

statistical difference between groups; NC = negative control, PC = positive control.
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Figure 4 shows the DNA damage index of leukocytes after CdCl, exposure. The comet
assay demonstrated that the exposure concentrations of 1 and 2.5 pg/mL, where the
intracellular Cd levels were 9.85 and 16.22 pg/cell, respectively, did not cause signifi-
cant DNA damage, since the damage levels were similar to the damage levels found in
the negative control (0.001). On the other hand, at the exposure concentration range
from 5 to 25 pg/mL, which is equivalent to the intracellular Cd content from 21.21 to
94.38 pg/cell, we were able to observe higher DNA damage levels, although they were
lower than those observed for the positive control (p < 0.001).
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Figure 4. Rate of DNA damage in human leukocytes exposed to different CdCl, concentrations
and its respective intracellular levels following exposure. Data were analyzed by one-way ANOVA,
followed by Tukey’s test for multiple comparisons, and expressed as mean + SEM, with p < 0.001.
»bed - the superscript letters indicate statistical difference between groups; NC = negative control,

PC = positive control.
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DiscussionN

Cd?** is a nonessential heavy metal and one of the most relevant toxic pollutants asso-
ciated with environmental and public health, which is due to its high water solubil-
ity and bioaccumulation capacity in living organisms [23, 24]. Furthermore, Cd** is
potentially carcinogenic and teratogenic, causing several abnormalities [24, 25]. Cd**
also contributes to the genotoxicity of other agents that may cause damage to the DNA
structure [25, 26].

The cellular unviability and comet assays are techniques that are capable of detecting
damages to cells and DNA, respectively. The literature reports different data about
Cd** pertaining to cellular and DNA damages at different concentrations [27-29].
However, in this study, we demonstrated, using an unprecedented strategy, that the
cellular and DNA damages begin to appear at concentration from 5 pg/mL of CdCl,
considering a short exposure of 1 h.

There are several studies demonstrating Cd** toxicodynamic mechanisms. These stud-
ies address different molecular targets such as the increase in oxidative stress, evidenced
by the increase in catalase and superoxide dismutase activities, besides the increase in
malondialdehyde levels and the depletion of GSH concentrations [30-32]. In addi-
tion, Cd** exposure increases the cytosolic calcium levels under homeostatic condi-
tions, i.e., at 0.1 uM [34]. This event triggers cellular destruction through the activation
of phospholipases, endonucleases, proteases, and Ca*?/Mg** AT Pases dependent on
the energy associated to the membrane [33-35].

Consistent with this, some studies corroborate with the apoptotic mechanisms defla-
grated after Cd** exposure of crab hepatopancreas (30-57 mg/mL) and cortical neu-
rons of rats (20-25 uM for 24-48 h), where it was possible to observe an increase in
the activity of caspases 9 and 3, but not caspase 8, associated with a decrease in cyto-
chrome c activity and an increase in the expression of poly-ADP-ribose-polymerase
(PARP) [28,29]. These data corroborate with the idea that cellular and DNA damages
may be induced by free radicals after Cd*" exposure, since cytochrome c is activated
and released to activate caspase 9, especially through free radical generation. Notwith-
standing, PARP is closely associated with cellular and DNA repair mechanisms, which
is used as a biomarker for such.

In addition, human lungs cell strain (A549 and H441) were exposed to 20 and 40
uM of CdCl, that resulted in an increase in the activities of metallothionein (MT),
HSP70, and MDRI. These data corroborate with the above-cited whether consid-

ered the mechanisms of auto defense triggered by cells under injuries against their
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aggressors, as the Cd*". In this case, the cell attempts to neutralize Cd** by binding
with MT; decrease the effects of stress oxidative through the HSP70, as well as to par-
ticipate of protein folder; or increase the transport of metal efflux through the MDRI.
However, these cytoprotective events are not effective when the metal concentrations
are higher than their capacity to neutralize them [27].

The Cd** accesses the inside of the cells competing with the input pathways via ion
channels, solutes carriers or ATP-requiring pumps. Once in the cell, Cd** can exert its
toxic effects by binding to the thiol compounds scattered throughout the cell (cyto-
sol and nucleus), as observed in the disruption respiratory chain function by binding
Cd** to mitochondrial thiol proteins. In addition, Cd** may bind to the amino acid-
cystine transporters (SLC79/SLC3A1 and SLC7A9/SLC7A13) to access the cytosol.
Besides, it is accepted that Cd** has direct interaction with cellular DNA, is capable
of inhibiting the nuclease of incision during DNA repair, as well as be able to exert an
interference in the chromatin condensation [36].

Based on the abovementioned assumptions, the damage induced by Cd** in differ-
ent types of cells is dependent on concentration and time of exposure. However, till
date, no study has yet demonstrated the range of intracellular Cd** concentrations that
could induce cellular damage. Although we are not aware of the fact whether intracel-
lular Cd** concentration resulting from the exposure of 5 ug/mL has the same profile
of cellular input, we can confirm that in human leukocytes, under the evaluated condi-
tions, the Cd** content of 33 pg/leukocyte is responsible to induce cytotoxicity and
genotoxicity. Furthermore, the intracellular Cd** percentages resulting from the expo-
sure concentrations in leukocytes suggest a profile of zero-order kinetics, which may be
associated with the saturation of a specific protein domain for the binding of metals in
cell membranes.

CONCLUSION

Our results provide new insights regarding the concentration, exposure, and Cd**
(CdCl,) that are capable of inducing cell cytotoxicity and genotoxicity in human leu-
kocytes. Furthermore, our study provides a better understanding about iz vitro Cd*
as a source of inducing cytotoxicity and genotoxicity at the exposure concentrations
ranging from 5 to 25 ug/mL, with the intracellular levels ranging from 21.21 to 94.38
pg/cell, respectively. Using an unprecedented strategy, the intracellular Cd** level was
correlated with the different exposure concentrations, and based on this, we could
deduce that the Cd inflow occurs under zero-order kinetics.
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REsuMmoO

O desempenho do polimero condutor, dopado pelo fon triiodeto, na detecgio
eletroquimica do 4cido ascérbico foi avaliado matematicamente. O modelo mate-
mitico, correspondente ao sistema, foi desenvolvido e analisado mediante a teoria
de estabilidade linear e de bifurcagoes. Verificou-se que o polimero condutor pode
servir de excelente modificador de elétrodo para a detecgao do dcido ascérbico,
sendo o triiodeto a substincia ativa, ¢ o polimero condutor o mediador. O estado
estaciondrio mantém-se estavel facilmente, o que corresponde  vasta zona da lineari-
dade da dependéncia entre a concentragio do farmaco ¢ o parimetro eletroquimico.

A possibilidade das instabilidades oscilatéria e monotdnica também foi verificada.

Palavras-chave: Acido ascérbico, sensores eletroquimicos, polimero condutor, triiode-

to, eletrooxidagao, estado estaciondrio estével.
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SUMMARY

The mathematical description for the process of the
electrochemical detection of ascorbic acid over a conducting

polymer, doped by a triiodide ion

The function of the conducting polymer, doped by triiodide ion in the electrochemical
determination of the ascorbic acid has been mathematically evaluated. The mathema-
tical model, correspondent to the system, was developed and analyzed by linear stabi-
lity theory and bifurcation analysis. It was confirmed that the conducting polymer
might be an excellent electrode modifier for ascorbic acid determination. The triiodide
ion acts as the active substance, and the conducting polymer, as a mediator. The stable
steady-state is easy maintain, which is correspondent to the vast zone of the linear
dependence between the drug concentration and electrochemical parameter The

possibility of oscillatory and monotonic instabilities has also been verified.

Key words: Ascorbic acid, electrochemical sensors, conducting polymer, triiodide,

clectrooxidation, stable steady-state.

INTRODUCAO

Acido ascérbico (3-oxo-L-gulofuranolactona-(SR)-5-[(15)-1,2-diidroxietil]-3,4-diidroxi-
furano-2(5H)-ona, nimero CAS: 50-81-7), ou seja, a vitamina C, ¢ um composto impor-
tante para o metabolismo humano [1-3]. Participando de vérias reagdes bioquimicas na
célula, tem por sua principal fun¢do a hidroxilagio de colageno [4]. Outrossim, ele ¢ um
forte antioxidante [5-6] e participa da biossintese de neutrotransmissores ¢ horménios [7].

A sua falta provoca uma doenga, conhecida como escorbuto [8-9], conhecida também
como doenga dos marinheiros (por exemplo, Vasco da Gama, durante a viagem & India,
perdeu a maioria dos seus marinheiros por escorbuto), que se caracteriza pelas hemor-
ragias nas gengivas, tumefacao purulenta das gengivas (inchago com pus), dores nas
articulagdes, feridas que nao cicatrizam, além de desestabilizagao dos dentes. O escor-
buto como doenga dos marinheiros foi mencionado até em Os Lusiadas de Luis de
Camoes, (Canto V, Estancias 81 - 82):

[...] E foi, que de doenga crua e feia
A mais que eu nunca vi, desempararam
Muitos a vida, e em terra estranha e alheia
Os ossos para sempre sepultaram.
Quem haverd que sem ver o creia?
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Que tao disformemente ali lhe incharam
As gengivas na boca, que crescia
A carne, e juntamente apodrecia,

Apodrecia com fétido e bruto
Cheiro, que o ar vizinho infeccionava.
Nio tinhamos ali médico astuto,
Surugiio sutil menos se achava:

Mas qualquer, neste oficio pouco instruto,
Pela carne ja podre assim cortava,
Como se fora morta; e bem convinha,
Pois que morto ficava quem a tinha. [...]

Hodiernamente, o 4cido ascorbico ¢ amplamente utilizado como férmaco em doses,
que excedem significantemente as necessidades didrias do organismo humano, para
prevengao ou tratamento de muitas doengas [10]. Entretanto, apesar de ser, em geral,
um composto de pouca toxicidade, provoca, quando usado em concentragoes excessi-
vas, outros efeitos colaterais, por exemplo, aumenta a sor¢ao de ferro pelo organismo
[11], pode causar a dita oxaltria [12], ndusea, diarreia ¢ outras influéncias no sistema
digestivo. Ademais, ele ¢ capaz de interagir com outros firmacos, impedindo a sua fun-
¢ao [13-15]. Destarte, o desenvolvimento de um método rapido ¢ eficiente da deteccao
da sua concentragio ¢ realmente uma questio atual [16], ¢ a aplicacio dos processos
eletroanaliticos ser-lhe-ia uma étima solugao.

A metodologia classica da detecgao e quantificagio do 4cido ascérbico consiste na titu-
lagao das solugoes, que, alegadamente, a contém, pelo fon triiodeto, conforme a reagio

aseguir [17]:

OH OH
Ho O\ =0 o N=0 (1)
_/ + 1L, + OH,—— A + 30+ 2H
V2R
o, o o ©0

Esta metodologia poder-se-ia instrumentalizar, usando os elétrodos especificos, modi-
ficados pelos polimeros condutores ou outros compostos (mesmo sendo micromole-
culares), capazes de ser dopados pelos fons triiodeto ¢ iodeto, inclusive os triazdlicos,
tetrazolicos, piridinicos, quinolinicos e acridinicos [18-20]. A dopagem dos polimeros
condutores pelo fon triiodeto ji tem sido realizada e descrita em [21].
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Sem embargo, tanto o desenvolvimento das novas metodologias eletroanaliticas, bem
como a modificacdo das jd existentes para o certo caso, ainda dependem da resolugio
de certos problemas como:

- A indecisdo acerca do mecanismo de imobilizagio ¢ dopagem do fon e da sua
intra¢ao com o 4cido ascérbico nas condigoes da matriz.

- A possibilidade das instabilidades eletroquimicas, caracteristicas para a oxida-
¢ao anddica dos compostos organicos pequenos (um dos quais ¢ o 4cido ascdr-
bico) [22 -25].

A resolugao destes problemas nao ¢ possivel sem desenvolver e analisar um modelo
matemdtico, capaz de descrever adequadamente o comportamento do sistema. A
modelagem também nos deixa comparar o seu comportamento com o dos sistemas
andlogos.

Assim sendo, o objetivo geral deste trabalho ¢ a investigagao tedrica mecanistica da oxi-
dagao eletroquimica do 4cido ascérbico sobre o polimero condutor, dopado pelo ion
triiodeto. A sua resolucio ¢ alcancada pela realizacao dos objetivos especificos como:

- A sugestao de um mecanismo da eletrooxidagiao do é4cido, incluindo a participa-
¢ao do polimero condutor e do fon triiodeto.

- O desenvolvimento de um modelo matematico, que descreve adequadamente o
sistema.

- A anélise do modelo ¢ a sua interpretagao em termos de estabilidade do estado
estacionario, bem como nos termos eletroanaliticos.

- A comparagao do comportamento deste sistema com o dos semelhantes [25 - 28].

O SISTEMA E O SEU MODELO

O sistema eletroanalitico ¢ realizado na base de uma titulagio cldssica, que se realiza
conforme a reagio (1). A reversibilidade do elétrodo, destarte, realiza-se mediante as
reagoes (2 - 3) a seguir:

3I' + PC(Ox) = >+ PC (Red) (etapa quimica) (2)

PC (Red) -2ne > PC(Ox) (3)
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que ocorre na matriz polimérica, que funciona como mediador de transferéncia de elé-
trons

Assim, trata-se de um processo eletroanalitico com uma transferéncia de elétrons do
sistema sensitivo ao sistema analitico, mediada pela matriz polimérica condutora.
Obter-se-4, destarte, um sistema, que ¢ descrito por um conjunto de equagdes, andlogo
a0 ja descrito ainda em 2011 [25], mas com retificagdes, relativas a0 comportamento
dos fons dentro da matriz.

Este conjunto de equagdes tem trés varidveis:
¢: a concentragio do dcido ascérbico na camada pré-superficial.
¢ : 0 grau de recobrimento da matriz polimérica pelo fon iodeto.

0: o grau de recobrimento da superficie do elétrdo pelo polimero condutor na sua
forma reduzida.

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 migracao. 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, haja vista o supracitado, o comportamento do sistema poder-
se-4 descrever pelo conjunto de equagées diferenciais, representado como:

ﬁ_i(é(c _C)_r)
dt o\l o !

di 1

a gt W
do 1

@)

em que A ¢ o coeficiente da difusio do 4cido ascorbico, ¢, a sua concentragao no inte-
rior da solugdo, G e P sdo as concentragdes maximas do iodeto na matriz e do polimero
na superficie do elétrodo e os parimetros r sao as velocidades das respectivas reagoes,
que se podem calcular como:

7 =ke(1=t)exp(jit) (5)

7, = kytexp(— jt)exp (a)e) (6)
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2nF fo ) 7)

7 =k396xp(

Em que os parAmetros £ s3o as constantes das respectivas reagoes, as varidveis j e w des-
crevem as influéncias das mudangas das composicoes da matriz polimérica e do préprio
polimero na dupla camada elétrica (DCE), 7 ¢ o nimero dos sitios na matriz, onde,
no inicio da reagao, ¢ hospedado o triiodeto, I ¢ o nimero de Faraday, ¢, ¢ o salto do
potencial do elétrodo, relativo ao potencial da carga zero, R ¢ a constante universal de
gases ¢ T'¢ a temperatura absoluta do vaso.

