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M EpiTorIALEEE

1 31 de julio de 1957 un grupo de estu-

diantes de la Facultad de Farmacia de la

Universidad Central de Venezuela, prest6
juramento ante las maximas autoridades de la ins-
titucion al recibir de manos del senor Rector el
titulo de Doctor en Farmacia. La mayoria de ellos
viven aun, otros desafortunadamente abandona-
ron la vida sin terminar el cumplimiento de sus
tareas profesionales y deberes ciudadanos de
acuerdo con las observancias establecidas. Al res-
pecto no he dejado de recordar a mis compane-
ros, rogando por su descanso eterno y sintiendo el
vacio que han dejado algunos de ellos, sobre todo
por la estrecha amistad conformada en una larga
etapa de confraternidad estudiantil y profesional.

Resaltar la importancia de esta promocion que
escogi6 el nombre del Dr. Rafael A. Martinez para
su padrinazgo es algo dificil para un integrante de
la misma; sin embargo, me atrevo a resaltar algu-
nos hechos, sin alterar en lo minimo su verdad
historica.

Comenzamos nuestros estudios de Pregrado
en una vieja casona de San Martin en septiembre
del ano 1953. Alli se iniciaron nuestros esfuerzos,
sacrificios, angustias y alegrias en un ambiente
familiar y austero por imposicion de nuestros
profesores, que desde el primer momento demos-
traron competencia docente y carino por la pro-
fesiéon; algo que nosotros logramos captar para
los anos futuros de la carrera y posterior desem -
peno profesional.

Nos mudaron a la Ciudad Universitaria, ocu-
pando un area de la Facultad de Ingenieria y alli
terminamos nuestros estudios de pregrado.

Durante los tres anos de permanencia pudi-
mos apreciar los efectos contraproducentes de
una dictadura militar que restringia la libre difu-
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Hace Cincuenta anos

sion del pensamiento y la manifestacion personal
y democratica de la comunidad universitaria que
pugnaba por obtener las libertades plenas para la
formacion integral de los futuros profesionales.

En estas condiciones egresamos con mucha fe
en nuestro futuro, cargados de ambiciones y los
mejores anhelos, con la mirada hacia un ancho y
provisor horizonte.

Cada uno pas6 a sus ocupaciones profesiona-
les con las responsabilidades establecidas segun
su area de trabajo. Con el correr del tiempo mu-
chos ocuparon cargos de gran significaciéon en lo
docente-académico-profesional y gremial.

De este grupo, catorce pasaron a formar parte
de la docencia universitaria, hoy dia todos jubi-
lados, y la mayoria con el maximo lugar de es-
calafén y dedicacion exclusiva. Uno de ellos fue
Vicerrector Académico, tres fueron Decanos de
nuestra Facultad, uno fue Presidente de la Asocia-
cion de Profesores, dos fueron Presidentes de la
Federacion Farmacéutica, dos fueron Presidentes
de Colfar Distrito Federal, tres fueron Gerentes de
Plantas Farmacéuticas, uno es propietario de un
conocido Laboratorio Nacional, uno fue candidato
a ocupar puesto de Autoridad superior en la UCV,
uno fue Presidente del Instituto Nacional de Higie-
ne “Rafael Rangel” y todos los demas han tenido
una trayectoria ejemplar desde el punto de vista
profesional, demostrando un gran amor por la far-
macia y un gran respeto hacia nuestros profesores
y agradecimiento a la institucién que nos sirvio de
albergue para el aprendizaje y formacion profesio-
nal y ciudadana.

Tuvimos la suerte en la eleccion de nuestro pa-
drino, Dr. Rafael Angel Martinez, ex decano de la
Facultad, por la cual hizo lo que tuvo a su alcance
por lograr, como asi lo deseaba, hacer de ella la



EDITORIAL

mejor de América Latina. Fue elegido padrino por
sus dotes de ciudadano ejemplar, por su discipli-
na en el trabajo, por su constancia, por sus cono-
cimientos, por el respeto que infundia dentro de la
comunidad universitaria, por su labor gremial, por
la excelencia de su ensenanza, por el amor que
profeso a la farmacia, porque dentro de su proce-
der austero guardaba las maravillosas virtudes de
bondad y confraternidad.

En esta fecha aniversaria lo recordamos con
inmenso carino, sintiendo su ausencia material
porque siempre estuvo al lado de sus ahijados,
atento a mantener lazos de confraternidad como
principio fundamental para preservar la unidad en
grupos con un quehacer comun.

Luego de cincuenta anos veo con cierta preo-
cupacion y tristeza que los tiempos han cambiado
y la conducta de los jévenes estudiantes y profe-
sionales, en el sentido de poner en practica los
sucesos buenos del pasado, la participacion acti-
va en la gestion gremial, el conocimiento de lo
util que ha sido nuestra profesion para la humani-
dad a través del tiempo y el desempeno profesio-
nal deontologico, particularmente en una época
que ofrece una de las fases mas contradictorias de
la vida, como es el interés del hombre a escudri-
nar los confines del espacio sideral, y su descenso
a los mas bajos niveles de la moral y la ética.
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Por otra parte, la Facultad, apéndice de nuestra
ilustre y grande casa de estudios, se mantiene en
pie, enfrentada a los viles arponazos del antiuni-
versitario, que una vez mas acecha con poder
pero sin razoén, la elocuente historia de proposi-
tos, la dedicacion y el talento de un selecto grupo
gremial, heredero en gran parte de la formaciéon y
trayectoria de elevada significacion profesional,
moldeadores del mejor perfil farmacéutico.

Las anécdotas, sucesos y acontecimientos en
54 anos de vida estudiantil y profesional llenan
numerosas paginas, pero no es mi interés desme-
nuzar el arsenal historico de nuestro acontecer;
mas importante, por ahora, es exteriorizar el orgu-
llo de ser farmacéutico egresado de la Universidad
Central de Venezuela, tener la seguridad de haber
cumplido una labor de utilidad social, mantener el
respeto y admiracion hacia mis profesores, defen-
der mi profesion de los ataques arteros de mer-
cantilistas transgresores de la ley, propender a la
confraternidad con mis companeros de curso,
recordar con nostalgia y carino a los fallecidos y
dar gracias al Senor por haberme concedido la
dicha de la vida con su larga expectativa.

Luis Jost VERA



Inmunolocalizacion del Receptor de Proliferacion
de Peroxisomas Activados subtipo-y (PPAR-y) en
la corteza cerebral de pacientes con diagndstico

de la enfermedad de Alzheimer (AD)

C.A. AYALA-GROSSO!, S.F. CROCKER?, R. LESLIE3, G.S. ROBERTSON?

Resumen

El receptor nuclear de proliferacion de peroxisomas activados (PPAR-y) se ha asociado al control de la diferenciacion
de los adipositos, la inflamacion, la muerte celular programada y la sensibilidad a la insulina. En este trabajo,
mediante el uso de un anticuerpo que reconoce al receptor nuclear de proliferacién de peroxisomas activados, se
ha establecido su distribucién y se ha estimado la densidad relativa de las células inmunopositivas en secciones de
la corteza cerebral de individuos control y de sujetos con diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer (EA). La in-
munorreactividad del PPAR-y se observé en neuronas de la corteza cerebral y en astrocitos distribuidos de manera
heterogénea en las laminas de laI ala V de la corteza cerebral. La densidad relativa de neuronas y astrocitos inmu-
nopositivos fue significativamente mayor respecto al control en el giro frontal inferior y temporal superior de indivi-
duos con diagnéstico de enfermedad de Alzheimer. Las células inmunopositivas para la proteina acidica fibrilar glial
se observaron organizadas en «coronas», clasicamente descritas rodeando las placas neuriticas. El incremento de la
expresion del receptor de PPAR-y podria indicar una respuesta citoprotectora de las células a la inflamacion y defi-
ciencia del metabolismo de la glucosa al reto promovido por la acumulacion del péptido 3-amiloide en la patologia
de la enfermedad de Alzheimer.

Palabras clave: neurodegeneracién, inflamacion, 3-amiloide, demencia senil, receptor nuclear de proliferacién de
peroxisomas activados, enfermedad de Alzheimer.

Abstract

Nuclear peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARy) signaling has been implicated in the control of adipocy-
te differentiation, inflammation, programmed cell death, and insulin sensitivity. Using an antibody which selectively
recognizes human PPARy, we have compared its distribution and the number of cells that display PPARy immunoreac-
tivity in cortical brain sections from patients diagnosed with Alzheimers disease (AD) and age-matched controls.
PPARy immunoreactivity was observed in both cortical neurons and astrocytes (glial fibrillary acidic protein (GFAP)
immunopositive cells) distributed sparsely throughout laminae I to V of AD and age-matched control brains. The num-
bers of PPARy immunopositive neurons and astrocytes were significantly greater in the inferior frontal and temporal
agyri of AD patients compared to age-matched controls. Within the brains of AD patients, there were more PPARy
immunopositive cells in the superior temporal cortex relative to the inferior frontal aspect of the neocortex. GFAP-
positive cells were organized in classically described «crowns» of astroglial cells surrounding neuritic plaques. Given
that PPARy agonists improve insulin sensitivity and decrease immune cell activity; these results suggest that elevated
PPARy immunoreactivity may reflect an attempt of the astrocytes and neurons to compensate the disturbances in cen-
tral glucose metabolism and to reduce inflammatory processes associated with AD.

Key words: neurodegeneration, imflamation, 3-amyloid, senile dementia, nuclear peroxisome proliferator-activated
receptor-y, Alzheimers disease.
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INMUNOLOCALIZACION DEL RECEPTOR DE PROLIFERACION DE PEROXISOMAS ACTIVADOS SUBTIPO-y (PPAR-y) EN LA CORTEZA CEREBRAL DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Introduccion

El receptor nuclear de proliferacion de los peroxi-
somas activados, subtipo y (PPARy), representa una
blanco comun en las vias de senalizacién asociadas
a la reproduccion, el metabolismo, el desarrollo (Ba-
rak y col., 1999) y la respuesta inmune (Ricote y col.,
1999; Jiang y col., 1999; Cunard y col., 2002; Day-
nes y col., 2002). Pertenece a la superfamilia de los
receptores nucleares, que son proteinas con capaci-
dad de enlazamiento al acido desoxirribonucléico
(ADN), estructuralmente relacionadas con la familia
de los receptores de esteroides, glucorticoides, mi-
neralocorticoides, receptores de la vitamina D y del
acido retinoico (Kielian y Drew, 2003). Su funcién en
la modulacioén de la transcripcién de genes involu-
crados en la homeostasis de la glucosa y los lipidos,
lo promueve como un elemento crucial en la expre-
sion de ciertas disfunciones metabdlicas como la
obesidad (Evans y col., 2004).

La modulacién de la expresion de las diversas
respuestas fisiolégicas mediante la activacion de los
receptores PPARy involucra una interacciéon compleja
que implica, ya sea la formacién de heterodimeros
con el receptor de acido retinoico (Tugwood y col.,
1992), la regulacion de la transcripcion de elemen-
tos promotores secuencia-especificos denominados
«elementos de respuesta del proliferador de pero-
Xxisomas» (Sastre y col., 2006), asi como la inhibi-
cion de la expresion de los genes involucrados en la
respuesta inmune por un mecanismo no completa-
mente dilucidado, denominado «transrrepresiéon de-
pendiente de receptor» (Kerppola y col., 1993; Liy
col., 2000; Kielian y Drew, 2003). La existencia de
estos mecanismos sugiere que la funciéon del ligan-
do natural del receptor, la prostaglandina 15d-PGJ2,
es de un orden de complejidad que involucra multi-
ples elementos de interaccion.

El receptor PPARy se constituye como un blanco
farmacologico de los agentes antiinflamatorios no
esteroideos (NSAIDs), lo que ha sido apreciado re-
cientemente a raiz de la informaciéon epidemiolodgica
que ha establecido que los NSAIDs son eficaces en
reducir la incidencia y el riesgo de la enfermedad de
Alzheimer, asi como de retrasar significativamente
su progresion (Jenkinson y col., 1989; Breitnery col.,
1994; Andersen y col., 1995; McGeer y col., 1996).
Sin embargo, el mecanismo por el cual los NSAIDs
reducen la evolucion de esta patologia e incremen-
tan la sobrevida de los individuos tratados no ha
sido establecido hasta el momento.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por un
deterioro progresivo de la funcién cognitiva y la pér-
dida de la memoria, que ocurre asociada con la pro-
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dresion de la muerte neuronal de poblaciones espe-
cificas de diversas areas del cerebro. La histopatolo-
gia tipica involucra la acumulacion extracelular del
péptido B-amiloide que constituye la placa senil, la
cual perturba la citoarquitectura columnar tipica de
la corteza cerebral; asi como la formacion intraneu-
ronal de los haces neurofibrilares a consecuencia de
una fosforilacién anémala de la proteina Tau aso-
ciada a los microtubulos, que se acumulan princi-
palmente en el soma de la neurona y se propagan
posteriormente hacia el axén y las neuritas. Ambos
elementos se encuentran acompanados por una pér-
dida extensa de sinapsis y neuronas en diversas
areas del cerebro (Yankner y Mesulam, 1991; Hardy y
Allsop, 1991; Joachim y Selkoe, 1991; Selkoe, 1994;
Grundke-lkbal y col., 1986; Goedert y col., 1993).

La deposiciéon extracelular de las fibras del pépti-
do B-amiloide se encuentra en una asociacion estre-
cha con las células microgliales y astrogliales. La
microglia activada promueve, a su vez, un complejo
local proinflamatorio con la secrecioén de una varie-
dad de productos que pueden promover la muerte
celular (McGeer y McGeer, 1997; Akiya y col., 2000;
Hull y col., 2002). En consecuencia, una microglia
hiperactiva podria contribuir a la pérdida neuronal
progresiva de un cerebro afectado con la enferme-
dad de Alzheimer. La aparicion de productos infla-
matorios en el cerebro de individuos diagnosticados
con la enfermedad de Alzheimer se ha interpretado
como evidencia de un componente inflamatorio cré-
nico en el proceso de la enfermedad y ha guiado a
evaluar si la administraciéon de agentes antiinflama-
torios podria modificar la incidencia de la demencia-
asociada a esta patologia.

La degeneracion neuronal como un elemento
caracteristico de la enfermedad de Alzheimer, asocia-
da ademas a proliferacion de la microglia y astrocitos,
sugiere que esta patologia es de naturaleza neuroin-
flamatoria. Estudios recientes han demostrado un
incremento notable en la expresion diferencial de
los genes de interleucina 1a., 1§, ciclooxigenasa-2,
NF-KB1 y otros mediadores del sistema inmune e
inflamatorio (Kamboh y col., 1995; Papassotiropou -
los y col., 1999; McCuskery col., 2001; Perry y col.,
2001; Wyss-Coray, 2006). El incremento en la via
metabolica del acido araquidonico, como la de la
enzima fosfolipasa A, (PLA,) y de las funciones de
la ciclooxigenasa (COX), pueden contribuir adicio-
nalmente a la degeneracién neuronal.

La actividad de la enzima COX, también conocida
como sintasa de la prostaglandina G/H (PGHS), ge-
nera prostaglandina (PG) H2 a partir del acido ara -
quidonico. La PGH2 es metabolizada adicionalmente
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a prostaglandinas funcionales activas como la PGD2,
PGE2, PGF2a, y PGI2. Al menos dos isoformas de la
COX, una del tipo constitutivo (COX-1) y otra del tipo
inducible (COX-2), han sido descritas. Recientemen-
te se ha reportado una expresion exacerbada de la
COX-1 y COX-2 en cerebros de individuos con la en-
fermedad de Alzheimer, aunque las causas inmedia-
tas de estos cambios no han sido establecidas (Oka
y col., 1997; Adams y col., 1996; Ho y col., 1999; Pa-
sinetti y Aisen, 1998; Montine y col., 1999). La admi-
nistracion de NSAIDs, tales como indometacina o
ibuprofeno, no so6lo inhiben la actividad enzimatica
de la COX-2 sino que modulan su expresién a través
de la interaccién con el receptor de PPAR-y (Lehman y
col., 1977); al mismo tiempo los agonistas del recep-
tor, como las tiazolidindionas, troglitazona, rosiglita-
zona y pioglitazona reducen la expresion de COX-2,
IL-6, la 6xido nitrico sintasa inducible, y el dano neu-
ronal (Heneka y col., 2000; Ogawa y col., 2000;
Combs y col., 2000).

Aunque estos estudios muestran la activacion del
sistema inmune y de las vias inflamatorias en la
enfermedad de Alzheimer, ninguno de estos estudios
han establecido si estos cambios ocurren en los esta-
dios iniciales de la patologia, la promueven o son una
reaccion compensadora al proceso degenerativo. En
consecuencia, es importante tener en consideracion
que los factores inflamatorios e inmunes son multi-
funcionales y pueden tener efectos pro y antiinflama-
torios, por lo que su presencia no son predictivos de
ser beneficiosos o perniciosos (Sastre y col., 2006).

Un incremento en la expresion de PPARy en
muestras de enfermos diagnosticados con la enfer-
medad de Alzheimer con respecto a controles sa-
nos apareados por edad, ademas de su localizacién
en poblaciones discretas neuronales o no-neurona-
les podria sugerir la respuesta del tejido nervioso al
reto resultante de la toxicidad de las fibras del pép-
tido f-amiloide. En contraste, una disminucién im -
plicaria una reduccién del efecto transrrepresor,
entonces una facilitacion de la expresion de la beta-
secretasa y en consecuencia un concomitante au-
mento en la concentracion del péptido p-amiloide
(Sastre y col., 2006).

En este estudio se determina la distribucion y
la densidad de PPARy en muestras obtenidas por
autopsia de la corteza cerebral de individuos contro-
les apareados por edad y con diagnostico de la en-
fermedad de Alzheimer.

Materiales y Métodos
MUESTRAS DE TEJIDO CEREBRAL HUMANO

El tejido cerebral se obtuvo por autopsia de la

corteza frontal inferior (IFG) y temporal superior
(STG) de 18 sujetos, 9 clinicamente con diagnostico
de la enfermedad de Alzheimer, con una edad pro-
medio + E.S.M. de 83,66 + 1,43 anos, y un tiempo
promedio postmortem para la toma de la muestra de
3,88 = 1,28 h; y 9 sujetos controles sanos de edad
similar, con una edad promedio * E.S.M. de 79,88 +
1,29 anos y un tiempo promedio postmortem para
la toma de la muestra de 2,35 + 0,11 h (Tabla I). El
tejido usado en este estudio se adquirié de Sun
Health Research Institute (Sun City, Arizona, Estados
Unidos de Norteamérica).