Haja vista a presenca de mais influéncias na dupla camada elétrica que no caso mais
simples, descrito em [25], o comportamento do sistema tornar-se-4 mais dinAmico, isto
¢, mais complicado, o que serd exposto embaixo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para investigar o comportamento do sistema com a detecgao do 4cido ascérbico, assis-
tida pelo polimero condutor, dopado pelos fons triiodeto, analisamos o conjunto de
equagdes diferenciais (4) mediante a teoria de estabilidade linear. Os elementos esta-
ciondrios da matriz funcional de Jacobi, para este caso, podem ser descritos conforme:

a1 4 A3

4y 4y Ay (8)

em que:
=3[ ~5 -k =)o) )

2 == lscexplj)= jhe(1=1)exp(j1) (10)

4, =0 (11)

i = (s (1=1)exp () (12)

1
4y = E(—klcexp(jt)-i—jklc(l—l)exp(jt)—kz exp(—jl)exp(u)@)+jk2texp(—jl)exp(w9)) (13)
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ayy = é(—wkztexp(—jl)exp(a)e)) (14)
a3 =0 (15)
ay = %(kz exp(— jt)exp(w0)— jik,Lexp(— ji)exp (wO)) (16)

1 2nF 2nF
o= okt sopton) -4 s 5E -oksen{ 2| 07

Observando as expressoes (9), (13) ¢ (17), ¢ possivel ver que o comportamento oscila-
tério, neste caso, ¢ possivel, porque na diagonal principal da matriz Jacobiana existem
elementos de signo positivo, correspondentes a positiva conexao de retorno.

No entretanto, ao contririo do caso mais simples, descrito em [25], bem como dos
semelhantes [26-27], a DCE ¢ afetada nao s6 aquando da etapa eletroquimica, senao
também durante as quimicas. Tanto as composi¢oes idnicas da matriz como a com-
posi¢io quimica do polimero em relagio ao grau e tipo de dopagem influenciam as
capacitincias da dupla camada elétrica e a coagao dessas influéncias ao longo do
processo eletroanalitico fard com que a probabilidade do comportamento oscilaté-

. , 2nkF
rio aumente. Deveras, nio s6 o elemento —w%@exp(R—fo >0, se <0, pode ser

positivo, como nos sistemas [25 — 28], mas também os outros, jk c(1—t)exp(jit)>0,

Jhytexp(—jt)exp(w0)>0, se j < 0, bem como o wk,texp(—ji)exp(wh)>0, se w >0,
todos, correspondentes as influéncias das reagdes quimicas nas capacitincias da DCE.
As oscilagoes se esperam mais frequentes que nos casos mais simples [25 — 28] e de
amplitude menor.

Para investigar a estabilidade do estado estaciondrio neste sistema, aplicamos ao con-
junto de equagdes diferenciais (4) o critério Routh-Hurwitz.

Para investigar a estabilidade do estado estaciondrio neste sistema, aplicamos ao con-
junto de equagoes diferenciais (4) o critério de estabilidade Routh-Hurwitz. Evitando
aaparicao de expressoes grandes, introduzimos as novas variveis, de modo que o deter-
minante jacobiano se descreva como:

-Q-@ P (18)
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Abrindo os parénteses ¢ aplicando a expressio (18) a inequagao Det /<0, saliente do
critério, obtemos o requisito de estabilidade sob a forma de:

—k, (QP+QA + PA)-EPA <0 (19)

O requisito (19) satisfar-se-4 de forma garantida, no caso da positividade dos par-
metros 2, B, /4 ¢ O, que descreve a fraqueza das j& mencionadas influéncias da dupla
camada elétrica. Vista a maior quantidade dos processos que influenciam a DCE que
nos casos mais simples [25 — 28], a zona topoldgica da estabilidade do estado estaciond-
rio far-se-4 mais estreita. Porém, mesmo nesta zona mais estreita, o estado estacionario
estavel far-se-4 eletroanaliticamente eficiente e correspondente a linearidade da depen-
déncia entre a concentragao do dcido ascédrbico ¢ o pardmetro eletroquimico (neste
caso, a corrente), j& que ndo hé fatores externos e colaterais, capazes de comprometer a
estabilidade do analito e do modificador.

A expressao (19) ¢ tipica para processos, controlados pela difusao. No entretanto, isso ¢
valido apenas quando os parAmetros = e (2 tém valores relativamente grandes, ou seja,
quando a matriz polimérica é capaz de hospedar o triiodeto na concentragio suficiente.
Caso contrério, o processo eletroanalitico far-se-4 controlado pela reagao.

No caso da igualdade das influéncias desestabilizadoras as estabilizadoras, realiza-se a
inestabilidade monotonica, cuja aparicao ¢ condicionada 2 satisfagio da equagio de:

—k, (QP+ QA +PA)-EDPA =0 (20)

No ponto desta instabilidade, correspondente ao limite de detec¢io, para o sistema
definem-se vérios estados estaciondrios, cada qual instavel, dos quais o sistema escolhe
apenas um, que se destrdi, mudando-se as condi¢oes do sistema.

Caso as influéncias das etapas quimicas para a DCE sejam menospreziveis, os valores
de w anular-se-ao, fazendo-se as exponentes iguais a um e transformando-se o conjunto
de equagdes diferenciais (4) no descrito [25].

CONCLUSOES

A andlise do sistema eletroanalitico da detecgao do 4cido ascérbico, assistida pelo poli-
mero condutor, dopado pelos ions triiodeto deixou concluir que:
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- Apesar de haver mais processos, que influenciam a capacitincia ¢ a estrutura da
dupla camada elétrica, o processo eletroanalitico far-se-4 eficiente.

- Alinearidade da dependéncia entre o pardmetro eletroquimico e a concentragao
manter-se-4 na faixa mais estreita que No caso mais comum, mas, mesmo assim,
ampla.

- A depender da capacidade da matriz polimérica de hospedar os fons triiodeto, o
processo eletroanalitico far-se-4 controlado pela difusio ou pela reagao.

- O comportamento oscilatério, neste sistema, ¢ mais provével que nos analogos,
dada a maior quantidade das reagdes que influenciam a capacitincia e a estrutura
da dupla camada elétrica.
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RESUMEN

Mediante el andlisis mecanistico tedrico, ha sido evaluada la posibilidad del empleo
del oxihidréxido de vanadio como modificador de electrodo para la deteccion electro-
quimica de sacarina. El proceso electroanalitico se realiza a través de un proceso caté-
dico. El modelo matemdtico correspondiente ha sido analizado mediante la teorfa de
estabilidad lineal y andlisis de bifurcaciones. El andlisis del modelo ha mostrado que el
oxihidréxido de vanadio puede ser un modificador eficiente para la deteccién electro-
quimica de la sacarina en las condiciones del pH suficientemente 4cido para mover el
proceso, pero insuficiente para disolver el oxihidréxido. Las causas de los comporta-

mientos oscilatorio y monotdnico también fueron estipuladas.

Palabras claves: Sacarina, electrodos quimicamente modificados, oxihidréxido de vana-

dio trivalente, sensores electroquimicos, estado estacionario estable.
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SUMMARY

The theoretical analysis of the possibility of the electrochemical
determination of saccharin, assisted by vanadium (111)

oxyhydroxide

By means of the theoretical mechanistic analysis, the possibility of the use of vana-
dium oxyhydroxide as electrode modifier for saccharin electrochemical determi-
nation has been evaluated. The electroanalytical process is realizing by a cathodic
route. The correspondent mathematical model has been analyzed by means of the
linear stability theory and bifurcation analysis. The analysis of the model has shown
that the vanadium oxyhydroxide is an efficient electrode modifier for saccharin
clectrochemical detection in pH sufficiently low to maintain the process, but insu-
fhiciently acidic to dissolve the oxyhydroxide. The causes for the oscillatory and

monotonic instabilities have also been derived.

Key words: Saccharin, chemically modified electrodes, trivalent vanadium oxyhydro-

xide, electrochemical sensors, stable steady-state.

INTRODUCCION

La sacarina (E954, 2H-1)6,2-benzotiazol-1,1,3-triona, nimero CAS 81-07-2) es un
edulcorante artificial, que suele utilizarse con frecuencia, tanto en la industria alimentar,
como en formulaciones farmacéuticas [1-3]. Ella es considerada 500 veces mas dulce
que el aztcary 1,5 més dulce que el aspartamo. Pasando por el organismo humano con
pequeno grado de metabolismo, se usa en alimentacién especial para diabéticos [4].
Ella tiene potencial de ser antidoto para casos de envenenamiento por compuestos de
metales pesados [5].

Sin embargo, como la sacarina contiene un conjunto con potencial téxico (CO - NH
-80,,0CO - NNa - SO,, en su forma soluble) su uso es conjugado con varios efectos
colaterales [6-10], por ejemplo, reacciones alérgicas y alteracién de microbiota intesti-
nal, puede provocar cancer. Asi, el desarrollo de un método eficiente, barato y rapido
para su deteccidn y cuantificacion es una tarea actual [11-13], y los métodos electroqui-
micos pueden servirle de respuesta interesante.
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Varios métodos electroanaliticos han sido desarrollados [14-16] o previstos [17-
18] para la sacarina, en los que varios modificadores han sido usados. Un material
interesante con potencial para ser modificador de citodo para la reduccién electroa-
nalitica de la sacarina podria ser el oxihidréxido de vanadio (VO(OH)), un material
andlogo al oxihidréxido de cobalto, estable en la banda de pH entre 3y 14, pero con un
comportamiento electroquimico més inclinado para catédico, pudiendo ser sustancia
activa o mediador.

Por otro lado, por ahora, ningtin método electroanalitico, que use el oxihidréxido de
vanadio con sacarina o cualquier otro analito ha sido desarrollado. Solamente un tra-
bajo [19], en que VO (OH) es usado como modificador de electrodo en condensado-
res, ha sido publicado. De otra parte, el desarrollo y uso practico de nuevos métodos
electroanaliticos puede implicar la resolucion de ciertos problemas como:

- La necesidad de combinar los pardmetros de estabilidad de sustancias, que par-
ticipan en el acto electroanalitico, con los de la mayor eficiencia del proceso elec-
troanalitico.

- La posibilidad de la aparicién de inestabilidades electroquimicas, que ya han
sido observadas durante el desempeno del oxihidréxido de cobalto [20-21], que
es un compuesto semejante.

Teniendo en cuenta lo citado, el anlisis tedrico a priori es necesario para describir un
sistema con potencial electroquimico. Asi, el objetivo general de este trabajo es el ana-
lisis aplicado para el sistema con la deteccidn electroquimica de sacarina en el cétodo y
modificado por VO(OH). El modelo matematico, capaz de describir adecuadamente
el comportamiento del sistema, se desarrolla y analiza mediante la teoria de estabilidad
lineal y anélisis de bifurcaciones. Del analisis se concluye acerca de la eficiencia del pro-
ceso en la deteccidn electroanalitica de la sacarina y, también se compara el comporta-
miento de este proceso con otros procesos los semejantes [17,18,22,23].

EL SISTEMA Y SUMODELO

El esquema del proceso electroanalitico, en el que la reduccién electroquimica de la
sacarina es asistida por el oxihidréxido de vanadio, puede ser descrita como:
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0
SN VO(OH)
NH
oW
OH —_—
+ e-
0
N\
NH
VO,
0

Figura 1. El esquema del desempeiio de VO(OH) como modificador del citodo en la reduccién

clectroquimica de la sacarina.

Como se puede ver, el medio 4cido es necesario para la realizacién del proceso elec-
troanalitico. Entretanto, mantener el pH en valores muy bajos, inferiores a 3 llevard a

la disolucién de VO(OH):
VO(OH) + 3H* > V** 4 2H,0 (1)

Esta reaccidn se realiza sin oxidacién o reduccién, pero causa alteracién en las capaci-
tancias de la doble capa eléctrica (DCE), fuerza idnica y composicién de la superficie.
Si el oxihidréxido de vanado esta presente en la superficie de un material polimérico o
carbénico como componente de la matriz, la disolucién puede ser parcial o hasta no
ocurrir, solo haciendo que el ion del vanadio trivalente permanezca en la matriz.

Asi, para describir el comportamiento de este sistema introducimos tres variables:
¢: la concentracion de la sacarina en la capa presuperficial.
v: el grado de recubrimiento de la superficie por el oxihidréxido de vanadio.

h: concentracién de los protones en la capa presuperficial.
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Para simplificar el modelo, suponemos que el reactor se agite intensamente, lo que
nos deja menospreciar el flujo de convexién. Consecuentemente, suponemos que el
electrélito de soporte esté presente en su exceso, dejindonos menospreciar el flujo de
migracién. Suponemos, también, que el perfil concentracional de las sustancias en la
capa presuperficial sea lineal, y su espesor, constante e igual a 4.

Es posible mostrar que, considerando lo citado, el comportamiento del sistema serd
descrito por un conjunto de ecuaciones diferenciales conforme:

de 2( A

A

d; 1

d_jzg(’"z_”l_’%) (2)
dbh 2(D
Zzg(g(ho—b)—rz—%)

En que D y A son los coeficientes de difusion de los protones y de la sacarina, ¢, y
hq, sus concentraciones en la capa presuperficial, G es la concentracién superficial
maxima del oxihidréxido de vanadio en la superficie del cdtodo y los pardmetros 7 son
las velocidades de las reacciones de la reduccion de sacarina, regeneracion y disolucién
del oxihidréxido de vanadio, que se pueden calcular como:

i = ()
” = kzh(l—v)exp(—%j (4)
= k3h3vexp(—,311)exp(—p(p0) (5)

En que los pardmetros £ son constantes de velocidades de las respectivas reacciones, F
es el nimero de Faraday, g, es el salto de potencial en la doble capa eléctrica (DCE),
relacionado al potencial de carga cero, las variables 8 y p describen las influencias
superficiales y electroquimicas de la disoluciéon VO(OH) a las capacitancias de la
DCE, R es la constante universal de gases y 7 es la temperatura absoluta.

Como se ve, la presencia de un medio 4cido es necesaria para mantener el proceso
electroanalitico “en el aire”. Sin embargo, las soluciones fuertemente 4cidas llevan a la
disolucién del oxihidréxido e inestabilidades vinculadas a esta disolucidn, lo que serd
descrito abajo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para investigar el comportamiento del sistema con la deteccién electroquimica de
sacarina en soluciones 4cidas, mediante un proceso de reduccién, asistida por el oxihi-
dréxido de vanadio, analizamos el conjunto de ecuaciones diferenciales (2), mediante
la teorfa de estabilidad linear. Los elementos estacionarios de la matriz funcional de
Jacobi se presentan asi:

DGy Ay Ay (6)
a3 43y 4z
en que:
2( A
a1 _5(_3_161”) (7)
2
a 5(_k15) (8)
a3=0 (9)
1
4 zg(kl”) (10)

1 —/ezbcxp(— Fy )—jkzh(l—v)exp(— £, j—/elc—/e3h3 exp(—ﬂv)exp(—p(po)

4y RT RT (11)
Bt Poesp(-Be)esp(-p, V4 ok vesp(~Be)esp(-op,)

a 1 ky (1—v)exp _fo, -3k hzvexp(—ﬂv)exp(—pgo ) (12)

BT o RT 3 0
a3 =0 (13)

F‘Po) . ( F‘Poj 3
—k,h - — jk,h(1- - — kb - -

ﬂn:% k, exp( 27 ik, ( v)exp 2T A exp( ﬂv)exp( p(po) (149

+BkhPvexp (—Bv)exp (—p(po )+ phhvexp (—Bv)exp (—p(po )

a3 = %(‘%‘kz (l—v)exp(— I;;[;? j—3k3b2ycxp(—ﬂv)exp(—p<po )J (15)
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Es posible ver que ¢/ comportamiento oscilatorio en este sistema es més probable que en
los semejantes. Hay tres factores responsables por este tipo de comportamiento, contra
uno o dos en los sistemas semejantes [17, 18, 22, 23].