ANTICUERPOS

Para la determinacion del receptor y de prolife-
racion de peroxisomas activados (PPARy) se utilizo
un anticuerpo policlonal generado en conejo que
reconoce al receptor (Serotec, Reino Unido), prepa-
rado en una dilucién 1:200. Ademas se utilizé un
anticuerpo monoclonal generado en ratén que reco-
noce la proteina fibrilar acidica glial (GFAP) (Sigma,
Mo, USA), preparado en una dilucién de 1:1000. Pa-
ra visualizar los receptores PPARy, asi como las célu-
las inmunopositivas para la GFAP se utilizaron los
Kits de diaminobenzidina y de la fosfatasa alcalina
(Enhanced Vectastain ABC Elite y ABC alkaline phos-
phatase), respectivamente, adquiridos de Laborato-
rios Vector (Burlingame, California, Estados Unidos
de Norteamérica).

INMUNOHISTOQUIMICA

Las muestras de cerebro fueron seccionadas en
el criostato a -15 °C en rebanadas de 10 micréme-
tros de espesor y las secciones colectadas en porta-
objetos (superfrost) y almacenadas a -80 °C hasta el
momento de su tincion. Las secciones de los tejidos
fueron lavadas con solucion tampon fosfato salino
0,01 M (PBS), luego tratadas con per6xido de hidro-
geno al 0,3% en 100% metanol por 15 min. a tempe-
ratura ambiente y posteriormente permeabilizadas
con una solucién de PBS que contenia Tritén X-100
al 0,1% por 30 min. a temperatura ambiente.

Rutinariamente las secciones se incubaron por
30 min. con una solucion de PBS que contenia 15%
de suero normal de la especie en la que fue genera-
do el anticuerpo secundario. Luego, se incubaron a
4 °C por al menos 12 horas con cualquiera de los
anticuerpos: Anticuerpo policlonal generado en
conejo que reconoce el receptor y de proliferacion
de peroxisomas activados (PPARy) preparado en una
dilucién 1:200. El anticuerpo monoclonal generado
en ratéon que reconoce la proteina fibrilar acidica
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Tabla I
Informacién demografica de individuos controles de edad similar y con diagnéstico
de enfermedad de Alzheimer

Paciente Edad Sexo PMI ApoE Indice Diagnéstico
(h) Braak neuropatolégico
C1-9710 79 M 2.00 3/3 I Control
C2-9714 76 M 2.50 3/3 | Control
C3-9717 78 M 2.66 3/3 | Control
C4-9639 73 F 2.50 3/3 I Control
C5-9702 81 M 2.75 3/3 I Control
C6-98353 82 F 2.00 3/3 I Control
C7-9914 86 M 2.50 3/3 I Control/pequeno numero
de placas seniles y haces
neurofibrilares
C8-96153 85 F 2.75 3/3 11 Control/disfonia
espasmodica
C9-9745 79 F 2.00 3/3 11 Control
C10-9751 84 M 3.00 3/3 111 Enfermedad
de Alzheimer temprana
C11-9818 91 F 2.16 3/3 11 Enfermedad
de Alzheimer temprana
AD1-9605 87 F 2.00 3/3 V Enfermedad de Alzheimer
AD2-9609 75 2.50 3/3 \Y Enfermedad
de Alzheimer /Angiopatia
amiloide cerebral
AD3-9626 85 M 3.25 3/3 \% Enfermedad
de Alzheimer /convulsiones
AD4-9642 85 M 14.66 3/3 \ Enfermedad de Alzheimer
AD5-9707 87 F 2.50 2/2 \Y Enfermedad de Alzheimer
AD6-9725 88 M 1.75 3/3 \% Enfermedad de Alzheimer
AD7-9727 77 F 4.00 2/3 \% Enfermedad de Alzheimer
AD8-9733 85 M 2.33 3/3 \% Enfermedad de Alzheimer
AD9-9805 88 M 4.00 3/3 \% Enfermedad de Alzheimer
AD10-9828 84 F 2.00 3/3 VI Enfermedad de Alzheimer

glial (GFAP) preparado en una dilucién 1:1000. Pos-
teriormente las secciones se incubaron con los co-
rrespondientes anticuerpos secundarios conjugados
a biotina (Vector labs) en una dilucién 1:200 (v/v)
por 1 h, a temperatura ambiente (RT, 25 °C). La
inmunorreactividad se visualiz6 mediante la forma-
cion de un precipitado marrén de diaminobenzidina
(DAB) o rojo, producto de la actividad de la enzima
fosfatasa alcalina (AP), ambos productos a partir de
un kit de tincion (Vector Labs).

Para el marcaje inmunohistoquimico de las corte-
zas frontal, temporal y parietal, se examinaron al me-
nos 2 a 3 secciones por cerebro. En el IFG y el STG,
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el niimero de neuronas que fueron inmunorreactivas
para el receptor de PPARy se contaron en una region
definida por una graticula del ocular con un area de
350 pm x 280 pm. En cada capa cortical la graticula
se desplazo6 hacia una region adyacente, evitando la
superposicion de los bordes, hasta completar 10 fo-
tografias, con el objeto de estimar el numero de célu-
las inmunorreactivas. El nimero relativo de células
por seccion y region del cerebro se obtuvo para
comparar el numero de relativo de neuronas cortica-
les inmunopositivas para el receptor PPARy en suje-
tos de edad similar sanos, con respecto a los que
tenian diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer.
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Las imagenes se colectaron mediante un micros-
copio Zeiss Axioplan 2 acoplado a una camara de vi-
deo a color Sony 3 CCD DXC-950 adaptada a un
sistema de registro CMA-D2 como interfase a un com-
putador personal. Las imagenes se analizaron me-
diante un programa producido por Empix Imaging,
Inc. (Mississauga, Ontario, Canada).

ANALISIS ESTADISTICO

El niimero relativo de células se estimo en las
cortezas frontal y temporal de sujetos sanos y con
diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer. Se gene-
r6 un indice relativo por densidad que present6 una
varianza no homogénea, por lo que se aplicé un ana-
lisis de varianza de una via (ANOVA), no paramétrico
(Kruskall-Wallis), de disenno mixto (dos factores-den-
tro (area de la corteza) y un factor entre (sujeto nor-
mal vs enfermo) para comparar la densidad media
de las células PPARy immunopositivas en las regio-
nes de la corteza cerebral de interés en sujetos sa-
nos o enfermos (U de Mann-Withney). La prueba
estadistica fue considerada significativa para un
valor de probabilidad p<0,05. Los analisis estadisti-
cos se llevaron a cabo mediante el programa Prisma
(Version 4.0, 2003).

Resultados

En este estudio se demuestra la presencia de
inmunorreactividad de PPARy en secciones de la cor-
teza frontal y temporal superior de sujetos controles
de edad similar y en sujetos diagnosticados con la
enfermedad de Alzheimer.

El anticuerpo generado para el receptor de PPARy
reconoce una proteina de aproximadamente 110
kDa, tal como ha sido demostrado en lineas celula-
res y fracciones particuladas de homogenados de
autopsias de cerebro de sujetos controles; y en
muestras obtenidas de enfermos diagnosticados con
la enfermedad de Alzheimer (Kitamuray col., 1999).

Como se muestra en la figura 1, se encontré un
incremento significativo de la expresion del receptor
de PPARy en el sistema nervioso de sujetos con diag-
nostico de la enfermedad de Alzheimer. Asi se ob -
serva, en las secciones de tejido cerebral, que en
ausencia del anticuerpo primario (control negativo
de tincion) no hay ninguna senal caracteristica (Fig.
la). En las secciones de individuos controles, en
presencia del anticuerpo primario, se observa una
senal inmunopositiva débil y poco frecuente, que se
caracterizé por un marcaje de neuritas en el neuro-
pilo cerebral (Fig. 2b). En contraste, cuando el anti-
cuerpo se aplicé a secciones de tejido de individuos
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con diagnostico de enfermedad de Alzheimer, se
encontré inmunorreactividad significativamente
mayor cuando se compara con la observada en las
secciones de individuos controles. En los tejidos
provenientes de los individuos con diagnéstico de
enfermedad de Alzheimer se observo que la inmu-
norreactividad se encuentra distribuida heterogéne-
amente (Figs. 1c y 1d) y asociada tanto a neuronas
aisladas como a células gliales agrupadas en arre-
glos circulares formando coronas (Figs. 2c y 2d);
ademas en neuritas dispersas en el neuropilo. En los
tejidos de cerebros provenientes de pacientes con
enfermedad de Alzheimer, los elementos inmuno-
positivos se observaron principalmente en la perife-
ria de las placas difusas y seniles (de nucleo denso)
y asociadas con neuritas distroficas. Adicionalmen-
te, el receptor de PPARy se observo en neuronas y en
células gliales con morfologia de astrocitos (Figs 2c
y 2d).