Para que la condicién principal de la bifurcacién de Hopf (que describe el compor-
tamiento oscilatorio) se satisfaga, es preciso que los elementos de la diagonal princi-
pal de la matriz (7), (11) y (15) contengan elementos positivos, correspondientes a la

. Fe
positiva conexién del retorno. No solo el elemento ~ /& (I_V)CXP(_R_TO) >0 i j<0,

que describe las influencias a la DCE de la electroreduccién de VO, tipicas para sis-
temas semejantes [17, 20, 21], sino el elemento Skyvexp(—Pv)exp(—pp,)>0 si B0,
que describe la atraccién de las particulas durante la disolucién de VO(OH) y el
pkivexp (— ,BV) exp (— PP, ) si p >0, que describe las influencias en la CDE, causadas

por la formacién de los iones V3* cerca del catodo. Las oscilaciones se esperan frecuen-
tes y de poca amplitud.

Para investigar la estabilidad de estado estacionario aplicamos al conjunto de ecuaciones
diferenciales (2) el criterio Routh-Hurwitz. Evitando las expresiones grandes introdu-
cimos nuevas variables para que el determinante del Jacobiano se describa como:

e A 0
g B 9-A-0 3P (16)
0 Q-® -3S-P-x,

Abriendo los paréntesis y aplicando el requisito Det J<0, segn el criterio, se obtiene la
condicién de estabilidad del estado estacionario descrita como:

=)
—

(ZQZ+AE+Z¢E+AP+QK2]
K, _

2QY 2A Y20 Y +2AP+Qxk,
+Ak, + Pk,

0
+2AxK, + Dk, j <0(17)

Este requisito se satisfice de forma garantizada, no habiendo influencias fuertes en la
DCE y en la superficie, y, asi, manteniéndose positivos los valores de los pardmetros
0y @. Consecuentemente, teniendo los dichos pardmetros valores positivos, lo que
se obtiene, cuando las variables 8 y pmantienen valores nulos o negativos, el estado
estacionario se hard estable.

Entretanto, en este sistema, al contrario de la mayor parte de los semejantes [17, 18,
22, 23] la estabilidad de estado estacionario, en el aspecto mds general no garantiza
la eficiencia electroanalitica. De veras, siendo los valores de los pardmetros @ y
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P superiores a los de los demds pardmetros del sistema (lo que ocurre, cuando el
oxihidréxido de vanadio se disuelve de la superficie formando los cationes V**), el
proceso electroanalitico no se realizara, es decir, no tendré el sentido estipulado, aunque
el estado estacionario permanezca estable.

Asi, con el pH bajo, la probabilidad de la realizacién de inestabilidades electroquimicas
en el sistema electroanalitico se hard mayor. Por eso, a pesar de la manutencién muy
probable de la estabilidad del estado estacionario en los valores bajos de pH, para que
se realice la eficiencia electroanalitica del sistema es preciso usar las soluciones fragil o
moderadamente 4cidas, pudiendo hasta llegar a valores neutros (3<pH<7).

Satisfechas las condiciones de eficiencia electroanalitica del estado estacionario, la
curva de la dependencia entre el pardametro electroanalitico y la concentracion del ana-
lito se mantendré lineal. Es decir, la sefial electroanalitica se hara fécil de interpretar.

El proceso electroanalitico se hara controlado por la difusién, o por la reaccién, depen-
diendo de la concentracién de la sacarina, del pH, del tamafio del cdtodo y de la disper-

sién del VO(OH) en su superficie).

La inestabilidad monotdnica en este sistema también es posible. Su condicion principal
es Det J =0, lo que, para este sistema corresponde a:

2QY+AY 2D Y +AP+Qk, | _(2QD+2AY 2D Y +2AP+Qx, 0(18)
- <

—K
" +Ak, + Pk, +2Ak, + Pk,

En términos electroanaliticos, esta inestabilidad es correspondente al limite de
deteccidn, y en este punto coexisten varios estados estacionarios, todos inestables. El
sistema escoge apenas uno, y este se autodestruye, cuando las condiciones del sistema
se alteran.

En el caso de la nulidad de los pardmetros 8 y p, las exponentes incluidas en la
velocidad de la disolucién se hardn iguales a 1, y el comportamiento del sistema se
hard mas estable y menos dindmico. Aun, si la disolucién de VO(OH) no ocurre o sea
menospreciablemente lenta, lo que deja anular el elemento 7,y todos los elementos de
la matriz, que son derivados de ¢él. Eso también har4 el comportamiento del sistema mas
préximo de los semejantes [17, 18, 22, 23]

CONCLUSIONES
El anilisis teérico de la posibilidad de la deteccidn electroquimica de la sacarina, asis-

tida por el oxihidréxido de vanadio trivalente, se concluye que:
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- Para la mayor eficiencia de reduccion electroanalitica, es preferible usar los valo-
res de pH, suficientes para mantener la reduccién electroanalitica, pero insufi-
cientes para disolver el modificador del citodo, es decir, satisfaciendo el pH la
condicién 3<pH<7.

- Dependiendo de varios factores del sistema, el proceso electroanalitico se con-
trolard por la difusion o por la reaccion.

- El comportamiento oscilatorio en este sistema se hard més probable, visto que
hay mas factores superficiales y electroquimicos, capaces de causarlo.

- La probabilidad de este tipo de comportamiento aumenta cuando hay valores
relativamente bajos de pH, las oscilaciones se esperan frecuentes y de pequefia
amplitud, que, mismo asi, se mantendréd dependiente del pH.
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RESUMEN

La cdscara de papa es un residuo originado por su procesamiento agroindustrial, que
genera un gran impacto ambiental debido a su inadecuado manejo o eliminacién. No
obstante, la cdscara de papa es una buena fuente de ingredientes funcionales como
los glicoalcaloides (GA). Este estudio investigé la extraccién de dos GA (a-solanina
y a-chaconina) de cdscara de papa nativa (Solanum phureja) variedad ratona morada
del departamento de Narifio-Colombia, utilizando la tecnologia de extraccién con
liquidos presurizados (ELP), mediante un disefio experimental central compuesto,
con el fin de determinar el efecto de la presién (P) y la temperatura (T), sobre el rendi-
miento y la composicién de GA. Los extractos se analizaron por cromatografia liquida
HPLC. Los resultados obtenidos permitieron establecer que la temperatura ¢jercié
un efecto significativo (p <0,05) sobre el rendimiento, a-solanina y -chaconina. El
rendimiento éptimo fue de 5,62 % p/p. Los GA, a-solanina y ¢-chaconina, aumen-
taron su concentracion al disminuir la temperatura. La extraccion con liquidos presu-
rizados promete ser una buena alternativa al uso de solventes orgénicos para obtener

compuestos bioactivos de cdscara de papa.

Palabras claves: Solanum phureja, ciscara de papa, extraccién con liquido presurizado,

glicoalcaloides.
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SUMMARY

Extraction of glycoalkaloids of native potato (Solanum phureja)
ratona morada variety with pressurized liquids

Potato peel is a waste originated by its agro-industrial processing, generating an
environmental impact due to its inadequate handling or elimination. However,
potato peel is a good source of functional ingredients such as glycoalkaloids (GA).
This study investigated the extraction of two GA (a-solanine and a-chaconine) from
native potato rind (Solanum phureja) ratona morada variety from the department
of Narifio-Colombia, using the technology of extraction with pressurized liquids
(PLE), through a experimental central composite design, in order to determine the
effect of pressure (P) and temperature (T), on the performance and composition
of GA. The extracts were analyzed by liquid chromatography HPLC. The results
obtained allowed us to establish that the temperature exerted a significant effect (p
<0.05) on the yield, ¢-solanine and a-chaconine. For the yield an optimum value of
5.62 % w/w was reached. a-solanine and a-chaconine increased their concentration
as the temperature decreased. The extraction with pressurized liquids promises to
be a good alternative in the use of organic solvents to obtain bioactive compounds

of potato husk.

Key words: Solanum phureja, potato peel, extraction with pressurized liquid, glyco-

alkaloids.

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum, es actualmente el cuarto cultivo alimentario mas importante
del mundo después del maiz, el trigo y el arroz. Ocupa el tercer lugar después del arroz y
el trigo en términos de consumo [1, 2]. La papa proporciona fuente de energfa debido a
sus niveles de carbohidratos y también contiene proteinas de alto valor. Sin embargo, su
contenido de proteina es generalmente bajo. Es rica en micronutrientes como la vitamina
Cyalgunasvitaminas B, también contiene niveles apreciables de minerales como potasio.

El contenido de grasa de la papa cruda y cocida es muy bajo [3, 4].

La papa es un cultivo de origen montafioso y se ha domesticado en los altos Andes
de Sudamérica [1]. La mayoria de las variedades cultivadas pertenecen a la especie S.
tuberosum. Sin embargo, se cultivan otras especies de Solanum, las cuales se denominan
especies silvestres o nativas (PN) [5] y presentan una gran diversidad genética. PN son
de formas y tamanos variados, colores llamativos y exdticos. Existen papas de formas
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aplanadas, redondas, comprimidas, alargadas, con ojos profundos; de colores de piel
y pulpa amarilla, roja, rosada o morada [6], entre esta gran diversidad, se encuentra la
papa nativa ratona morada, una variedad de papa muy cultivada en la zona rural del
departamento de Narifio. Ademads, PN son un aporte a la seguridad alimentaria y la
nutricién de las poblaciones vulnerables de las zonas rurales de los habitantes de los

Andes [7].

La transformacién de la papa en productos con valor agregado ha aumentado para
satisfacer la demanda de los consumidores, lo que trae consigo que el consumo de papa
fresca estd disminuyendo continuamente. El procesamiento de esta, conduce a la gene-
racion de cantidades significativas de residuos, los cuales pueden comprender entre el
40 al 50 % de peso fresco del tubérculo, siendo la cascara la fracciéon principal de los
residuos de procesamiento [4]. Pese a que las cdscaras se consideran residuos pueden
ser aprovechados para la obtencién de productos de interés generando un valor agre-
gado y mitigando la contaminacién ambiental, que estas pueden generar cuando no
son manejados adecuadamente. La cdscara de papa contiene ingredientes funcionales,
que tienen particular interés en la industria farmacéutica, después de su extraccion y

purificacién [4, 8, 9].

Si bien las papas son una fuente alimenticia rica en nutrientes, también poseen un
grupo de sustancias téxicas, compuestos llamados glicoalcaloides (GA) que se encuen-
tran predominantemente en la piel [8]. Los glicoalcaloides son metabolitos secunda-
rios en Solanum y otros miembros de la familia Solanaceae, que sirven como defensa
quimica contra hongos, nematodos, herbivoros y otras condiciones de estrés, de los
cuales la a-solanina y la ¢-chaconina son las méds abundantes en los tubérculos de papa,
representando mds del 95 % [10]. Se componen de una cadena lateral hidrofilica de
hidratos de carbono unida en la posicién C3-OH de la parte esteroidal, solanidina (ver
figura 1). La proporcion de a-chaconina es mayor con respecto a a-solanina, que varia
de 1,8:1 a 7:1 para papas frescas sin pelar [8]. Sus concentraciones son generalmente
mds altas en partes de plantas con una alta tasa de metabolismo, como hojas jévenes y
flores, con una disminucién subsiguiente en partes con baja actividad metabélica en la
madurez [11].

El interés en los GA de la papa surge del hecho de que diferentes estudios evidencian
los efectos adversos de los mismos en altas concentraciones que pueden ser potencial-
mente dafinos para humanos y, a su vez estos poseen propiedades beneficiosas para
la salud que los hace convenientes para su uso en la industria farmacéutica [12]. Se ha
demostrado que los GA poseen propiedades antialérgicas, antipiréticas, antiinflama-
torias, hiperglucémicas y antibiéticas [11], anticancerigenas beneficiosas [12, 13]. Se
ha observado que los GA de especies de Solanum podrian ser utiles contra la infeccién
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por virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y también contra las infecciones intes-
tinales relacionadas con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), pero son
pocos los articulos que aborden este tema [14].

a-chaconina

OH L-ramnosa

s A_CH,
Oo rOH

HO

HOY

solanidina

chacotriosa solatriosa
Figura 1. Estructuras quimicas de los glicoalcaloides de la papa a-chaconina y a-solanina. Fuente:

Mder et 4l. (2009) [8].

Los GA se extraen utilizando técnicas tradicionales como lo son extraccién Soxhlet y
extraccion sdlido-liquido a presiones atmosféricas, usando una gran cantidad de sol-
ventes orgdnicos los cuales suelen tener altos costos de adquisicién y para ser descar-
tados, ademds de su impacto ambiental negativo y otros problemas de salud humana
emplean largos tiempos. Frente a esta problemdtica, en los tltimos anos, han surgido
técnicas de extraccion respetuosas con el medio ambiente como formas eficientes de
aumentar la automatizacién, acortar el tiempo de extraccidn, reducir la cantidad de
solventes organicos, al igual que la obtencién de extractos mas limpios debido a la baja
o nula presencia de solventes. Estas técnicas se denominan “técnicas verdes de extrac-
cién”. La extraccién con liquidos presurizados (ELP), especialmente con el uso de agua
como solvente, es una tecnologia emergente mas ecolégica en comparacion con las téc-
nicas de extraccién convencionales [15, 16].

ELP es un proceso que combina temperatura y presién controladas con solventes liqui-
dos para lograr una extraccion répida y eficiente de compuestos bioactivos de varias
matrices de origen natural. Un beneficio importante ELP es que los solventes presuri-
zados permanecen en estado liquido, incluso por encima de sus puntos de ebullicion
[17]. La alta presion, la temperatura o su combinacién de las mismas aumentan la solu-
bilidad de los compuestos, la velocidad de difusién del solvente y la transferencia de
masa, mientras que la viscosidad del solvente y la tensién superficial disminuyen. En
muchos casos, estas técnicas presentan algunas ventajas sobre técnicas convencionales,
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como ¢l uso de menores cantidades de solventes, requieren tiempos de extraccién mds
cortos con una mayor selectividad o altos rendimientos de extraccién [18].

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue la extraccién de glicoalcaloides de
cascara de papa nativa (Solanum phureja) var. ratona morada con liquidos presurizados
(ELP) utilizando agua como solvente, evaluando el efecto de la presién y la tempera-
tura en la extraccion, sobre el rendimiento y la composicién, mediante la metodologia
de superficie de respuesta para optimizar los pardmetros de extraccion.

METODOLOGIA

Materiales y reactivos

El material utilizado parala extraccién fue cascara de papa (Solanum phureja) de lavarie-
dad ratona morada, proporcionada por un productor del corregimiento del Encano
(Latitud 1°8"37.19” N, Longitud 77°10"7.3” W) 22791 m s.n.m, municipio de Pasto-
Colombia. Se realiz6 un proceso de adecuacién y secado por liofilizacién alcanzando
una humedad de 5,19% b.s. Previo al proceso de extraccion, la materia prima se molié
en un molino de discos (Imusa), luego se pasé 100 g por un tamiz (modelo PS-35
serie 1182) en la serie de tamices (10-80, A.S’T.M.E-11.) por espacio de 10 minutos,
de acuerdo a la norma ASTME 11-95 [19]. Se realizé el andlisis granulométrico y se
determiné el didmetro medio de las particulas (0,427 mm).

Los glicoalcaloides estdndares fueron a-solanina 98 % pureza (Sigma-Aldrich, USA)
y a-chaconina 99, 1 % pureza (Indofine, USA). Los solventes metanol 99,9 %, cloro-
formo 99,2 % y acetonitrilo 99, 9 %; fueron de grado HPLC (Merck, Alemania), 4cido
clorhidrico 37,0 % e hidréxido de amonio (Merck, Alemania); las sales fosfato mono-
potasico 99,7 % y fosfato dipotdsico 99,8 % (Merck, Alemania).

Extraccién con liquidos presurizados (ELP)

Para la extraccién de GA se utilizé agua tipo I; las extracciones se realizaron en un
equipo de extracciéon SFE-100 (Waters, USA) de 100 mL de capacidad. El diagrama
del proceso se indica en la figura 2. Se utiliz6 un diseno experimental tipo central com-
puesto, empleando la metodologia de superficie de respuesta, en la que se consideraron
dos factores: presion y temperatura sobre la influencia de las condiciones de extraccion
en el rendimiento y la composicidn, al igual que se determiné los puntos éptimos. Se
evaluaron rangos de presion entre 60-100 bar y temperaturas entre 60-100 °C, cada
extraccion se realizé durante 40 minutos y se utilizaron 10 g de cdscara de papa seca
y molida. Las variables presién y temperatura se controlaron a través de un sistema de
regulacién que opera mediante el software Process Suite (versién 5.9).
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El extracto obtenido, se almacend en un vial dmbar en congelacion a -18 °C, para pos-
terior secado por liofilizacion y andlisis del contenido GA. El rendimiento se calculd
como peso de extracto liofilizado obtenido sobre el peso de céscara de papa seca utili-
zada en términos porcentuales (% p/p), mediante la ecuacion 1:

M:(%)*loo (1)

Dénde: RE: rendimiento de extracto (% p/p)
PE: peso del extracto obtenido (g)

PC: peso total de céscara utilizada para cada extraccién (g)

Cosolvente
agua tipo 1
Manémetro
Vilvula manual
» Valvula
manual I a |
Bomba de BRP X’
Cosolvente automdtica
Vaso ‘,i‘? Vaso de
extraccion separacion
A\ 4
Intercambiador .
de calor Obtencién
de
extracto
Vialvula de
contro
\ N J Y,
Y Y
N . .,
Presurizacién Calentamiento Extraccién Despresurizacién

y recoleccion

Figura 2. Diagrama de proceso de extraccion con liquidos presurizados SFE-100.

Extraccién sdlido-liquido (ESL)

Para determinar el contenido de GA totales en papa se realizaron extracciones sélido-
liquido con solvente. Las extracciones se hicieron a cdscara y brotes de papa fresca,
pulpa de papa y papa liofilizada (cdscara). Para determinar la presencia de GA en las
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matrices mencionadas, se siguié la metodologia Hellends (1986) [20], con algunas
modificaciones. Como solvente de extraccién se utilizé una mezcla de metanol: clo-
rofomo (2:1 v/v) en agitacién magnética durante 1 hora, adicién de 4cido clorhidrico
0,2 N en agitacion magnética durante 20 minutos, filtracion, adicién de hidréxido de
amonio (25 %) para ajustar ¢l pH a 11 y finalmente centrifugacion para descartar el
sobrenadante y obtener los GA.

Anilisis de glicoalcaloides (GA) por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC-PDA)
Se empled la metodologia planteada por la AOAC Oficial Method 997.13 (Glycoalka-

loids at-Solanine and ¢-Chaconina in Potato Tubers) [21] para analizar glicoalcaloides
en los extractos. La fase mé6vil fue una mezcla de acetonitrilo, agua y solucién buffer de
fosfato (pH=7,6) (60 %, 30 %, 10 % v/v). Las condiciones de andlisis fueron: tempe-
ratura de 40 °C, flujo de fase mévil 1,5 mL/min, longitud de onda de absorcién a 205
nm y la separacién se realizé en modo isocrético, el tiempo de andlisis fue de 20 minu-
tos. Se utilizé un cromatégrafo liquido HPLC Waters modelo Breeze, acoplado a un
detector de arreglo de fotodiodos PAD 2998 Scan (200-500 nm), en fase reversa con
una columna Hypersil Gold C18 (250 mm* 4,6 mm ID* 5,0 um Dp), marca Thermo
Scientific. El equipo consta de un inyector marca Rheodyne lopp de 20 pL.

Mediante el método de patrén externo se determiné la concentracién de GA en
muestras de papa, utilizando curvas de estindares a-solanina y a-chaconina, con las
correspondientes curvas de calibrado. Las curvas de los estandares, fueron realizadas a
diferentes concentraciones (1, 5, 10, 25 y 50 ppm), con coeficientes de correlacién de
0,998 para a-solaninay de 0,997 para a-chaconina. Los tiempos de retencién (TR) de
los esténdares fueron TR= 4,47 min para a-solaninay TR= 5,5 min para a-chaconina
(ver figura 3). El contenido de GA se calculé a partir de las dreas de los picos. El factor
de resolucién (a) de a-solanina frente a a-chaconina se calculd en 1,33. El limite de
deteccién (LOD) fue de 0,003 mg/mly 0,004 mg/ml para a-solanina y a-chaconina
respectivamente, mientras que los limites de cuantificacién (LOQ) fueron de 0,011
mg/ml para a-solanina y de 0,017 mg/ml para a-chaconina. LOD y LOQ se deter-
minaron como 3y 10 veces la desviacion estandar en la interseccion con el eje y de las
lineas de regresion estdndar [22].

Analisis estadistico

La matriz de los disefios de experimentos y el analisis estadistico de los datos se llevé
cabo con el software estadistico Statgraphics Centurion XV® (StatPoint Technologies,
Inc., War-renton, gVA, USA). Se realizd el andlisis de varianza para determinar la signi-
ficancia del (p <0,05) de los factores sobre la variable respuesta.
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Figura 3. Perfil cromatogrifico (HPLC-PAD) para estandares de glicoalcaloides (a-solanina y

a-chaconina).
RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de las extracciones ELP

Los rendimientos de extraccidon de papa seca y molida obtenidos mediante ELP se
presentan en la tabla 1; las condiciones que optimizan el rendimiento son: 55,6 bar y
100 °C, obteniendo un valor éptimo de 5,62 % p/p. El andlisis de varianza (ANOVA)
determind que la temperatura tuvo un efecto estadisticamente significativo (p <0,05).
La figura 4presenta la gréfica de superficie de respuesta que muestra el efecto de los
factores evaluados en ELP. Se observa que el incremento de la temperatura conlleva a
un aumento en el rendimiento.

Rendimiento (% p/p)
ER

30 90 100 110

60
70 g0
Pregigp, (b90 100 110 50 60 70 0
ar) Temperatura ( C)
Figura 4. Gréficas de superficie de respuesta para rendimiento de extractos de papa (8. phureja) var.
ratona morada obtenidos por ELP.
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Las altas temperaturas favorecen la eficiencia de extraccion al disminuir la viscosidad
del solvente, lo que conduce a una mejor penetracién dentro de la matriz que con-
tiene los solutos de interés. Una ventaja importante de usar temperaturas més altas, es
la mejora de la velocidad de difusidn, es decir, la transferencia de masa de la molécula
en el disolvente permite extracciones més rdpidas [16, 17, 23].

Glicoalcaloides (GA) en ELP

Tabla 1. Resultados de rendimientos de extraccion y contenido de GA y GAT en extractos de papa

(S. phureja) var. ratona morada, obtenidos mediante ELP.

Condicior}fﬁs de a-solanina | #-chaconina GAT
extraccion R* a-s a-ch
(bl:r) (oTc) (% p/p) (ng/100 g papa seca) (% p/p) | (% p/p)
60(-1) | 100(+1) | 5,55 | 0,566+ 0,044 | 0,373+0,004 | 093940048 602 | 398
80(0) | 52(-141) | 2,29 | 0,806+0,158 | 2,435+ 1219 | 3240+ 1378 | 249 | 751
80(0) 80(0) | 4776 | 0758+0255 | 120240461 | 1960+0,119 | 387 | 613
80(0) 80(0) 4133 | 0,872+ 0,026 | 2,4444 0,755 | 3,315+ 0,730 | 26,3 73,7
60(-1) 60(1) | 2,513 | 089740378 | 1,124+ 0,003 | 202140382 | 444 | 556
80(0) 80(0) | 3,108 | 0,685+ 0,046 | 1,354+ 0,509 | 2,040+ 0463 | 0336 | 664
S2(141) | 80(0) | 5299 | 1,389+ 0204 | 2,121+ 1411 | 3,510+ 1207 | 39,6 | 0604
100(+1) | 60(-1) | 2467 | 0467+0036 | 0,587+0,168 | 1,054+ 0204 | 443 | 557
80(0) 80(0) | 4774 | 082040225 | 1,547 +0,021 | 2368+ 0246 | 346 | 654
108(+1,41) | 80(0) | 4407 | L131+0,062 | 2,100+ 0,159 | 323140221 | 350 | 650
100(+1) | 100(+1) | 5264 N.L NI NI -
80(0) | 108(+141) | 4556 | 070740037 | 0914+0092 | 1,621 £0,130 | 436 | 564

*R: rendimiento; GAT: suma de a-solanina y a-chaconina; % p/p a-s: fraccién de masa a-solanina; % p/p a-ch: fraccién de

masa o-chaconina; N.L: no identificado.

Los resultados de GA y GAT en extractos obtenidos con ELP, bajo diferentes con-
diciones de presién y temperatura de extraccion se muestran en la tabla 1, asi como
los niveles de las variables en unidades reales y codificadas entre paréntesis. Se observa
que en la mayoria de las extracciones la fraccién en masa es mayor para a-chaconina es
siempre superior al de a-solanina, excepto a 60 bar - 100 °C y en la extraccién de 100
bar - 100 °C, donde no se identificaron los compuestos bajo estudio. Para papa nativa
(8. phureja) var. ratona morada se obtuvieron rangos de 24 a 60 % a-solanina y de 39
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a75 % de a-chaconina, estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por otros
estudios, quienes afirman que, en la mayoria de los casos, ¢-chaconina estd presente
en una cantidad ligeramente mds alta [24, 25, 26]. Las condiciones que optimizan el
contenido de GA y GAT son: 80 bar y 80 °C obteniendo un valor 6ptimo de 0,784;
1,637y 2,420 mg/g de papa seca para a-solanina, ¢-chaconina y GAT respectivamente.

Hossain ez al. (2015) [18] extrajeron alcaloides esteroidales (a-solanina, a-chaconina,
solanidina y demissidina) de cdscaras de papa usando liquidos presurizados y entre
los cuatro alcaloides encontrados, a-chaconina fue el més abundante seguido por
a-solanina, con valores de 87,3 y 59,7 mg/g cdscara seca respectivamente. En la inves-
tigacién mencionada se us6 como liquido presurizado metanol al 89 % v/v a diferen-
tes temperaturas con presion constante de 100 bar. Estos resultados son mayores a los
obtenidos en el presente estudio; lo cual puede explicarse a la diferencia entre las mues-
tras de papa, debido a la diversidad y variedad genética, condiciones de crecimiento y el
almacenamiento poscosecha.

Tabla 2. Significancia estadistica de los factores sobre GA y GAT en extractos de papa (S. phureja)

var. ratona morada.

p-Valor

Fuente Rendimiento a-solanina a -chaconina GAT

A: presion 0,5258 0,0249 0,5127 0,2697
B: temperatura 0,0269 0,0034 0,0219 0,0138
AA 0,4345 0,9518 0,2355 0,3005

AB 0,8885 0,3493 0,6635 0,5909

BB 0,2575 0,4138 0,5936 0,5511
Falta de ajuste 0,6763 0,0631 0,1445 0,1388

La significancia estadistica de los factores evaluados y sus interacciones sobre el rendi-
miento de extraccidn, el contenido de a-solanina, a-chaconina y GAT se muestra en la
tabla 2. También se observa que la temperatura (B) fue estadisticamente significativa (p
<0,05) sobre las variables de respuesta bajo estudio. La presién (A) solo fue significativa
en a-solanina; sin embargo, los efectos cuadraticos de la presion y la temperatura; las
interacciones entre estos factores no presentaron efectos estadisticamente significativos

(p>0,05).

La figura 5 presenta los graficos de superficie de respuesta que muestran el efecto de
la presion y la temperatura sobre el contenido de a-solanina, a-chaconina y GAT en
ELP de céscara de papa liofilizada. Como se puede observar, las concentraciones de los
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compuestos bajo estudio en los extractos de papa, se incrementan significativamente al
disminuir la temperatura y la presion.

La temperatura y la presién son pardmetros importantes relacionados con la optimi-
zacion de ELP. Las temperaturas mds altas disminuyen la viscosidad de los solventes
liquidos, lo que permite una mejor penetracion de las particulas de la matriz y mejora
la extraccién. Ademds de reducir la viscosidad, las altas temperaturas también dismi-
nuyen la tension superficial del solvente, los solutos y la matriz, permitiendo que el
solvente “moje” la matriz de la muestra mis a fondo. Se espera que la temperatura tenga
un efecto pronunciado en obtencién de GAT, debido a la importancia de la cinética
de transferencia de masa y la solubilidad. Las temperaturas mas usadas en la ELP estin
entre 80-100 °C; se ha reportado que la presion tiene poco efecto sobre la eficiencia de

ELP [15,27].