La cuantificaciéon de la densidad de células inmu-
nopositivas para el receptor PPARy mostr6 un incre-
mento significativo en las muestras de los sujetos
diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer
(Fig. 3). Para cada una de las dos regiones corticales

la .. Control Enferm'e:dad&eAizhein?e_i' o [

* 100 pm o

b Sin Ab primario A Dilucién I:IQO 1d

!

&
+

&is
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Figura 1. Inmunocolocalizacién del receptor de proliferacién
de peroxisomas activados y (PPARy) en secciones de corteza
cerebral (giro frontal superior (IFG) y temporal superior
(STQG)) de controles sanos de edad similar e individuos con
diagnoéstico de enfermedad de Alzheimer.

En secciones de tejido cerebral, en ausencia del anticuerpo
primario (control negativo de tincién) no se observé ninguna
senal caracteristica en controles ni en sujetos con diagnésti-
co de Alzheimer (Figs. 1ay 1c). En secciones de individuos
controles, en presencia del anticuerpo para el receptor de
PPARYy, se observo una seinal inmunopositiva débil y poco fre-
cuente. En secciones de tejido de individuos con diagnéstico
de la enfermedad de Alzheimer se encontré una inmuno-
rreactividad significativamente mayor respecto a las seccio-
nes de individuos controles (Figs. 1b y 1d). El anticuerpo
PPARy permiti6é evidenciar cuerpos celulares dispersos (Fig.
14, flechas).
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IFG y STG de los individuos controles, apareados por
edad, y de los sujetos con diagnoéstico de la enfer-
medad de Alzheimer, se determiné el numero de
individuos para un rango de células inmunopositi-
vas. Debido a la elevada variabilidad en el namero
de células inmunopositivas dentro de los sujetos
con diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer, se
realizé un analisis de frecuencia tomando como cri-
terio un numero arbitrario de células inmunopositi-
vas para el marcador PPARy. Asi, se pudo establecer
una distribucién en la que los casos de mayor densi-
dad de células inmunopositivas para el marcador
coinciden con el grupo de sujetos con diagnéstico
de la enfermedad de Alzheimer (Fig. 4).

Figura 2. Inmunocolocalizacién del receptor de proliferacion
de peroxisomas activados y (PPARy) en secciones de corteza
cerebral (giro frontal superior (IFG) y temporal superior
(STQ)) de controles sanos de edad similar e individuos con
diagnoéstico de enfermedad de Alzheimer.

En secciones de individuos controles se observé una seial in-
munopositiva débil y poco frecuente que se caracterizé por
un marcaje de neuritas en el neuropilo cerebral (Fig. 2b). En
individuos con diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer la
inmunorreactividad se observé distribuida heterogéneamen-
te en el tejido (Fig. 2c), asociada tanto en neuronas aisladas
como en células gliales agrupadas en arreglos circulares for-
mando coronas (Fig. 2d), y ademas en neuritas dispersas en
el neuropilo. El receptor de PPARy se observé en neuronas y
en células gliales con morfologia de astrocitos (Fig. 2d, fle-
chas).
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Figura 3. Densidad relativa de células inmunopositivas del
receptor de proliferacién de peroxisomas activados y (PPAR
y)en secciones de corteza cerebral (giro frontal superior
(IFQ) y temporal superior [STG)) de controles sanos de edad
similar e individuos con diagnéstico de enfermedad de
Alzheimer.

La densidad de células inmunopositivas para el receptor
PPARY fue significativamente mayor en muestras de sujetos
con diagnoéstico de la enfermedad de Alzheimer (Analisis de
Kruskal-Wallis, p<0,001), tanto en giro frontal inferior
(p<0,001) y temporal superior (p<0.001, Analisis U de Mann-
Withney).
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Figura 4. Frecuencia relativa de casos estudiados para la
densidad relativa de células inmunopositivas del receptor de
proliferacién de peroxisomas activados y (PPARY) en seccio-
nes de la corteza cerebral (giro frontal superior (IFG) y tem-
poral superior [STG) de controles sanos de edad similar e
individuos con diagnéstico de enfermedad de Alzheimer.

La frecuencia de casos asociados a una densidad de células
inmunopositivas para el receptor PPARy fue superior en
muestras de sujetos diagnosticados con la enfermedad de
Alzheimer, tanto en giro frontal inferior como en el temporal
superior.

Discusion

En este estudio se examiné la distribucion del
receptor PPARy en la corteza frontal inferior y tempo-
ral superior de individuos con diagndéstico de la
enfermedad de Alzheimer y en controles sanos apa-
reados por edad. Nuestras observaciones permi-
tieron establecer la existencia de una acumulacién
de PPARy en la corteza cerebral frontal y temporal de
individuos con diagnéstico de la enfermedad de Al-
zheimer, cuando se compara con los tejidos contro-
les apareados por edad. Estos hallazgos coinciden
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con reportes previos en los que se determiné un in -
cremento en la expresion de este receptor en la frac-
cion citosdlica de homogenizados de la corteza
temporal de sujetos con diagnéstico de la enferme-
dad de Alzheimer (Kitamuray col., 1999).

En los sujetos con diagnostico de la enfermedad
de Alzheimer, las células inmunorreactivas para el
marcador PPARy se distribuyeron heterogéneamente
en todas las capas de la corteza cerebral, encontran-
dose asociados a zonas en las que la citoarquitectu-
ra se observaba perturbada a consecuencia de una
aparente acumulacion del péptido f-amiloide. Esto
permite sugerir que el incremento en la concentra-
cién de este péptido en el espacio extracelular po-
dria desencadenar una respuesta tipica de migracién
celular hacia las zonas en donde él se acumula. Lo
que coincide con un incremento de PPARy en la re-
gion perinuclear de neuronas y células gliales, a
pesar que no se ha observado al receptor colocaliza-
do con las placas neuriticas (Sastre y col., 20086).

En el sistema nervioso central, varios tipos celu-
lares son capaces de producir citoquinas y pros-
taglandinas. La microglia y la astroglia producen
interleuquina-y, sin embargo esta citoquina también
se ha descrito en neuronas. Adicionalmente, estos
tres tipos celulares en el sistema nervioso central
también pueden sintetizar ciclooxigenasa-2 (Hirst y
col., 1999). En consecuencia, la expresion de los
receptores PPARy en diversos tipos celulares, neuro-
nas y células gliales (resultados presentes) podria
constituir una respuesta que involucra, por una par-
te, a las neuronas que responden incrementando la
expresion del receptor PPARy, en apariencia como
un fenébmeno singular y discreto; y por otra, la acu-
mulacioén en la astroglia podria implicar un estado
activo generado por la liberacion de citoquinas al
espacio extracelular a consecuencia de la muerte de
las células ante el reto generado por la acumulacién
del péptido p-amiloide.

Nuestros resultados permiten sugerir que a con-
secuencia de la acumulacion del péptido f-amiloide
se produce una migracion de células, posiblemente
inmunopositivas para la proteina acidica glial, que
actuarian como barrera para disminuir la difusién de
citoquinas proinflamatorias. La evidencia de la pre-
sencia de inmunorreactividad de PPARy asociada con
las neuronas piramidales en el IFG y STG de cere-
bros con diagnoéstico de EA, asi como en células
inmunopositivas para la proteina acidica glial, es
indicativo que durante la progresién de la patologia
de la EA, la activacion de PPARy puede ocurrir como
parte de una interaccion dinamica entre las neuro-
nas y las células astrogliales. La funcion de la familia
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de receptores de PPARy en el tejido neural no ha sido
establecida hasta el momento. La activacion del
receptor podria ademas regular negativamente la
activacion de los macréfagos y la expresion de cito-
quinas mediante una funcién antagénica o de trans-
rrepresion, lo que ocurre mediante la inhibicién de
la actividad de factores de trascripcion NFk{, AP-1 y
STAT, sin involucrar su funcion de enlazamiento al
receptor de PPARy propiamente dicho (Li y col.,
2000). Adicionalmente, el receptor de PPARy podria
ser activado por el agonista endégeno PGJ2 (15d-
PGJ2) y sus metabolitos inmediatos, asi como por la
indometacina, otros NSAIDs y agentes antidiabéticos
de la clase de las tiazolidinadionas (Combs y col.,
2000; Sastre y col., 2006).

En una propuesta de interaccion de los tres com-
ponentes celulares se ha sugerido que la microglia
activada como resultado de la acumulacion de Ap
fibrilar, podria liberar citoquinas (PGE/J2 e IL-1/6),
las cuales a su vez activarian tirosina quinasas que
fosforilan a las quinasas de proteinas asociadas, p38
o tau, para inducir la migracion de las células gliales,
que en un circuito amplificado puede promover la
muerte de la neurona. Como una consecuencia favo-
rable, la activacion de PPARy podria resultar en una
reduccion en la liberacion de citoquinas, como se
menciond anteriormente, y del procesamiento ané-
malo de la proteina precursora del péptido amiloide
(APP) (Sastre y col., 2003; D°’Abramo y col., 2005).

Nuestra evidencia soporta la hipo6tesis de Terry
(2000), segun la cual una incidencia diferencial en el
dano cognitivo en la EA ocurre como un resultado
de distintos procesos patolégicos que conducen a la
pérdida de sinapsis y de somas neuronales. Esta pro-
puesta se basa en la detecciéon de la inmunorreacti-
vidad de PPARy en neuronas, en neuritas distroficas,
asi como en células inmunopositivas para GFAP no
asociadas con las placas seniles.