La temperatura maxima est4 limitada por la temperatura de degradacién de cada ana-
lito. Sin embargo, un aumento de temperatura puede causar que algunas interferencias
se extraigan conjuntamente con los analitos objetivos y disminuya la selectividad de la
extraccion, es por ello que temperaturas mas bajas se utilizan comtinmente para evi-
tar la degradacion del analito o la coextraccién de interferencias [28]. Sin embargo,
los resultados obtenidos en este estudio, presentaron un comportamiento contrario,
ya que a menores temperaturas y presiones se obtuvo mayor cantidad GA y GAT; esto
puede explicarse debido a que el calor y la presion tienen efectos similares; si son sufi-
cientemente altos, ambos inducen la gelatinizacién del almidén en exceso de agua, lo
que da como resultado una transicién de la estructura granular nativa a una pasta o gel

de almidén de la papa [28].
Extraccién sélido-liquido de GA

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos de la extraccion sélido-liquido de diferen-
tes partes del tubérculo. Los niveles més altos de GA se encuentran en los brotes y la
céscara, en menor cantidad en la pulpa; mientras que la papa liofilizada (materia prima
utilizada en este estudio) presenta valores altos de GA y GAT, comparados con diferen-
tes partes del tubérculo. De acuerdo a Milner ez al. [29], la mayoria de las partes de la
planta poseen GA. Las concentraciones en cultivos comerciales generalmente estin en
el rango de 0,0011 2 0,15 mg/100 g de peso fresco; sin embargo, en cultivares silvestres
se observa una diferencia sustancial, con un contenido que oscila entre 6 y 432 mg/100
g peso fresco. Para el caso de papa nativa (S. phureja) var. ratona morada, las diferentes
partes se encuentran dentro del rango reportado para papas silvestres, a excepcién de la
pulpa. Sin embargo, una variedad de factores ambientales, genéticos y de estrés, como
el ataque de insectos, enfermedades, luz, madurez, danos mecdnicos y temperaturas de
almacenamiento causan contenidos elevados de GA en los tubérculos [30].
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Figura 5. Graficas de superficie de respuesta de extractos de papa (S. phureja) var. ratona morada
con ELP que muestran el efecto de la presién y la temperatura en el contenido de a-solanina (a),

a-chaconina (b) y glicoalcaloides totales (c).
192



Extraccién de glicoalcaloides de Solanum phureja con liquidos presurizados

Tabla 3. GA en extraccién sdlido-liquido de diferentes muestras de papa nativa (S. phureja) var.

ratona morada.

o-solanina a-chaconina ‘ GAT
Muestra
mg/100 g papa himeda
Céscara y brotes (fresco) 10,7840,26 10,56+0,13 21,34+0,21
Pulpa (fresco) 1,37+0,03 1,38+0,02 2,75+0,02
Papa liofilizada (cdscara) 26,84+2,78 29,44+5,44 56,28+8,21

GA contribuyen a la defensa contra el ataque de plagas, de insectos o microorganismos
al igual que la resistencia a las enfermedades; también pueden afectar la calidad del
producto (sabor) y su seguridad para el consumo humano, si estdn presentes a niveles
clevados. GA no se distribuyen uniformemente a través del tubéreulo, las altas concen-
traciones generalmente se asocian con dreas que estin experimentando una alta activi-
dad metabdlica, como brotes, cdscaras y el drea alrededor de los “ojos” de la papa. La
mayoria se encuentra dentro del primer 1 mm de la superficie externa del tubérculo,
con concentraciones que disminuyen hacia el centro del tubérculo [11, 30, 32], tal
como se evidencia en los resultados obtenidos (ver tabla 3).

El contenido de GAT en las variedades de papa disponibles comercialmente, en tubér-
culos de papa no procesados para consumo humano debe ser inferior a 200 mg/kg de
peso fresco, este nivel es recomendado por la FAO [29, 33]. Para el caso de papa nativa
(8. phureja) var. ratona morada, los niveles obtenidos para pulpa, cdscaray brotes fresco,
se encuentran dentro de lo recomendado por la FAO. La dosis letal humana estimada
por ingesta oral es de 3-6 mg de GA de papa por kilogramo de peso corporal [31]. Por
otro lado, los resultados de glicoalcaloides totales obtenidos para papa liofilizada supe-
raron el nivel recomendado por la FAO; datos reportados por Sotelo y Serrano [34]
para 12 variedades de papa en México, obtuvieron un rango de 2,90-91,63 mg/100 g
de papa humeda para glicoalcaloides totales; de esta manera el resultado obtenido en el
presente estudio, se encuentra dentro del rango obtenido por los autores mencionados.

De acuerdo alo reportado por Handling ez 2/.(1996) [35] y Sinchez e al. [36], las mues-
tras de papa secas tienen un contenido de glicoalcaloides (e-solanina y a-chaconina) més
altos, que las muestras frescas. Para papa liofilizada, se observa que la fraccién en masa
es mayor para o-chaconina que de a-solanina, reafirmando asi que, en la mayoria de los
casos, a-chaconina estd presente en una cantidad ligeramente mas alta [24, 25, 26].

CONCLUSIONES

Se extrajeron glicoalcaloides a partir de cdscara de papa, utilizando agua presurizada
como solvente de extraccion. Solamente la temperatura tuvo un efecto estadisticamente
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significativo (p <0,05) sobre el rendimiento, el contenido de a-solanina y a-chaconina.
La técnica de optimizacién mediante superficie de respuesta, permitié predecir los paré-
metros de extraccién Optimos dentro de los pardmetros experimentales, siendo 55,6 bar-
100 °C para rendimiento y 80 bar-80 °C para glicoalcaloides. Los extractos presentaron
como glicoalcaloide mayoritario a-chaconina. La extraccién sélido-liquido permitié
constatar la mayor concentracién de glicoalcaloides en cdscara y brotes. Los extractos
obtenidos pueden ser de interés para la industria farmacéutica por la presencia de gli-
colcaloides.
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ORAL PRESENTATIONS

Semi-mechanistic Pharmacokinetic/Pharmacodynamic model of three pegylated
rHuEPO and ior?EPOCIM in New Zealand rabbits

Reynaldo-Fernandez G.!, Solozabal J. 2, Amaro D. %, Ferndndez-Sénchez EM!, Rodriguez-Vera L.,
Bermejo M. 3, Mangas-Sanjuan V. %, Troconiz LE>
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2Center of Molecular Immunology. Cuba.

3Engineering: Pharmacy and Pharmaceutical Technology Area. Miguel Hernandez University. Spain.
*Pharmacy and Pharmaceutical Technology Area. University of Valencia, Spain.

Pharmacometrics & Systems Pharmacology, Department of Pharmacy and Pharmaceutical
Technology, School of Pharmacy and Nutrition, University of Navarra, Pamplona, Spain.

Contact: gledysrf78 @gmail.com

Marketed formulations ior®EPOCIM, MIRCERA® and two new branched
PEGylated erythropoietin formulations (32kDa-PEG,-rHuEPO and 40kDa-PEG,-
rHuEPO) were administered a single dose by intravenous bolus in New Zealand
rabbits. The aim of this work was to develop a semi-mechanistic pharmacokinetic/
pharmacodynamic (PK/PD) model describing in a simultaneous and integrated form
the time course of erythropoiesis stimulation after erythropoietin administration. The
PK/PD dataset consisted of 266 EPO measurements in the pharmacokinetic analy-
sis and 799 observations of reticulocyte (RET), erythrocyte (RBC) and hemoglobin
(HGB) in the pharmacodynamic analysis from 19 and 20 rabbits, respectively.

The First Order Conditional Estimation Method with INTERACTION as imple-
mented in NONMEM version 7.3 was used in PK/PD modeling. A semi-mechanistic
cell transit model that included a two-compartment model with linear elimination and
cell proliferation, maturation, and homeostatic regulation provided a good description
of the data regardless the type of erythropoietin formulation administered. Inter-
subject variability was associated with clearance (50%) and apparent volume of distribu-
tion of the central compartment (60%). Residual unexplained variability was estimated
to be 20.5 %. The system- and drug-related parameters showed consistency and dif-
fered across formulations, respectively. The 32kDa-PEG,-rHuEPO and 40kDa-PEG,-
rHuEPO formulations achieves a median change of 27% and 22% on RET levels, and
of 63% and 47% on RBC and HGB levels, respectively compared to MIRCERA®.A
semi-mechanistic PK/PD model of erythropoiesis provided and adequate descrip-
tion of the observed data of ior®EPOCIM, MIRCERA® and PEG-EPO 32 kDa
and PEG-EPO 40 kDa in New Zealand rabbits. The administration of new branched

PEG-chains formulations improves PK and PD properties, in terms of increasing el
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imination half-lives and pharmacological response on RET, RBC and HGB compared
to commercially available formulations (ior® EPOCIM and MIRCERA®).
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Population pharmacokinetic modeling of bromopride in healthy subjects
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Luciano Bruschi'; Bibiana Verlindo de Aratjo’, Andréa Diniz
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The dopamine antagonist, Bromopride (BRO) is a prokinetic and antiemetic drugused
to treat nausea and vomiting. Although its prescription is common in Brazil, there is
a lack on studies of BRO pharmacokinetics. The aim of this study was to investigate
the population pharmacokinetic of BRO after oral administration. This study is a ret-
rospective analysis of data from bioequivalence studies submitted to Brazilian Health
Surveillance Agency (ANVISA). The data was modeled using MONOLIX 2018R2.
Assuming one-compartment disposition and linear elimination, the oral phase was
evaluated for different structural models like zero- and first-order (with and without a
lag time), transit compartment and mixed absorption. Anthropometric and laboratorial
results were evaluated for covariate effect. The goodness-of-fit (diagnostic plots, BIC
and log- likelihood) shows model of zero order with lag time (Tlag) and combined
error described better the absorption process of BRO. Inter-individual variability was
considered for all parameters, although the parameter clearance (Cl) was fixed in 0.768
L/h/kg . Typical parameters estimates were bioavailability (F) of 87%, duration
of the zero-order absorption (Tk0) of 0.862 h with Tlag of 0.481 h and a volume of
distribution of 4.39 L/kg. The dosage form was the covariate found to significantly
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affect F and Tlag, and body mass index positively affect Tk0. Zero-order models are
reasonable to describe absorption process of drugs whose input is influenced by solubil-
ity. None previous information about population pharmacokinetic absorption model

was described for BRO.
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Bioavailability prediction for losartan tablets by means of PBPK modeling and simulation

Alejandra Schiavo, Manuel Ibarra, Pietro Fagiolino.

Department of Pharmaceutical Sciences, School of Chemistry. Universidad de la Republica,
Center of Bioavailability and Bioequivalence for Medicine Evaluation (CEBIOBE)

The Uruguayan pharmaceutical market is composed in a large percentage of similar
medicines, a situation that is common to other countries in Latin America. This fac-
tor adds variability to the PK/PD outcome in the clinical setting, both at the onset
of a therapy and when products are interchanged throughout chronic treatments. In
this context, development of physiologically-based pharmacokinetic models (PBPK)
integrating biorelevant in vitro drug dissolution can be employed to detect possible
bioinequivalence issues. Here, a PBPK model for losartan and its active metabolite,
carboxylosartan, was developed to predict the performance of different multi-source
products. PK-Sim® (Bayer) software was employed for modeling and simulation. The
model was evaluated by comparing in silico outputs for plasma concentration-time
profiles of the parent drug and the metabolite with published data for the brand-name
drug Cozaar® in two stages: (i) integrating losartan and carboxylosartan physicochem-
ical and pharmacokinetic properties to predict in vivo dispositions after an intravenous
administration of them; (ii) integrating in vitro biorelevant dissolution to predict losar-
tan bioavailability and in vivo formation of carboxylosartan from losartan. For the stage
(i) different in vitro conditions were assessed. Finally, a suitable in vitro-in silico-in
vivo correlation was achieved by using data from dissolution testing in USP Apparatus
IT at 75 RPM in acidic (HCI/KCI pH 1.2, 37°C, 30 min) and neutral (Phosphate
buffer pH 6.8, 37°C, 10 min) conditions and simulating a two- phase dissolution for
the formulation input at the PBPK model. Secondary pharmacokinetic parameters
for a virtual Caucasian population of healthy subjects (50:50 male:female) assess-
ing rate and extent of absorbed drug, as well as drug disposition were simulated with
acceptable mean absolute error. The validated model was finally used for extrapolation
of losartan and carboxylosartan pharmacokinetics for the similar products.
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Results indicate that no significant differences for losartan bioavailability are foreseen
between marketed brands.
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Population pharmacokinetic analysis of PHT in epileptic patients after the oral
administration of two formulations marketed in Uruguay

Marianela Lorier, Manuel Ibarra, Natalia Guevara, Cecilia Maldonado, Marta Vizquez and Pietro
Fagiolino'

Department of Pharmaceutical Sciences, School of Chemistry. Center of Bioavailability and
Bioequivalence for Medicine Evaluation (CEBIOBE). Universidad de la Reptiblica, Montevideo,
Uruguay.

Phenytoin (PHT) is a widely prescribed antiepileptic drug used to treat several types
of seizures. PHT characterizes for a non-linear pharmacokinetic, narrow therapeutic
range and acute dose-related side effects. Also, PHT induces efflux transporters in a
dose-dependent manner.

The aim of the present investigation was to compare the oral bioavailabity of two
products containing PHT marketed in Uruguay (Comitoina simple® and Antepil®).
Data from a previously conducted pharmacovigilance study was modeled. A total of 57
patients (30 female, 27 male) between 18 and 76 years old with epilepsy and under
chronic treatment with either one of the mentioned formulations, were enrolled in the
study. Age, weight, albumin concentrations, clinical outcome and adverse effects infor-
mation was collected. The protocol was approved by the Institutional Ethics Review
Committee of the Faculty of Chemistry.

Morning steady state pre-dose blood and saliva samples were collected every 3 months.
At least 6 extra saliva samples were withdrawn at the first 12 hours post dose.
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A one-compartment pharmacokinetic model with nonlinear elimination was imple-
mented to describe plasma PHT concentrations. A Maximum a Posterior estimation
for the population parameters was employed in MONOLIX 2018. Covariates analysis
was performed.

Body weight was included as a covariate in volume of distribution (V1) and maxi-
mum elimination rate (Vm). Interestingly, a correlation between Saliva/Plasma ratio
and PHT plasma concentration was found. Considering albumin concentrations were
within the normal range for all patients, no protein saturation may be envisaged. Then,
the correlation found could not be due to a concentration-dependent PHT protein
binding and would evidence the induction of efflux transporters at the salivary glands.

Lastly, no difference was found between the oral bioavailability of the studied for-
mulations.

Population Pharmacokinetic Modeling of Tacrolimus in Pediatric and Adult Renal
Transplant Patients

Lorena Ivette Medina-Aymeyich’, Jose Rodrigo Gonzalez-Ramirez', Mara Medeiros- Domingo?,
Francisco Flores-Murrieta , Gilberto Castafieda-Hernandez

'Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional, Ciudad de México, México.

2Unidad de Investigacién y de Diagnéstico en Nefrologia y Metabolismo Mineral Oseo, Hospital
Infantil de México Federico Gémez, Ciudad de México, México.

*Unidad de Investigacion en Farmacologfa, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
Ismael Cosio Villegas, Ciudad de México, México.