La demostracion de la acumulacién extensiva de
PPARy en las neuronas y en la glia de cerebros prove-
nientes de pacientes con diagnostico de enfermedad
de Alzheimer, indica una respuesta celular en aso-
ciacion con eventos patolégicos locales. El papel de
las células gliales en la patologia de la enfermedad
de Alzheimer se sustenta por los estudios en donde
se describe un incremento en la expresion del antige-
no Fas (CD95) en los astrocitos y en la subpoblacion
de células inmunopositivas para GFAP en cerebros
con diagnéstico de EA (Nishimira y col., 1995). Adi-
cionalmente se ha demostrado una regulacién hacia
arriba de la proteina supresora de tumores p53 en
las células gliales de cerebros con diagnéstico de EA
(Kitamura y col., 1997).
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Bioinformatica: aplicaciones en quimica medicinal

MARIiA LuisA SERRANO G.*

Resumen

La sinergia entre los métodos biolégicos experimentales y la bioinformatica ha proporcionado grandes beneficios a
diferentes areas de las ciencias bioldgicas, en particular a la quimica medicinal. En este trabajo se mostrara algunos
ejemplos que sirven para ilustrar la utilidad de los métodos informaticos en el andlisis de la estructura de las protei-
nas, y algunas de sus aplicaciones en modelado molecular que proporcionan informacién relevante acerca de siste-
mas de interés biomédico.

Palabras clave: bioinformatica, modelado molecular.

Abstract

The synergy between experimental biology and bioinformatics has greatly benefited many different areas
of the life sciences, especially medicinal chemistry. This work will describe a few examples of highligh-
ting the effectiveness computational methods in protein structural analysis and some applications in

molecular modeling that could provide relevant information about systems of biomedical interest.

Key words: bioinformatics, molecular modeling.

Introduccion

Ha transcurrido mas de un lustro desde que se
completd6 la primera secuencia del genoma humano.
A partir de ese momento, los Proyectos Genoma han
impulsado grandes inversiones en biotecnologia
(IHGSC, 2004; Lander, 2001 y Venter, 2001) y au-
mentado la atencién hacia la bioinformatica, una
disciplina emergente que puede ser ampliamente
definida como la interfase entre dos ciencias, la biolo-
giay la computacion, y una de las areas de mayor cre-
cimiento en la ciencia.

El desafio de esta disciplina es el facilitar la colec-
cion y organizacion de la informacion que se des-
prenden de los Proyectos Genoma, asi como también
desarrollar las herramientas mediante las cuales los
investigadores puedan realizar el andlisis e interpreta-
cion de varios tipos de datos, incluyendo secuencias
de nucleétidos y aminoacidos, dominios y estructu-
ra de proteinas.

La primera industria que comprendi6 el impacto
de la bioinformatica fue la industria farmacéutica,
que la utiliza para el disefno de nuevos farmacos a

*
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partir de la deteccién de potenciales dianas o blan-
cos terapéuticos. El trabajo multidisciplinario y el
empleo de métodos informaticos permiten también
estudiar la estructura y funcion de proteinas, evaluar
sus interacciones con compuestos lideres, e inclusi-
ve estudiar interacciones entre proteinas, como las
interacciones antigeno-anticuerpo, importantes para
el desarrollo de vacunas.

A pesar de lo anteriormente mencionado, cabe
preguntarse: jscuantos de los farmacos disponibles
hoy en dia se han descubierto gracias a la biologia
molecular computacional y al empleo de métodos
informaticos para el diseno de farmacos? La realidad
es que el uso de las herramientas computacionales
ha permeado todos los aspectos del descubrimien-
to de nuevos farmacos. Muchos programas de inves-
tigacion comienzan con la identificacion de una
diana molecular, de potencial valor terapéutico, a
través del analisis computacional de los datos dis-
ponibles, analisis de secuencias, prediccion de es-
tructura de proteinas y busquedas en bases de datos
de la estructura, aunque su desarrollo como blanco

Unidad de Quimica Medicinal, Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela, Caracas, 1041-A, Venezuela.
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terapéutico se alcance luego de extensos estudios
biologicos. Posteriormente, el esfuerzo se dirige ha-
cia el descubrimiento de compuestos lideres de
manera experimental, empleando el cribado masi-
vo, que luego se mejoran con el uso de métodos
informaticos como la evaluacion in silico de librerias
moleculares. Eventualmente, se puede determinar la
estructura de complejos cristalinos de algunos com-
puestos con la diana molecular. Esto permite mejo-
rarlos eficientemente empleando algunos de los
diferentes métodos de diseno de farmacos.

En la literatura se encuentran excelentes articulos
que ilustran las posibilidades de combinar el trabajo
experimental y las aproximaciones computacionales
(Tramontano, 2006; Chen, 2005; Fauman, 2003;
Jorgensen, 2004 y Nielsen, 2005), asi como tam-
bién los logros alcanzados con métodos de diseno
de farmacos basados en la estructura del receptor
(SBDD) (Hardy, 2003 y Maryanoff, 2004) que han
contribuido con unos cincuenta compuestos que se
encuentran en pruebas clinicas y en la aprobacién
de numerosos farmacos.

Las aplicaciones de biologia molecular computa-
cional datan de los anos 90, cuando se impulsa el
desarrollo de métodos informaticos que utilizan la
estructura del receptor o diana farmacologica, debi-
do al incremento exponencial del namero de estruc-
turas cristalinas disponibles en las bases de datos
publicas. Las bondades de emplear la estructura de
las proteinas para desarrollar modelos de Relaciéon
Estructura Quimica-Actividad Biolégica, puede ilus-
trarse con numerosos ejemplos de la literatura.

Los métodos indirectos que se basan en la es-
tructura de los ligandos permiten generar una hipoéte-
sis de farmacoforo 3D (un arreglo Unico tridimensional
de los grupos funcionales comunes a la mayoria de los
ligandos del receptor). En muchos casos, cuando los
ligandos no son estructuralmente muy diferentes y
se cuenta con un compuesto rigido desde el punto de
vista conformacional, se puede obtener un farmacé-
foro razonable por métodos tanto automaticos co-
mo semiautomaticos.

Los métodos directos, por el contrario, requieren
del conocimiento previo de la estructura tridimensio-
nal del receptor o diana farmacoloégica, y cuentan
con algoritmos capaces de estudiar el posiciona-
miento molecular de los ligandos en el sitio activo.
Ha resultado muy atractivo poder combinar la preci-
sion de la informacion disponible en los complejos
ligando-receptor con la eficiencia computacional de
los métodos informaticos indirectos. Con esta apro-
Ximacion, la alineacién de los ligandos, para desa -
rrollar una hipétesis de farmacéforo y establecer un
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modelo cuantitativo de relacion estructura actividad
quimica-actividad biologica (QSAR), se realiza to-
mando como plantilla la orientacion del ligando en
el sitio activo bajo estudio. Esta estrategia habia
sido empleada de manera exitosa por Waller y co-
laboradores con 59 inhibidores de la HIV proteasa
(Waller, 1993).

Nosotros empleamos esta aproximacién conjun-
tamente con el método CoMFA para obtener un far-
macoforo tridimensional QSAR de 60 inhibidores,
estructuralmente diferentes, de la enzima acetilcoli-
nesterasa (AChE) (Cho y col., 1996). La inhibicioén de
esta enzima se consideraba como una de las estrate-
gias prometedoras para el tratamiento del mal de
Alzheimer (Hakansson, 1993) y con posibilidades
terapéuticas para el tratamiento de la Enfermedad
de Parkinson (Sirvio, 1992). Durante anos habian
sido sintetizados cientos de inhibidores, algunos con
aplicaciones clinicas, pero de estructura quimica muy
diversa y no habia sido posible establecer un farma-
coforo comun a todos ellos. La estructura quimica de
estos inhibidores es variada, desde compuestos bi-
cuaternarios como el decametonium (DMC) hasta
compuestos monocatidonicos simples como el edro-
morfium (EDR), y formalmente neutros como la tacri-
na (THA). En ese momento fue reportado el analisis
por cristalografia de rayos-X de la AChE de Torpedo
californica (EC 3.1.1.7) y sequidamente las estructu-
ras cristalinas de tres complejos de la enzima con
tres inhibidores estructuralmente diferentes, EDR,
THA y DMC (Harel, 1993) que proporcionaron infor-
macion, no solo acerca de la conformacién bioactiva
de los ligandos, sino también de la orientacion rela-
tiva de ellos en el sitio activo de la enzima. Esta apro-
Ximacién permitié desarrollar un modelo CoMFA de
alto valor predictivo (g% de 0.734) para los 60 inhi-
bidores de la AChE.

En otros casos, ademas de utilizar la estructura
cristalina de los complejos enzima/inhibidor para
obtener la conformacién bioactiva, se pueden obte-
ner datos adicionales que de alguna manera contribu-
yan a establecer un modelo QSAR que correlacione la
actividad bioldgica con algunos parametros fisico-
quimicos. Nuestro grupo ha utilizado esta estrategia
recientemente en un estudios QSAR realizado para
una serie de analogos de celecoxib (sulfonamidas
del tipo diarilpirazoles, diarilimidazoles y diarilpirro-
les), inhibidores selectivos de la enzima ciclooxige-
nasa 2 (COX-2) (Gémez, Gonzalez y Serrano, 2006).
Debido al reciente interés de estos compuestos
como anticancerigenos, las investigaciones en cuan-
to al desarrollo de este tipo de farmacos antiinfla -
matorios contintian, aun cuando varios de estos
medicamentos han sido eliminados por la FDA del
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Figura 1
A. Inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) presentes en las estructuras cristalinas. B. Superposiciéon
de los tres complejos cristalinos EDR/AChE, THA/AChE y DCM/AChE. En la ampliacién se observa la orien-
tacion relativa en el sitio catalitico de l1a enzima de los tres inhibidores.

mercado farmacéutico por generar problemas a nivel
cardiaco (Dogne, 2005). Algunos estudios demues-
tran que la COX-2 se encuentra sobre-expresada en
numerosos tejidos cancerigenos humanos (Baptiste,
2006).

Si bien hoy en dia estas aproximaciones siguen
siendo de utilidad, los avances mas recientes en el
area de diseno de nuevos ligandos van dirigidos en
su mayoria hacia el Cribado de Librerias de Com-
puestos y el diseno de Novo. En la etapa que corres-
ponde a la generacion de nuevos ligandos, el Cribado
Altamente Eficiente (High Throughput Screening,
HTS) requiere de una libreria de compuestos y de los
correspondientes ensayos de actividad (Herzberg,
2000); esta aproximacion, que muchas veces es po-
Co exitosa y muy costosa, se ha colocado en desven-
taja frente al Cribado Virtual. Este ultimo puede
realizarse sobre librerias de compuestos conocidos,
o tedricos, y solo requiere de los datos de actividad
para algunos de los compuestos o de la estructura
del blanco terapéutico. En este sentido, a pesar de
haber notables avances en las diferentes aproxima-
ciones de Cribado Virtual, el estudio de las interac-
ciones ligando-receptor es actualmente una de las
aproximaciones mas populares con métodos como
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el Docking de Alta Eficiencia (High-Throughput Doc -
king (HTD), que permite evaluar el posicionamiento
molecular en el sitio activo de una diana farmacolo-
gica, con bases de datos de cientos o miles de com-
puestos, con el propdsito de identificar prototipos
novedosos que presenten la actividad biolégica de-
seada (Wang, 2001). Estos compuestos se sinteti-
zan, modifican y, en combinacién con estudios
tedricos de propiedades ADME (absorcion, distribu-
cion, metabolismo y excrecion) se puede reducir el
nuimero de compuestos que se somete a la evalua-
cion bioldgica final (Shoicket, 2002).

Por otra parte, el diseno de Novo permite gene-
rar nuevos inhibidores en el sitio activo conocido
del blanco terapéutico (Taylor, 2002). Los progra-
mas de Docking pueden utilizarse con este prop6-
sito cuando estan acoplados con un generador
automatico de estructuras. Actualmente hay progra-
mas especializados que han sido desarrollados para
construir posibles ligandos en el sitio activo de una
diana, usualmente colocando y conectando frag-
mentos moleculares o conectando los fragmentos a
un nucleo. Entre las primeras alternativas se puede
mencionar a programas como LUDI (B6hm,1992) y
SPROUT (Gillet, 1994) y entre las mas recientes se
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Figura 2

A. Complejo cristalino de SC-558/COX-2 donde se muestra las interacciones de puente de hidrégeno con
los residuos Hgg y R513Yy el grupo sulfonamido, asi como las del grupo trifluorometil con el residuo Rj,. B.
Superposicion de las moléculas estudiadas. C. Inhibidores de la COX-2. D. Calculo y evaluacién de la ecua-

cién de regresion lineal.

encuentra BOMB (Biochemical and Organic Model
Builder) (Jorgensen, 2004), que puede utilizarse
para construir estructuras individuales o una libreria
combinatoria.

La contribucion de la bioinformatica al desarro-
llo de vacunas (farmacos de naturaleza peptidica)
es aun mas importante, especialmente porque los
prototipos son proteinas y por ello la bioinformati-
ca, la gendémica y la proteémica han revolucionado
la investigacion en el area de diagnostico, terapéu -
tica y desarrollo de vacunas. Tradicionalmente, las
vacunas se desarrollaban segtin los principios de
Pasteur, aislando, inactivando e inyectando el agen-
te causativo de una enfermedad infecciosa. Sin
embargo, al disponer del genoma completo de di-
versos microorganismos, la aproximacion se puede
realizar a través de un proceso denominado vacci-
nologia reversa (Rappuoli, 2000). Es un proceso
que se inicia con el analisis de la informacién gené-
mica que finalmente conduce, luego del analisis in
silico, a la predicciéon de antigenos con posibilida-
des para ser desarrollados como vacunas. El nuevo
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reto para este campo sera combinar la vaccinologia
con la biologia estructural.

El desarrollo de vacunas y otros compuestos de
interés biolégico necesita de la comprensiéon del pa-
pel fisiologico y funcional de las proteinas involucra-
das en esos procesos. Esta tarea se facilita cuando se
dispone de la estructura tridimensional de las protei-
nas. En la actualidad, a pesar de la abundante canti-
dad de secuencias que se encuentra disponible en
las bases de datos especializadas, como SWISS-PROT
y trEMBL (Bairoch, 2004 y Boeckmann, 2005), solo
una pequena parte de ellas tiene una estructura tridi-
mensional conocida. La estructura 3D de una protei-
na, que es en definitiva el aspecto determinante para
su funcién biolodgica, puede ser determinada experi-
mentalmente, ya sea por cristalografia de rayos-X o
por RMN. Sin embargo, esto no siempre es posible y,
por esta razon, la determinacion estructural de protei-
nas, empleando métodos in silico, ha realizado un
aporte cada vez mayor dgracias a los avances realizados
en los programas de modelado molecular (Sali, 1997,
Tramontano, 1998; Bystroff, 1997 y Jones, 2003).
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Las estructuras tridimensionales asi determina-
das y el uso de programas disenados para la predic-
cion de péptidos antigénicos (Tramontano, 1998)
han permitido aproximarse al desarrollo de vacunas
empleando péptidos sintéticos que simulen una
region de la proteina nativa.

Aunque hasta la fecha no existen protocolos o
programas que conduzcan a la identificacion efec-
tiva de secuencias antigénicas, hay varios métodos
que se basan en algunas de las propiedades fisi-
coquimicas que presentan epitopos que han sido
determinados experimentalmente, tales como flexi-
bilidad, hidrofobicidad y accesibilidad. Entre los pro-
gramas para la prediccion de péptidos antigénicos se
encuentran: Preditop (Pellequer, 1993), Antigenic
Index (Jameson, 1988), Antigenic (Kolaskar, 1990) y
Antheprot (Deleage, 2001).

En el area de la parasitologia molecular, la bio-
informatica ha producido un gran impacto, espe-
cialmente en el caso de algunas enfermedades
parasitarias como la malaria, debido a que el drama-
tico incremento de la resistencia de los parasitos a
los antimalaricos y a las medidas de control vecto-
rial, ha creado la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias para atacar la enfermedad. Entre ellas el
desarrollo de vacunas antimalaricas tiene, hoy en
dia, altisima prioridad.

El ciclo de vida del Plasmodium es extraordina-
riamente complejo, requiere de la expresion de pro-
teinas especializadas para sobrevivir en el ambiente
de sus huéspedes (el mosquito y el hombre), para la
vida intracelular y extracelular, para la invasion de
diferentes tipos de células y para evadir la respuesta
inmune del huésped. Las estrategias para atacar
esta enfermedad, ya sea con vacunas o nuevos far-
macos, sera mas efectiva si van dirigidas hacia un
blanco o diana especifica en el ciclo de vida del pa-
rasito y/o hacia proteinas que se expresan en estas
etapas. Los genomas de P. falciparumy P. yoelli es-
tan completos, y actualmente se realizan estudios de
secuenciacion del genoma de P. vivax en el TIGR
(The Institute for Genomic Research, Rockville MD),
y permitiran a corto plazo identificar nuevos blancos
o dianas que puedan emplearse para desarrollar
vacunas y nuevos farmacos.

Nuestro interés en esta area se ha centrado fun-
damentalmente en P. vivax, que el parasito de mayor
incidencia en Venezuela (boletines del MSDS, 2003).
El objetivo de los estudios que hemos venido reali-
zando ha sido desarrollar y utilizar los modelos tridi-
mensionales de algunas proteinas de este parasito
para definir posibles epitopos y proceder a la sin -
tesis de péptidos con potenciales propiedades anti-
génicas.
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Hasta el presente se ha identificado y caracteriza-
do inmunoloégicamente varios antigenos de P. vivax
del estadio asexual del parasito, muchos de ellos ho-
mologos de P. falciparum, y algunos de ellos estan
siendo evaluados en ensayos pre-clinicos de vacu-
nacion. Entre ellos, la Proteina 1 de Superficie del
Merozoito de P. vivax (PvMSP-1), una proteina alta-
mente antigénica y un fuerte candidato a vacuna
(Collins, 1999; Yang, 1999). Dado que el fragmento
C-terminal de esta proteina es el mas inmunogénico
(Soares, 1997) y en vista de que hasta la fecha no ha
sido reportada la estructura cristalina de este frag-
mento para P. vivax, se construyé un modelo por
homologia a partir de las estructuras cristalinas de
otras especies de Plasmodium (Serrano, Pérez y
Medina, 2006).