Tacrolimus is a potent immunosuppressive drug widely used in adults and children
for the prevention of allograft rejection after kidney transplantation [1,2]. However,
because of tacrolimus narrow therapeutic index and high inter-individual pharmaco-
kinetic (PK) variability [3,4], blood concentrations must be monitored. Population
PK modeling could be a useful tool in the tacrolimus therapeutic drug monitoring
(TDM). Therefore, a popPK model was developed in pediatric (n=29) and adult
(n=60) kidney-transplant recipients using Phoenix NLME 8.0 version with the FOCE
ELS algorithm selected as the estimation method. Some tacrolimus PK variability fac-
tors were assessed with the stepwise forward inclusion procedure. The minimum value
of twice the negative log likelihood (-2LL) and the goodness of fit graphs were used
to choose suitable models. The final model was internally validated. During the PK
model-building procedure, different structural pharmacokinetic models were tested.
The tacrolimus PK profiles were best described by a two-compartment model with
first order absorption and elimination. Additionally, intra-patient variability (IPV)
was modeled with an additive error. Our covariate analysis detected significant effect
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of age, weight, and hematocrit, being the age, the most significant covariate tested.
In conclusion, a population pharmacokinetic model of tacrolimus was developed and
validated in both, pediatric and adult patients with renal transplant. The final model is
expected to improve clinical outcomes during the TDM of tacrolimus. This studywas
conducted according to the principles of the Declaration of Helsinki and was approved
by the Institutional Review Boards and Ethics Committees.

Keywords: Tacrolimus — population pharmacokinetic — therapeutic drug monitoring
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Modeling & simulation of amikacin in pediatric cystic fibrosis for dose optimization
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Amikacin is a valid option to treat lung chronic infection in pediatric patients with cystic
fibrosis (CF). The efficacy is related to the achievement of a high Cmax/MIC (maxi-
mum plasma concentration/minimum inhibitory concentration) ratio: 8 to 10. How-
ever, pharmacokinetic data in this population are very scarce. The objective of this study
was to develop a population pharmacokinetic model describing amikacin disposition in
pediatric CF patients. A prospective study was carried out after protocol and informed
consent approval by the Institutional Review Board at Garrahan Pediatric. Patients less
than 18 years old, with CF diagnosis and receiving amikacin for treatment of lung infec-
tions were eligible. Serum samples derived from therapeutic drug monitoring.

Thirty-nine patients were included (114 amikacin concentrations). A population
pharmacokinetic model was developed using MONOLIX Suite-2018R1 (Lixoft).
Final population estimates for the elimination rate constant (k) and the volume of
distribution (V) were 0.541 h' and 0.451 L/kg, respectively. Between-subject and
between-occasion variability were 53% and 16.5% for k and 31% and 22% for V,
respectively. Body-weight remained as a significant covariate associated with V. Simu-
lations allowed prediction and evaluation of C,,, and C,4 distributions for different
dosage regimes with clinical implications. Based on our analysis, 67% of the simulated
patients receiving 30 mg/kg/day, could achieve an appropriate Cmax/MIC. Although
all our patients had good clinical results and a very good adverse events profile, further
studies are necessary to redefine an optimal therapeutic strategy.

Population pharmacokinetics of mycophenolic acid in patients with lupus nephritis

Melissa Romano Aguilar'; Susanna Edith Mcdellip Garibay'; Rosa del Carmen Mildn Segovia;
Marco Ulises Martinez?; Silvia Romano Moreno

'Laboratorio de Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de San Luis
Potosi, México.

2Servicio de Reumatologfa del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Pricto” (HCIMP), San Luis
Potosi, México.

Lupus nephritis (LN) is the most frequent severe complication of systemic lupus
erythematosus and is associated with increased morbidity and mortality [1].
Mycophenolate mofetil (MMF) is the prodrug of mycophenolic acid (MPA) a potent
immunosuppressant agent that provides effective treatment for LN patients [2-3].

The aim of this study was to analyze the pharmacokinetic behavior of MPA and esti-
mate the dosing requirements in Mexican patients with LN using nonlinear mixed

effects modelling (NONMEM®).

The study enrolled 40 patients receiving MFM with LN from HCIMP of San Luis
Potosi. Samples were collected pre-dose, 0.3, 0.6, 1, 1.5, 2, 4 and 6 hours post-dose.

206



Abstracts of Iberoamerican Pharmacometrics Network Congress Guadalajara, México. November 7-9* 2018

MPA concentrations were determined by an UPLC-MS/MS technique. Patients were
genotyped for enzymes UGT1A8, 1A9,2B7 and transporters ABCC2 and SLCO1B3.

A two-compartment model with first order absorption and elimination best described
the data. The final population pharmacokinetic model obtained was: CL(L/h)=15.
4+(CrC1/80)0-633¢(140.583PDN); Ve(L)=0.38"BW, Ka(h'1)=1.28, Q(L/h)=154,
Vp(L)=755. (CrCl: creatinine clearance; PDN: prednisone; BW: body weight).
Apparent clearance of MPA decreased with reducing renal function. Patients with
decreased CrCl have a reduced hepatic metabolism generated by the chronic renal fail-
ure state itself [4]. PDN comedication showed an increase in the CL of MPA, possibly
through induction of UGT [1,5]. The only covariate that demonstrated influence in
Ve was BW. The internal validation of the model obtained for MPA was performed by
the Bootstrap and the visual predictive check techniques. Stochastic simulations were
executed to propose dosing guidelines considering CrCl, BW and PDN comedication
to achieve expected MPA AUC(-12 h (30-60 pg*h/L).

Ethical approval

The protocol of this study was approved by The Ethics Committee in Research of the
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (No.71-17) and the Research and
Teaching Ethics Committee of the Faculty of Chemical Sciences of the Autonomous
University of San Luis Potosi (No. CEID2017113-S). Each patient provided written

informed consent prior to study enrolment.
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Determination of mycophenolic acid and pharmacokinetic application in kidney
transplant patients
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Mycophenolic acid (MPA) is an antimetabolite immunosuppressant of choice in solid
organ transplant regimens [1]. Mycophenolate of mofetil is a pro-drug and after oral
administration, it is completely absorbed and readily hydrolyzed to its active metabolite
MPA. The pharmacokinetics of MPA is characterized by large inter- and intraindivid-
ual variability[2]. A chromatographic method (UPLC-MS/MS, Waters Corporation)
was standardized and validated according to national. Pharmacokinetic parameters
of MPA were calculated using WinNonlin® software (v. 4.2) by non-compartmental
analysis. Optimal conditions for UPLC-MS/MS method were obtained with ESI (+).
Selected transitions correspond to m/z 321.07+159.0 and 321.075207.0 for qualifi-
cation and quantification of MPA. Indomethacin was used as internal standard. The
method was validated according to NOM177-SSA1-2013. Calibration curves were
linear at 0.2 - 30 pg/mL of MPA in plasma (r2>0.996) with recoveries between 90 and
110%. Inter and intra- assay precision were 2.98% and 3.4% of coefficient of variation
(<5%). The implemented and validated technique was used to quantify MPA in 10
concentration- time profiles (0 — 12 h) from 10 kidney transplant patients. Mean AUC
was 40.6£17 L/h, Cmax 11.945 ug/mL, CL of 15.574+9 L/h, V 104.3+48 L. This
study represents an advantage on therapeutic drug monitoring of this immunosuppres-
sant in kidney transplant patients to support pharmacological treatment.
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Pharmacokinetics and pharmacogenetics of lamotrigine in adult patients with epilepsy
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Lamotrigine (LTG) is a second-generation anti-epileptic drug (AED) that has been
widely used for focal and generalized seizures in adults and children as monotherapy or
in combination with other AEDs [1-3]. The aim of this study was to develop a popu-
lation pharmacokinetic model for quantitative evaluation of the influence of various
demographic, pathophysiological, genetic variants and adjunctive therapy on LTG
pharmacokinetics.

A total of 73 adult patients on stable treatment with LTG at least two weeks as mono
or adjunctive therapy attended at the Epilepsy Clinic of the Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto” were included. LTG was determined by HPLC-UV tech-
nique in one plasma sample per patient. Population pharmacokinetics analysis was
performed by non-linear mixed effects modelling approach using NONMEM®
software. The covariables tested were: age, sex, height, weight, serum albumin, creati-
nine, alanine transaminase, and aspartate aminotransferase levels, creatinine clearance,
body mass index, body surface, tobacco consumption, UGT2B7 genetic variants,
comorbidities and adjunctive therapy.

Absorption rate constant, bioavailability and distribution volume were fixed at 1.4 bl
1.00 and 1.8 L/kg, respectively, to stabilize the model. LTG clearance was estimated at
1.82 Lh! and was associated with co-treatment with valproic acid (VPA) and carba-
mazepine (CBZ). The final population pharmacokinetic model for LTG was CL (L/h)
= 1.82 x (1 - 0.465 VPA) x (1 + 0.841 CBZ) and it explains 23% of the interindivid-
ual variability associated with LTG clearance. This model was internally validated by
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bootstrap and visual predictive check techniques. Stochastic simulations were per-
formed to propose dosage regimens considering comedication with VPA and CBZ to
achieve reference interval (2.5 - 15 mg/L).

This is the first population pharmacokinetic study of LTG in Mexican patients and
indicates that co-treatment with VPA and CBZ should be considered to individualize
epilepsy treatment with this drug.

Ethical approval

The study was approved by Research Ethics Committee and the Research Commit-
tee of the Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (registration number 70-17)
and under the knowledge of the Committee of Ethics in Research and Teaching of the
Faculty of Chemical Sciences (code of registration: CEID2017112-S).
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Paracetamol, amandatine and chlorpheniramine are used as a combination in the treat-
ment of common cold. “This combination is one of the most popular over the counter
analgesic and antipyretic drugs which is available in different dosage forms” [1]. A rapid,
sensitive and specific high performance liquid chromatography with positive electro-
spray ionization tandem mass spectrometry method was developed and validated to
simultaneously determine paracetamol, amantadine and chlorpheniramine, using
diphenhydramine and memantine as internal standards. Following a liquid-liquid
extraction with ether:dichloromethane:hexane:isopropanol, the analytes where sepa-
rated usinga ZORBAX ECLIPSE XDB-CN 4.6X75 mm, 3.5 um column, with a com-
position of formic acid 1% in acetonitrile: Ammonium acetate 10 mM in formic acid
1% (80:20 v/v) used as mobile phase, and analyzed by positive electrospray ionization
tandem mass spectrometry (Agilent HPLC- MS/MS Triple Quadrupole). Multiple
Reaction Monitoring (MRM) was used with the precursor to product ion transitions
of m/z 152.15110.0 (Paracetamol), 152.1>135.1 (Amandatine), 275.1-230.0 (Chlor-
pheniramine), 180.1+107.05 (Memantine) and 256.15167.05 (Diphenhydramine).
The method was linear in the range of 50.0-10000.0 ng/mL for paracetamol, 2.0-700.0
ng/mL for amantadine and 0.1-10.0 ng/mL for chlorpheniramine (r2> 0.99). Precision
was less than 15% (%CV') and accuracy was less than 15% (%RE) for the three ana-
lytes. The method was full validated according to the Mexican guidance NOM-177-
SSA1-2013 [2] and applied in a bioequivalence study of Paracetamol/Amantadine/
Chlorpheniramine followinga single oral dose of (300 mg/50 mg/3 mg) capsules in 20
healthy volunteers (COFEPRIS approved, 163300410B0447/2016).
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Therapeutic drug monitoring of levetiracetam in patients with epilepsy
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Therapeutic Drug Monitoring (TDM) of levetiracetam (LEV') allows to evaluate ther-
apeutic adherence and determine the impact of interchangeability of innovative LEV
by generic products, as it may result in loss of seizure control or pharmacological toxic-
ity. This is achieved through the plasma LEV quantification in patients with epilepsy
(PWE). The study was approved by the Hospital’s Research Ethics Committee (No.
86-16) and participants signed informed consent. Patients >18years were required to
be on stable dose treatment with immediate-release LEV for at least 1week, in mono-
therapy or polytherapy with another antiepileptics. From each patient, 1 to 4 samples of
blood were obtained at different times in the range from 0 to 12h post- dose. Samples
were analyzed by a validated HPLC-UV method. Innovative and generic products of
LEV available in the market were identified. LEV plasma concentrations of 110 PWE
were determined. Pharmacokinetic parameters Cmax=26.16pg/mL (500mg dose-nor-
malized) and Tmax=1.37h were calculated using non-compartmental analysis (NCA)
with WinNonlin® Professional Version 4.1. Median elimination half-time (t1/2)
was 5.81h (5.1 to 6.7h) for patients <60years and 8.97h (7.74 to 10.92h) for elderly
patients, which is greater due to age-associated decreased renal function. Results are
in accordance with previous reports [1]. Only 48.48% of the patients had plasma con-
centrations within the therapeutic range (6 to 46pg/mL), and 34.55% of patients may
require dose reduction, while 17.27% may need dose increase. We identified 18 generic
products and only 10% of the patients acquire the innovative product. No correlation
was found between reached Cmax and innovative or generic products administration.
TDM of LEV in PWE has been successfully implemented as a clinically useful tool to
protect patient’s quality of life.
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Strictly supervised shortened treatment (DOTs) for tuberculosis includes isoniazid
(INH), rifampicin (RIF), pyrazinamide and ethambutol. One strategy to improve the
response to treatment is the individualization of doses through the plasma monitor-
ing of antimicrobial concentrations. Prospective, analytical, observational and cross-
sectional study was approved by ethics committee, number 77-15. 43 patients with
TB under DOTs scheme were included. Samples of venous blood were taken at 2 and
4 hours post-dose. Genotyping analysis was carried out for NAT2 and MDRI genes;
anthropometric, clinical and medication data recorded. The quantification of RIF
and INH was made using a validated UPLC-MS/MS method. Genotyping of NAT2
showed 51.16% slow acetylators, 34.88% intermediate and 13.95% fast. The NAT2
rapid phenotype showed significant differences (p<0.05) with t,,, (2.72h), Cmax
(3.25pug/mL), ABCj. (11.45h*/g/mL), A (0.28h") and CL/F(26.23L/h) compared
to the slow acetylator, with t,/, (4.7h), Cmax (5.16 ug/ mL), AUC,. (22.35h*/g/mL),
A (0.16h") and CL/F (13.8L/h). The therapeutic interval reported for INH is 3-Sug/
mlL, therefore, 32.56% of patients were identified below and 32.56% above it.

The homozygous polymorphic TT patients of MDRI registered increased values of
Ka, Cmax and ABC, ., and lower t,, and Tmax compared to other genotypes. Among
wild subjects CC and heterozygous CT, significant differences were recorded in Ka,
ti2> Cmax, Tmax and ABC, .., respectively. Therapeutic range of rifampicin ranges
from 8-24ug/mL: 18.18% of patients were below and 81.81% had bactericidal con-
centrations.
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Methotrexate (MTX) is one of the most commonly prescribed drugs for the treatment
of theumatoid arthritis (RA). The therapeutic effects are due to intracellular transport
and its transformation to polyglutamates (MTX-PGs) [1]. The products of glutamma-
tion can be 2- 6 molecules of PGs; the prevalent type of PG species is PG3 associated
with the efficacy and PGS is associated with the presence of side effects.

Red blood samples were analyzed by UPLC-MS/MS using a HSS T3 column with a
mobile phase 10 mM ammonium bicarbonate (pH 7.5) and a flow rate of 0.3 mL/min.
The analysis consisted of simple sample preparation and run time of 8min. Detection
was done using a Waters Acquity UPLC with a Waters Quattro Premmier XE with
clectrospray ionization operating in the positive ionization mode.