Los datos estructurales asi obtenidos permitie-
ron realizar la comparacion entre el modelo para la
PvMSP-1 4 y las estructuras cristalinas previamente
reportadas para otras especies del parasito. De igual
forma permitio la identificacién de una cavidad en el
primer dominio de la proteina adecuada para inter-
acciones proteina-proteina (Figura 3).

Empleando el modelo se planificé una estrate-
gia para la seleccion de los péptidos a sintetizar,
usando de manera conjunta algoritmos matemati-
cos de prediccién de epitopos como ANTHEPROT
4.0 y el método de Hoops y Woods para el analisis

Figura 3
Modelo final de la PvMSP-1,4. La representacién en cinta
incluye los enlaces disulfuro, muestra la cadena C? y las
laminas antiparalelas ? en cada uno de los dominios EGF.
Detalle donde se muestra la cavidad ubicada en el primer
dominio de la proteina y se compara el modelo PYMSP-14
con las estructuras cristalinas de PcCMSP-1,4 y PKMSP-1 9.
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Método analitico por cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa para la
determinacion de cefadroxilo en suero humano

MARISOL GOMEZ FERNANDEZ*, MARITZA GONZALEZ DAzZA

Resumen

Se desarrollé6 un método analitico exacto, preciso, reproducible y sensible por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) en fase reversa para la determinacion de cefadroxilo (CEF) en las muestras de suero humano. La
fase movil consistié en una mezcla de buffer acetato pH 4,0: metanol HPLC (85:15). La velocidad de flujo fue 1,4
mL/min, y la deteccién se realiz6 empleando un detector ultravioleta a la longitud de onda de 264 nm. Para la preci-
pitacién de las proteinas en el suero humano fue utilizado el acido perclérico al 30%yv/v. Se empled como estandar
interno hidroclorotiazida (HCT) (6-cloro-3,4-dihidro-7 sulfanil-2H-1,2,4-benzotiadiazina-1-1-dioxido) a la concentra-
cion de 0,8 pg/mL. El analisis resulto ser exacto y preciso en un rango de concentraciones de 0,5 pg/mL; 1,0 pyg/mL;
2,0 pg/mL; 2,5 pg/mL; y 5,0 pg/mL para el CEF. La desviacién estandar relativa promedio de los ensayos intradia-
rios para el CEF fue 1,78% y la desviacion estandar relativa promedio para los ensayos interdiarios para el CEF fue
1,98%. El limite de deteccién para CEF fue de 0,10 pg/mLy el limite de cuantificacién fue de 0,30 pg/mL.

Palabras claves: Cefadroxilo, suero humano.

Abstract

It was developed an accurate, precise, reproducible and sensitive reversed-phase high performance liquid chromato-
graphy method for the quantitative determination of Cefadroxil (CEF) in human serum. The mobile phase consisted
of a mixture of acetate buffer pH 4.0: methanol HPLC (85:15). Analysis was run at a flow-rate of 1.4 mL/min, and
detection was performed using an ultraviolet detector at the wavelength of 264 nm. For the precipitation of proteins
in human serum 30%v/v percloric acid was used. Hydrochlorothiazide (HCT) (6-chloro-3,4-dihydro-7 sulfanyl-2H-
1,2,4-benzothiadiazine-1-1-dioxide) was used as an internal standard at a concentration of 0.8 pg/mL. The analysis
turned out to be accurate and precise in the range of concentrations 0.5 pg/mL; 1.0 pg/mL; 2.0 pyg/mL; 2.5 pg/mL;
and 5.0 pg/mL for Cefadroxil. The relative standard deviation of the within-day assays for the CEF was: 1.78% and
the relative standard deviation of the day-to-day assays for the CEF was: 1.98%. The limit of detection was 0.10
pg/mL and the limit of quantification was 0.30 pg/mL.

Key words: Cefadroxil, human serum.

Introduccion

El cefadroxilo (CEF) 7-(D-(-)-a-amino-o-(4-hidroxi-
fenil) acetamido)-3-metil-3-cefem-4-acido carboxilico
(figura 1) (Valassis y col., 1999) es una cefalosporina
semisintética de primera generacion, que posee acti-
vidad antimicrobiana contra cepas de Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Escherichia
coli, Klebsiella species 'y Staphylococcus aureus re-

*
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sistentes a la penicilina (Buck y col., 1977; Pfeffer y
col., 1977).

El antibi6tico es rapida y completamente absor-
bido en el tracto gastrointestinal. Presenta la ventaja
de tener una vida media larga y solamente se admi-
nistra dos veces al dia, a diferencia de otras cefalos-
porinas orales que deben administrarse tres o cuatro
veces al dia. Su mayor solubilidad lipidica facilita
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Estructura quimica del cefadroxilo

una mayor penetracion dentro de los tejidos y los
fluidos corporales, encontrandose altas concentra-
ciones de CEF en las amigdalas, los pulmones, los
huesos, los musculos, la capsula sinovial, la prostata,
los tejidos ginecologicos, la piel y los fluidos corpora-
les, incluyendo el fluido pleural, el humor acuoso;
ademas atraviesa la placenta y se excreta en la leche
materna (Drug Information Handbook, 2005).

Su uso esta indicado en pacientes con faringitis,
infecciones del tracto respiratorio inferior, infeccio-
nes biliares, infecciones cutaneas y de tejidos blan-
dos, infecciones genitourinarias, infecciones 6seas,
infecciones en quemaduras, otitis media aguda y
sinusitis (Garrigues y col., 1991; Drug Information
Handbook, 2005).

Existen numerosas situaciones en donde se re-
quiere el analisis cuantitativo de cefadroxilo. Los
analisis durante la elaboracién de las formulacio-
nes farmacéuticas son obligatorios; muchos estu-
dios farmacolégicos requieren de determinaciones
cuantitativas para establecer las cantidades en la
dosificacion, la toxicidad y las respuestas alérgicas,
asi como la deduccién de los mecanismos de resis-
tencia de las cepas bacterianas.

Para la cuantificacion del cefadroxilo se han em-
pleado diferentes métodos analiticos; los ensayos
microbiolégicos estan disponibles, pero no son es-
pecificos para un antibi6tico en particular. A fin de
lograr esta especificidad muchos métodos quimicos
emplean sistemas de separacion, como cromatogra-
fia de capa fina, cromatografia de gases, cromato-
grafia liquida de alta resolucion y la electroforesis
capilar (Farag, 1998).

Estos métodos descritos anteriormente presen-
tan como ventaja la separacion de CEF del fluido
bioldgico para su posterior andlisis; pero tienen la
desventaja de emplear un proceso previo a la extrac-
cién para separar las proteinas y de esta manera
poder cuantificar el CEF, lo que conlleva a una pér-
dida parcial de la muestra, ademas de extender el
tiempo del analisis encareciendo asimismo el méto-
do analitico. En el trabajo de Lindgren y col. puede
notarse que el tiempo de corrida de cada inyeccién
es de 11 minutos.
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El objetivo del presente proyecto es desarrollar
un método analitico exacto, preciso, reproducible,
sensible y econémico por Cromatografia Liquida de
Alta Resoluciéon (HPLC) en fase reversa, con detec-
cion ultravioleta, utilizando previamente un proceso
de separacion simple y confiable, que permita la
determinacion del cefadroxilo en el suero humano,
a diferencia de los métodos previamente publicados
donde se requiere un proceso de extraccion previa
mucho mas complejo.

Materiales y métodos
REACTIVOS Y MATERIALES

Acetato de Sodio Trihidratado, Acido Acético, Aci-
do perclérico, Acido tricloroacético, todos son grado
reactivo marca Riedel-De Haén AQG, Seelze-Hannover.
Buffer acetato de sodio pH 4,00. Metanol grado
HPLC marca Merck KGaA, Darmstadt, Alemania.
Cefadroxilo monohidrato BP lote 043034 100%p/p,
suministrado por Meyer Productos Terapéuticos.
Hidroclorotiazida (HCT) 99,57% p/p suministrado por
Laboratorios Leti. Las muestras de suero provienen
de sujetos sanos libres del Virus de Inmunodeficien-
cia Humana, libres de cefadroxilo y del estandar in-
terno, donadas por el Laboratorio de la Unidad de
Deteccion de Medicamentos y Quimica Clinica del
Instituto de Medicina Experimental (UNIDEME) de la
Universidad Central de Venezuela.

EQuipos

Cromatoégrafo Liquido de Alta Resolucion mar-
ca Waters, equipado con un inyector manual mo-
delo UBK, una bomba de distribucion de solventes
modelo 510, un detector ultravioleta modelo 484,
un modulo de datos modelo 745B, una columna
Lichrosorb® RP-18 de 30 cms de longitud y 10pm
de tamano de particula. La fase movil se filtro utili-
zando un equipo de filtracién Millipore® con un filtro
sostenedor Parte #4 (Filter Holder Part #4) que utili-
za los filtros Millipore tipo HA 0,45 pm (Estados
Unidos). Las muestras de suero fueron almacenadas
en un Frizer Ultra-Low de rango de temperatura de O
a —-60 °C y centrifugadas en una Centrifuga Refrige-
rada de Alta Velocidad marca Sorvall® RC-5B Du-Pont
Instruments.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Atenuacion: 4.