The method was linear from 1.9-500nM for PG3 and 3.9-500nM for PG5 (R2 >0.99).
It is accurate, selective and precise (reproducibility and repeatability with a CV<15%)
complying with the provisions of NOM-177-SSA1-2013. Samples were stable for at
least 1 month at -80°C. Fifty-nine patient samples were analyzed obtaining average
concentrations of 20.53nM and 1.8nM of PG3 and PGS, respectively.

The developed of this method allows the quantification of MTX-PGs in red blood
cells, which can be applied in clinical studies such as pharmacokinetic evaluations or
therapeutic drug monitoring in patients with RA.
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Loperamide is a potent p-opioid receptor agonist with antidiarrheal action [1].
Reported analytical methods for plasma determination of loperamide are complex
or have poor sensitivity [2,3]. A method based on Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry (LC- MS/MS) has been developed and validated for the quantitative
determination of loperamide in human plasma. Ethyl acetate-hexane (80:20 v/v) was
used to extract loperamide and eletriptan (internal standard) from an alkalized plasma
sample. The LC separation was performed on an ACQUITY UPLC BEH HILIC
(3.0x75 mm, 1.7 um) column using formic acid 0.1% in methanol: formic acid 0.1 %
in water (60:40 v/v) as mobile phase, with a run time of 1.5 min at a constant flow
rate of 0.5 mL/min. The retention time of loperamide and eletriptan were 0.73 and
0.74 minutes, respectively. The MS/MS ion transition monitored (MRM) were m/z
477.345266.10 for loperamide and 383.22584.30 for eletriptan. The calibration curve
was linear through the range of 20 — 5 000 pg/mL (r= 0.999492). The within- and
between-day precisions were all below 8.9% (CV) and accuracies below 8.8% (RE).
The short term (24 h at room temperature) and long-term stability (15 days at freez-
ing) were demonstrated. The method also showed acceptable specificity, sensibility,
recovery (loperamida 83.8% and eletriptan 87.5%) and did not showed carry over or
matrix effect. A simple, fast, and sensitive LC-MS/MS method for the quantification
of loperamide in human plasma was validated according to Mexican regulation and
was succesfully used in a clinical study of pharmacokinetic bioequivalence [4].
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CYP2C19 genotypes presumably allow predicting the metabolizer phenotypes: poor
(PMs), extensive (EMs) and ultra-rapid (UMs). However, evidence from previous
studies regarding this predictive power is unclear, which is important because the ben-
efits expected by health care institutions and patients are supported on this premise
[1-10]. Therefore, we aimed to complete a formal evaluation of the diagnostic value
of the CYP2C19 and CYP3A44 genes to predict metabolizer phenotypes established
by omeprazole administration in 118 healthy children from Jalisco (West, Mexico).
The genotypes for CYP344*1B and CYP2C19*2, *3, *4, *S and *I17 alleles were deter-
mined. The CYP2C19 and CYP3A4 phenotypes were obtained after 20 mg omepra-
zole administration and HPLC quantification in plasma to estimate the Hydroxylation
index (HI= OME/HOME) and Sulfonation index (SI= OME/SOME), respectively.
The CYP2C19 and CYP3A44 genotype and phenotype distribution was similar to
previous studies in Mexico and Latin America. Although differences in the HI distri-
bution were observed between CYP2C19 genotypes, they showed a poor diagnostic
ability for predicting the CYP2C19 metabolizer phenotype. Similarly, the number of
CYP2C19 and CYP3A4 functional alleles was correlated to the HI distribution, but
also their diagnostic ability was poor to predict the CYP2C19 phenotype. In conclu-
sion the CYP2C19 phenotype is not predicted by the number of functional alleles of
the CYP2C19 and CYP3A44 genes. Phenotyping s still the most valuable alternative to
dose individualization for CYP2C19 substrate drugs.
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Copaifera langsdorffii is alarge tree popularly known as “copaiba” and distributed in many
Brazilian states [1]. This plant species leaf extracts and isolated compounds display gas-
troprotective and antilithiatic activities. In previous works, C. langsdor{fii extract dem-
onstrated to be potent on the treatment and prevention of kidney stones in rats [2,3]. In
order to investigate the influence of this species against urolithiasis, it was observed that
polar fractions were more active and 55”-di- O-methyl-3,4-di-O-galloylquinic acid
was isolated and studied pharmacokineticaly. Therefore, the aims of this study were to
determine plasmatic and kidney concentrations of this galloylquinic acid and modeling
the results obtained. Three groups of five healthy male Wistar rats (Ethics Comittee of
Federal University of Rio Grande do Sul number 29547) were anesthetized and blood
samples were collected at 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 and 120 min. after i.v. administra-
tion of 1.0 mg/kg, 1.5 mg/kg and 2.0 mg/kg of galloylquinic acid. A tissue distribution

assay was also performed, in which three animal per time had blood and kidney
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collected at 5, 15, 45, 60, 90, 120 and 180 min. after iv. administration of 1.0 mg/kg
of galloylquinic acid. The pharmacokinetic parameters were analyzed using Phoenix®
for non-compartmental analysis and Scientist for two-compartmental analysis with
Michaelis-Menten elimination. The AUC,,,¢ values were 113.14£26.0 vs 103.8423.9;
289.7+81.7 vs 386.1+151.0; 386.1+£151.0 vs 363.6+142.3 (ng*h/mL), respectively for
non- compartmental and compartmental analyses of 1.0; 1.5 and 2.0 mg/mL. With
regard to the kidney parameters, it was found an AUC,, of 1.24 pug*h/mL, resulting in
a tissue/plasma ratio of 12.4. In conclusion, it was demonstrated that this galloylquinic
acid has a nonlinear profile, being described better with Michaelis-Menten elimination.
It has also afhinity to kidneys, where a high concentration was found.

Keywords: Copaifera langsdorffii, urolithiasis, galloylquinic acid, pharmacokinetic,
modeling.
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Acetaminophen (APAP) represent a worldwide health problem due to the risk of mor-
bidity and mortality by its misuse [1,2]. Overdoses of acetaminophen induce acute liver
injury caused by an electrophilic metabolite [3]. Plant-based medicine has been used
for centuries against human diseases due to presence of biocomponents with pharma-
cological activities [4]. The aim of this study was to identify the main component and
to evaluate the therapeutic effect of two purple cactus fruits against acetaminophen-
induced hepatotoxicity. Juices were obtained by peeling and squeezing each type of
cactus fruit, then lyophilized, stored, and characterized. Male Wistar rats were used to
evaluate the effect of the treatments (800 mg/kg, p.o.) used 0.5 h after acetaminophen-
induced acute liver injury (500 mg/kg, 7.p.). Biochemical and molecular (qQPCR) tests
were analyzed after 6 h, and histological testsafter 24 h of APAP intoxication. Results
showed that betacyanin pigments are the main components in the analyzed Opun-
tia fruits. Treatments were effective by modulating the main biochemical (ALT, AST,
LDH, ALP, GSH, and MDA) and molecular (Mn-SOD,HO- 1, GCL, and Gadd45p)
markers of liver damage, both iz vivo and in vitro. The histological and cell culture
tests showed a reduction of cell death and swelling of the hepatocytes exposed to acet-
aminophen and treated with Opuntia fruit juices. The presence of betalains, specifi-
cally betacyanins, in Opuntia robusta and Opuntia streptacantha might be the cause of
the improvement of the liver function due to their capacity to inactivate free radicals
[5] and modulate molecular responses of detoxification [6] and survival [7] after the
acetaminophen intoxication. Results suggest that betacyanins in Opuntia robusta and
Opuntia streptacantha fruits might be used as an alternative treatment against APAP-
induced acute liver damage although further studies to determine their bioavailability
and therapeutic dosage of the isolated compound are needed to confirm this.

Abbreviations: APAP: acetaminophen; ALT: alanine aminotransferase; AST: aspar-
tate aminotransferase; LDH: lactate dehydrogenase; ALP: alkaline phosphatase;
GSH: glutathione; MDA: malondialdehyde; Mn-SOD: manganese-superoxide dis-
mutase; HO-1: heme-oxygenase 1; GCL: glutamate-cysteine ligase; Gadd450: growth
arrest and DNA damage-inducible beta.
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Pharmacokinetic model of lamotrigine in Mexican children with epilepsy
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Epilepsy is a complex discase that requires a fast, precise and efficient treatment to
avoid severe consequences in patients’ life. 1 Lamotrig[ine is one of the main drugs
used in the pharmacologic management of the disease, unfortunately, great vari-
ability in the therapeutic outcomes has been demonstrated when Lamotrigine is pre-
scribed.l™) To explain the pharmacokinetics variability of Lamotrigine we decided to
approach through a pharmacokinetic model. Children were invited to the study if they
had epilepsy diagnosis and used lamotrigine (from any manufacturer). Blood samples
were taken at 6 different times: 0 hours, before the drug was administered, and after
that at 1, 2, 4, 6 and 12 hours. We recruited a total of 16 patients and obtained 89
observations.

Using Phoenix NLME 8.0 and the first-order conditional estimation extended least
squares (FOCE ELS) algorithm we were able to test several structural pharmacokinetic
models, and a one- compartment, first order absorption model was selected. In regard
to the structural model we obtained the following parameters: Ka 5.30 £0.03 (h), V
113.17£2,12 (L) and C1 0.94 £ 0.07 (L/h). After covariate assessment was performed
we found that concomitance with Valﬁ)roate impacts significantly over clearance, as

well as UGT2B7 polymorphisms. [6:7

The largest variability in the structural model was in CL which improved in the full
model, Ka is now the one with the largest variability, this may be associated with phar-
maceutical quality issues found by our group.

The values obtained are:

stparm(Ka = 5.60283 * exp(4.6132923))

stparm(V = 112.226 * exp(0.0028306517))

stparm(Cl = 0.94859 * exp(-0.800187*(Val==1)) * exp(-0.457226*(UGT2B7==1)) ) *
exp(0.10728873))

221



Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 48(1), 301-329, 2019 www.farmacia.unal.edn.co

This model will be enriched with extra monitoring points over time, hence, the model is

still subject to refinement. The second phase will be an external validation at hospital to

improve drug clinical outcomes and reduce adverse effects frequency.
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Effect of olanzapine on indicators of oxidative stress of people with schizophrenia

Claudia Verdnica Palacios Magana', Elba Margarita Romero Tejeda', Itzel de Jestis Alvarez Diaz?,
Maria Veronica Mireles Garcia®, Carolina Gonzalez Gonzéalez*, Fermin Paul Pacheco Moisés'

'Centro Universitario de Ciencias Exactas ¢ Ingenierfas, Universidad de Guadalajara.
Laboratorios Maver.

3Iberoil, De la R Asesoria en Servicios & Laboratorios, S.A. de C.V.

“Grupo Biotecap S.A. de C.V.

Oxidative stress plays a fundamental role in the pathophysiology of schizophrenia [1-2].
The main objective of this work is to investigate the association of oxidative stress mark-
ers with plasma levels of olanzapine in Mexican patients diagnosed with schizophrenia.
For this purpose, an analytical method using ultra-high pressure liquid chromatography
with diode array detector (UHPLC-DAD) was developed in order to quantify plasma
olanzapine. The plasma levels of oxidative stress markers (nitric oxide catabolites, pro-
tein carbonyls and catalase activity) were quantified using standard spectrophotometric
methods. Blood samples were obtained from patients diagnosed with schizophrenia and
healthy control subjects non-treated with olanzapine. The study was approved by the
Jalisco’s Institute of Mental Health. The sensitivity of the developed system is 1.2 ng/
mL of olanzapine in plasma. The precision (%CV) of the chromatographic system was
< 2.0%. The clinical characteristics of healthy controls and patients with schizophrenia
were similar (P=0.6203). In patients with treatment, no correlation was found between
plasma levels of olanzapine and pharmacological dose (R2=1.32%). Compared to non-
medicated controls, an increase in nitrite-nitrate levels was found in patients after one
month of olanzapine treatment and with a decrease in psychotic symptoms (P=0037).
Basal levels of protein carbonyls were significantly higher and they tend to decrease after
amonth of treatment with olanzapine (P=0.0016). Catalase activity increased after one
month of treatment with olanzapine (P=0.0005). In patients there is a direct relation-
ship between the plasma concentration of olanzapine and the plasma levels of nitrites-
nitrates. No associations were detected between catalase activity and protein carbonyls
levels with plasma levels of olanzapine.
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Pharmacokinetic evaluation of lyophilized kit formulations for the radiolabeling of
monoclonal antibodies as theranostic tools in nuclear medicine applications
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3General Director.
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Antibodies directed to tumor-associated antigens allow us the development of ther-
apies against specific molecular targets improving treatment efficacy, while systemic
toxicity is reduced. N-glycosilated ganglyosides are not common in human normal
tissues, they are just expressed in some tumor cells. On the other hand, EGF receptor
is overexpressed in tumors of ectodermal origin, which constitutes almost 80% of all
malignancies. Thus, both receptors are a very interesting targets for the immunother-
apy. Monoclonal antibodies labeled with 99mTc, directed against EGF receptor and
N-glycosilated ganglyosides, can be used as theranostic tools, for the selection of patients
with an overexpression of such molecular targets, the follow-up, and assessment of clin-
ical efhicacy of the immunotherapy with monoclonal antibodies. In the present work,
we describe the radiolabeling procedure of monoclonal antibodies 14F7h (directed to
N- glycosylated ganglioside) and nimotuzumab directed againt EGF receptor as well as
the development of a kit formulation. In order to compare i vivo behavior of Mabs in
lyophilized formulation in comparison with traditional dissolution technique a phar-
macokinetic study in tumor murine models were performed fallowing a sparse data
experimental design solved by means of non- lineal mixed effect model approach using
Monolix. In vivo images were also obtained using a planar gamma camera. Lyophilized
formulation allowed the preparation of radiolabeled Mabs with a high radiochemical
purity and with no modification of pharmacokinetic behavior and target tissue uptake.
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Pharmacokinetics and pharmacogenetics of metformine in patients with type 2 diabetes
mellitus
Miriam Nayeli Morales Barragan', Jaime Guillermo Rodriguez Rivera?, Maria Angélica Aguilar
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Moreno!

"Laboratorio de Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de San Luis
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Metformin is the first line pharmacological treatment for glycemic control in patients
with Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) . However, it is estimated that about 30% of
patients do not respond adequately to the treatment that may be related to the high
inter-individual variability in the kinetic behavior of this drug ). The aim of this study
was to develop a population-based mixed effects pharmacokinetic model to evaluate
the influence of genetic, anthropometric, pathophysiological, clinical and comedic fac-
tors on the kinetics of metformin in DM2 patients.

The study was approved by Research Ethics Committee and the Research Committee
of the Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (registration number 40-15) and
under the knowledge of the Committee on Ethics in Research and Teaching of the Fac-
ulty of Chemical Sciences (code of registration: CEID2015055-S). A total of 70 adult
patients with DM2 from the Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” under
chronic treatment with metformin were included.

The influence of anthropometric, clinical and comedication characteristics of the
patients, as well as the presence of genetic polymorphisms OCT2-808 G>T(rs316019),
OCT1 1260GAT>(rs72552763) and PMAT883-522 A>G(rs2685753) on the phar-
macokinetic behavior of metformin was evaluated through NONMEM software (v7.3)
using one- compartment open model with first-order absorption and elimination.

Plasmatic metformin concentrations at the steady state were determined by HPLC.
The final population pharmacokinetic model obtained, was: Clearance (CL)
=15.9+0.308*CLcr for patients with creatinine clearance (CLcr) less than 120 mL/
min and CL=49.3 L/h in patients with CLecr equal to or greater than 120 mL/min.
Metformin CL increases 22% in patients with the OCT1-1260 allele, while concomi-
tant administration of clopidogrel decreases metformin CL by 43%. Volume of distri-
bution is described by the following expression:V=4.37*Total body weight. Internal
validation was performed by bootstrapping, showing the accuracy and the stability of
the final modeldeveloped.
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Understanding the impact of enteric reabsorption on drug pharmacokinetics T2

Manuel Ibarra, Pietro Fagiolino

Department of Pharmaceutical Sciences, School of Chemistry. Universidad de la Reptiblica, Center
of Bioavailability and Bioequivalence for Medicine Evaluation (CEBIOBE)

Enteric reabsorption occurs when a fraction of drug transferred from the arterial blood-
stream to the gastrointestinal tract is subsequently reabsorbed back into the systemic
circulation. When present as a discontinuous process, it can cause secondary or mul-
tiple peaks in the plasma-concentration-time profile. The most studied process of this
kind is referred to as enterohepatic cycling (EHC), i.e. through hepatobiliary secre-
tion. Many drugs and endogenous compounds are known to undergo EHC [1]. How-
ever, this is not an exclusive pathway: multiple-peak phenomena have been observed
after intravenous administration of drugs of negligible bile secretion. Gastric secretion
and enteral reabsorption has been observed for several basic drugs [2]. Drug reabsorp-
tion has always been a pharmacokinetic challenge, both in modeling as in the interpre-
tation of its impact on drug bioavailability and disposition, which currently remains
unclear. In this work, by using a semi-mechanistic pharmacokinetic model, we evalu-
ate the impact of enteric reabsorption and assess different models through simulation
and sensitivity analysis using the package mIxR (Lixoft®, France) at the R environment
for statistical computing (R-project.org). Importantly, in order to fully represent the
competition between hepatobiliary secretions and hepatic metabolism, the liver was
represented as a peripheral compartment. Under the model stablished, equations were
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deducted for systemic clearance and oral bioavailability. As expected, results showed
that the reabsorbed fraction is positively correlated with the volume of distribution
and drug half-life. Moreover, for EHC, we found that given the interplay between hep-
atobiliary secretion and hepatic drug metabolism: (i) a negative correlation is foreseen
between the reabsorbed fraction and hepatic clearance, and (ii) oral bioavailability of
drugs with high hepatic extraction and low gut-wall metabolism can result increased
by a higher EHC magnitude. Simulations agreed with developed equations. In conclu-
sion, drug reabsorption can have a significant impact on systemic exposition.
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Development and characterization of metformin-loaded plga nanoparticles

D. Lopera, M Pecchio
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Metformin is the drug of first choice in the treatment of type II diabetes. However, in
order to maintain effective concentrations of metformin in plasma, the administration
of repeated doses is necessary, thus increasing the incidence of its adverse effects, mainly
gastrointestinal. The new drug delivery systems in nanoparticles have been shown tobe
able to increase the biological activity of different drugs, modulate their release and
reduce their adverse effects. Therefore, applying this new technology in the admin-
istration of drugs such as metformin improve therapeutic profile. The objective of this
work was the development of metformin-loaded PLGA nanoparticles loaded in order
to obtain a formulation with a particle size smaller than 300 nm, in a homogeneous
system for oral administration and controlled release profile.

In the present work, three metformin formulations were prepared following the desol-
vation method. To characterize the formulations, the following parameters were deter-
mined: size, polydispersity index, surface charge and encapsulation efficiency. Also in
vitro release profile of the drug from the nanoparticles was determined.

We obtained nanoparticles sizes between 211 to 226 nm. The polydispersity index was
lower than 0.3 in all prepared formulations, which indicates that there isahomogencous
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population of nanoparticles. On the other hand, the surface charge of the formulations
is similar in all of them and they do not change when the drug is incorporated into the
nanoparticles, preserving the stability of the system. Metformin showed a controlled
release from the PLGA nanoparticles. Our results suggest that PLGA nanoparticle
could be promising for the oral administration of metformin. In addition, the PLGA
nanoparticles prepared by the desolvation method can be used as vehicles for other
drugs with short elimination half-lives.

Key words: Metformin, PLGA nanoparticles, drug delivery systems, desolvation.

Covariates affecting phenobarbital pharmacokinetic parameters in dogs
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Phenobarbital is an effective antiepileptic drug, both for human and canine epilepsy.
Due to its narrow therapeutic index, its plasma concentrations must be monitored to
improve the anticonvulsant therapy with this drug. In this work we investigate the
covariates that affect its pharmacokinetic parameters in dogs. Sixty-six predose plasma
samples of dogs under treatment with phenobarbital were analyzed at steady state. The
impact of age, sex, body weight (WT) and total daily dose (TDD) on the apparent
clearance (CL/F) and apparent volume of distribution (Vd/F) were analyzed using
Monolix® software (Suite 2018R1, Lixoft S.A.S). A mononcompartmental model was
chosen, the absorption constant and the volume of distribution were fixed at 1.3 h-1
and 20 L respectively based on bibliographic information. Age, WT and TDD were
found to significantly affect CL/F of phenobarbital, p<0.01, p<0,0001, and p<0.0001

respectively.

Equations that best describes clearance was:

CL = CLpop(W'T/21)A(5_WT,CL)*(TDD/140)A(5_TDD)*(AGE/5)A(8_AGE).
Vd was added with the effect of WT as V=Vpop(WT/21).

Being 21 the average WT in kg, 140 the TDD administered expressed in mg, and 5
the average age in years of the studied population. Typical parameters estimates were:
Clpop= 0.218 L/h, § = 0.430, p_TDD = 0.490, p_AGE = -0.169, and B_WTV =
0.542.
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Results showed an increase of clearance with body weight and the total dose admin-
istered, confirming the autoinductive capacity of phenobarbital on its elimination
rate. On the other hand, there was a decrease of clearance with age, probably due to the
decrease in renal function observed in this species in the elderly, since renal excretion
represents about 30% of the total clearance of phenobarbital in dogs.
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Ivermectin is widely used drug in the treatment of parasitic disease caused by ticks
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. However, there are numerous reports of resis-
tant populations, so its association with Fluazuron (an acarine growth inhibitor) is a
possible strategy, to increase the efhicacy of treatments, and to avoid the appearance of
resistance to fluazuron, the only drug that in Uruguay does not has reported cases
of resistance.

A bioequivalence study was conducted to evaluate the product in pre-formulation
phase containing the combination ivermectin/fluazuron, by subcutaneous route, by
comparison with a reference product.

Twenty-four male calves weighting between 209 and 234 kg were selected and ran-
domly assigned to Test or Reference group. Each group received 0.2 pg/kg of Ivermectin
and 2.5 mg/kg of Fluazuron. Blood samples (10 mL) were collected from the jugular
vein in heparinized tubes prior to dose and at 6,24, 72, 96,216, 312, 648 and 816hours
post-dose. Pharmacokinetic analysis was performed for Ivermectin using Monolix®
software (Suite 2018R 1, Lixoft S.A.S). Structural and statistical models were evaluated
with basic goodness of fit plots and metrics and visual predictive checks

The final model included two compartments with a transit compartment absorp-
tion model and first linear elimination. Typical parameter estimates were: ker: 0.0415
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h-1, Mtt: 19.1h for reference product and 30.1h for Test product, CL/F= 6.5 L/h,
V1=1130L, V2=566 L and Q=2.22 L/h

Mean transit time product was significantly higher for Test product (p<0.001). This
model is expected to be useful for PKPD analysis on cattle populations infected with ticks

Therapeutic drug monitoring of vancomycin in patientsof intensive care unitof
theinstituto nacionalde neurologia y neurocirugia

Francisca Palomares-Alonso!, Jos¢ Luis Soto Herndndez!, Nelly Castro? Dinora F Gonzélez
Esquivel?, Helgi Jung"*

'Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugfa “Manuel Velasco Sudrez”, Cd. de México. 14269,
México.

*Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior S/N,
Coyoacan, Cd. Universitaria, Cd. de México, 04510, México.

The consensus guidelines on TDM of vancomycin suggest the use of trough concen-
trations to dose patients, considering that AUC/MIC ratio (area under the concen-
tration—time curve to minimum inhibitory concentration) is related with efficacy.
Specifically, AUC/MIC ratio > 400 is the suggested target. In order to examine the
variability and utility of serum trough concentrations of vancomycin in patients with
brain injury, we collected a data set to determine the AUC/MIC ratio and to identify
the influencing factors on trough vancomycin concentrations.

Data were collected retrospectively over a three years period from ICU patients of
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, receiving vancomycin in a dose range
from 1.5 to 3.0 g/day. Data from 23 patients with a median age of 42.75 years (range
14 to 76), a median body mass index of 25 kg/m2 (18 to 34 kg/m2). All studies were
approved by the institutional review Board (56/09). Predictive performance using a
Bayesian PK method to estimate the 24-h vancomycin AUC was applied.

The vancomycin trough concentration variability was significative among patient sam-
ples. Only 17.49% of ICU patients met the concentration target of 15-20 mg/] while
65.21% showed subtherapeutic concentrations and 13.0% of them showed suprathera-
peutic concentrations (>20 mg/l). Only 40 % of patients showed an AUC/MIC ratio
above 400. In 90 % of patients with MIC of 2 mg/L or greater was observed an AUC/
MIC ratio < 400.

Further prospective studies are needed to evaluate the AUC monitoring in clinical
practice in patients with brain injury. The concentrations and patients data, analyzed
with software programs could increase the accuracy in vancomycin dosing.
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Influence of experimental chronic Trypanosoma cruzi infection in the benznidazole
pharmacokinetics in mice
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Trypanosoma cruzi infection leads to increased circulating levels of inflammatory cyto-
kines network (1). Expression and/or activity of drug transporters are regulated by
cytokines (2). Benznidazole (BNZ), the most commonly drug for treating Chagas
disease, exhibits high variability in its efficacy and toxicity, especially in the chronic
phase of disease. BNZ is considered a substrate and inducer of P-glycoprotein efflux
transporter (3). To date, scarce information about the mechanisms of variability in the
BNZ pharmacokinetics are available (4). This study aimed to evaluate the influence of
experimental chronic Trypanosoma cruzi infection in the BNZ pharmacokinetics in
mice. Eighty female Swiss mice (n= 40 animals chronically infected with Berenice-78
strain of Trypanosoma cruzi and 40 healthy animals) received a single oral dose of BNZ

100 mg/Kg. Serial blood samples were collected for 6h after BNZ administration
(CEUA/UFOP n° 2016/58). BNZ serum concentrations were measured using
HPLC- DAD. The software Phoenix® version 7.0 was used to perform pharmacoki-
netics analysis and software R version 3.1.2 was used for statistics. A one-compartment
model with first-order absorption and linear elimination best described the BNZ
pharmacokinetics in both infected and healthy mice. The chronic Trypanosoma cruzi
infection increased the K, (3.92 vs 1.82 h''), Vd/F (0.089 v5 0.036 L) and CL/F (0.030
vs 0.011 L/h), and decreased both T, (0.67 vs 1.17 h) and t,),, (0.18 v5s 0.38 h) as
compared to healthy mice (p< 0.05). This is the first scientific evidence of the murine
experimental Chagas disease influence the BNZ pharmacokinetics, probably by P- gly-

coprotein inhibition.

Supported by CNPq, Capes, FAPEMIG, PROPP/UFOP.
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Dog model predict the benznidazole pharmacokinetics in clinical trials
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There is a translational challenge and a need for standardization of animal models in
Chagas discase (CD) drug discovery. The dog has been considered a suitable model to
study both CD immunopathology and treatment efficacy (1). Benznidazole (BNZ) is
the model drug that the new drugs candidates should be compared in CD drug screen-
ing (2). This study aimed to compare the BNZ pharmacokinetic profile in eight healthy
undefined breed dogs (CEUA/UFOP: 2016/37) with our previously published study
in eight healthy adult volunteers (EudraCT 2013-003381-14) (3). After single oral
dose of BNZ 100 mg administration, blood collection was performed at intervals up
to 48h for dogs and 72h for humans. The dog samples were analyzed by HPLC-DAD
and human samples by UPLC-MS/MS. The pharmacokinetic analysis was performed
using software Phoenix® version 7.0. In both dogs and humans, the one-compartment
model with first-order absorption and linear elimination best described the BNZ phar-
macokinetics. Similar K, (0.90 vs 1.16 h!), T, (3.77 vs 3.50 h), Vd/F (0.50 vs 0.49
L/Kg), CL/F (0.04 vs 0.03 L/h/Kg), t,/5q (9.10 s 12.1 h) and K, (0.08 vs5 0.06 h")
were observed in dogs and humans, respectively. Our results showed remarkable con-
sistency in the pharmacokinetics profiles with good absorption, high distribution and
moderately slow elimination between dogs and humans. Therefore, it’s possible BNZ
pharmacokinetic translation from dog model to clinical trials.

Supported by CNPq, Capes, FAPEMIG, PROPP/UFOP.
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Predictive performance of a vancomycin population pharmacokinetic model in Mexican
patients
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Population pharmacokinetics is a useful approach that takes into account inter- and
intra- individual variability to individualize the drug therapy, however in view of the
complex statistical methodology involved in the use of such models, model evaluation
isan important issue. The aim was to externally evaluate the predictive performance and
generalizability of a previously published population model of vancomycin. Indeed, a
published vancomycin population pharmacokinetic model [1] was implemented in
NONMEM 7.4. The external validation cohort consisted of adult patients receiving
vancomycin from a clinical, prospective, descriptive and observational study carried
out during 6 months. The model was used to predict peak and trough concentration
for each patient. To explain the variability of the prediction, population was divided
into groups, of each one, mean prediction error (m¢), the root mean squared predic-
tion error (rmse) and the standardized mean prediction error (SMPEj) were calculated.
Also, a VPC analysis was performed and pharmacokinetic parameters were compared.
As results the 7e method show a small value with a width range of variability, but
SMPE]j method that takes in count the data type, showed a better predictability of the
model, supported by de VPC analysis. Finally, this model could make accurately pre-
diction of vancomycin trough concentrations of patients with non-severe infections
and provides evidence to demonstrate predictive performance and generalizability of
the model to be used in therapeutic monitoring of vancomycin patients.

Ethical approve: ethics and research committee of the “Hospital Central Dr. Ignacio
Morones Prieto” Register: 53-12

Financial Support: this work was supported by the Fondo Mixto (FOMIX) of the
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), under project number
FMSLP-2014-02-250277. Rosa M. Martinez-Medina received a CONACyT fellows-
hip with number 389437.
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