Ancho de pico (PW): 2

Longitud de onda de absorciéon: 264 nm.

Sensibilidad del detector: 0,02 AUFS.



METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN FASE REVERSA PARA LA DETERMINACION DE CEFADROXILO EN SUERO HUMANO

Tiempo de corrida: 8 minutos.
Velocidad de flujo: 1,4 mL/minuto.
Velocidad del papel: 0,5 cm/minuto.

Volumen de inyeccién: 20 mL.

PREPARACION DE LA FASE MOVIL

La fase movil se prepar6 mezclando una solu-
cion de buffer acido acético-acetato de sodio (pH
4,00) y metanol grado HPLC en una proporcion de
(85:15). Esta solucion fue filtrada a través de un
equipo de filtracién Millipore® Filter Holder Part #4
equipado con filtros Millipore tipo HA 0,45 pm, des-
gasificada por aplicaciéon de vacio y agitacion magné-
tica durante 5 minutos seguida por ultrasonido por
10 minutos.

SOLUCIONES ESTANDAR

Se prepararon diariamente las soluciones patro-
nes de trabajo a las concentraciones finales de 0,5,
1,0, 2,0, 2,5y 5 pg/mL, a partir de una soluciéon ma-
dre de CEF de concentracion final 50 pg/mL.

Se prepar6 diariamente la solucién de trabajo
del estandar interno a una concentracién final de
0,8 pg/mL, a partir de una solucion madre de concen-
tracion 40 pg/mL.

Las muestras de la mezcla combinada de suero
humano de varios voluntarios sanos, fueron recolec-
tadas en tubos de vidrio con tapa y congeladas a una
temperatura de -20 °C hasta el momento de ser ana-
lizadas. A dichas muestras se les adiciond6 la solu-
cién madre de CEF de 50 pg/mL hasta obtener las
concentraciones finales de 0,5, 1,0, 2,0, 2,5y 5,0

pg/mL.

PREPARACION DE LA MUESTRA DE SUERO HUMANO

Se ensayaron dos técnicas de precipitacion de
proteinas:

a) empleando una solucién de acido perclérico
al 30% v/v;y

b) utilizando una solucién de acido tricloroacé-
tico al 6% p/v.

El CEF y HCT (estandar interno) fueron separa-
dos de la mezcla combinada de suero humano por
una técnica de precipitacion de proteinas. En 2 tu-
bos de centrifuga Eppendorf® de polipropileno de
1,5 mL de capacidad, previamente rotulados, fueron
adicionados 50 pL de la mezcla combinada de suero
humano. En ambos tubos se anadieron cantidades
adecuadas de la solucion patron de CEF de 50 pg/mL
(de acuerdo con la concentracién de CEF a preparar
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para el posterior analisis) y 100 pL de la solucion de
HCT de 40 pg/mL. Al tubo 1 se agregd 100 pL de la
solucion precipitante de acido percloérico al 30% v/v,
mientras que al tubo 2 se adicion6 igual cantidad
pero de la solucién precipitante de acido tricloroacé-
tico al 6% p/v. Posteriormente, fue adicionada a
ambos tubos agua desionizada en cantidad sufi-
ciente para 1 mL; se agitaron en un vértex durante
15 segundos y centrifugaron durante 10 minutos a
12.000 revoluciones por minuto a una temperatura
de 10 °C.

Transcurrido el tiempo se procedi6 a transferir
una alicuota de 200 pL del sobrenadante y 800 pL
de la fase movil a un vial de vidrio de 3 mL de capa-
cidad con tapa; posteriormente la mezcla fue some-
tida a agitacion en el vortex durante 15 segundos.
Una alicuota de 20 pL de esta ultima solucion fue
inyectada en el cromatoégrafo liquido.

CURVA DE CALIBRACION DE CEFADROXILO EN SUERO.
RANGO DE CONCENTRACIONES DE 0,5 pa/mL; 1,0
pa/mL; 2,0 pa/mL; 2,5 pa/mL Y 5,0 pa/mL

En 6 tubos de centrifuga Eppendorf® de polipropi-
leno de 1,5 mL de capacidad, previamente rotulados,
fueron agregados 50 pL de la mezcla combinada de
suero humano. En los tubos 1, 2, 3, 4 y 5 se anadieron
50 pL, 100 pL, 200 pL, 250 pL y 500 pL, respectiva-
mente de la solucion patrén de CEF de concentracion
50 pg/mL y 100 pL de la solucién de HCT de concen-
tracion 40 pg/mL a cada uno de los tubos. En el tu-
bo 6, rotulado como blanco, se omitio la adicion de
las soluciones de CEF y HCT. Estos seis (6) tubos se
agitaron en el vortex por 15 segundos y posterior-
mente se procedid segun el método de preparacion
de la muestra de suero e inyeccion en el cromato6-
grafo liquido, previamente descrito. Las soluciones
resultantes se conservaron a -20 °C hasta ser em -
pleadas en el estudio de linealidad, precision y exac-
titud del método.

EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO ANALITICO

La precisién intradiaria (repetibilidad) del méto-
do fue expresada como la desviacion estandar rela-
tiva de cuatro curvas de calibracion de CEF idénticas
(rango de concentracion: 0,5 pg/mL; 1,0 pg/mL; 2,0
pa/mL; 2,5 pg/mL y 5,0 pg/mL), las cuales se prepa-
raron e inyectaron por triplicado en el cromatégrafo
liquido en un mismo dia.

La precision interdiaria (reproducibilidad) del
método se expresé como la desviaciéon estandar
relativa de tres curvas de calibracion de CEF idénti-
cas (rango de concentraciéon: 0,5 pg/mL; 1,0 pg/mL;
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2,0 pg/mL; 2,5 pg/mL y 5,0 pg/mL), las cuales se
prepararon e inyectaron en el cromatografo liquido
por triplicado durante tres dias consecutivos.

pleando un sistema HPLC en fase reversa y la fase
movil constituida por buffer acetato a pH 4,00: meta-
nol (85:15). La velocidad de flujo de 1,4 mL/min de
la fase movil resultd en un tiempo de analisis de sie-
te minutos que es menor al reportado en la literatura
(Lindgren, 1987).

La exactitud del método fue expresada como el
porcentaje de recuperacion obtenido en las mues-
tras durante los ensayos de precisién intradiaria e
interdiaria.

) ) TRATAMIENTO DEL SUERO
LiMITE DE DETECCION

Para minimizar la interferencia de los compues-
tos endbégenos del suero se utilizo la técnica de pre-
cipitacion de proteinas en el suero con una solucion
de acido perclérico al 30% v/v. La seleccion de di -
cho agente precipitante se bas6 en lograr una buena
separacion entre el Cefadroxilo, el estandar interno
y los compuestos endégenos del suero humano,
obteniéndose una recuperacion relativa del cefa-
droxilo superior a 90% mientras que, con el agente
precipitante acido tricloroacético no se obtuvo una
separacion adecuada entre los componentes men-
cionados y la recuperacion relativa del cefadroxilo
fue inferior a 70%. El esquema de la figura 2 mues-
tra el procedimiento que fue seleccionado para de-
terminar y cuantificar CEF en el fluido biolégico.

El limite de deteccién corresponde a la menor
concentracion de analito que puede detectarse,
pero no necesariamente cuantificarse en una mues-
tra, en las condiciones establecidas para el analisis y
se expresa en unidades de concentracion. Su deter-
minacion puede efectuarse de manera experimen-
tal, inyectando por triplicado una muestra del analito
que produzca una respuesta con respecto al blanco,
cuya relacion senal/ruido sea igual a 3:1 o 2:1. Para
llevar a cabo esta determinacién experimental se
procedié a preparar 5 soluciones de concentracion
0,4 pg/mL, 0,3 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,1 pg/mLy 0,08
pg/mL de CEF segun el método de preparacion de la
muestra de suero e inyeccion en el cromatografo li-
quido, previamente descrito. Estas soluciones fue-
ron preparadas e inyectadas en el cromatografo por
triplicado durante 3 dias consecutivos.

El limite de deteccién puede asi mismo determi- Patron

narse de manera matematica, empleando para ello
la férmula enunciada por la International Conference 50pL de la mezcla combinada de suero
on Harmonisation (ICH). ¢

LiMITE DE CUANTIFICACION Patrén de CEF (50 pg/mL) 100 pL de HCT (40 pg/mL)

El limite de cuantificacion se define como la me- l

nor concentracion de analito que puede determinar-
se con precision y exactitud bajo las condiciones
establecidas para el analisis y se expresa en uni-
dades de concentracion. Su determinacion puede
efectuarse de manera experimental, inyectando por
triplicado una muestra del analito que produzca una
respuesta, con respecto al blanco, cuya relacion se-
nal/ruido sea igual a 10:1. Para su determinacion se
emplearon las soluciones preparadas en la determi-
nacion de limite de deteccion previamente descrita.

Asi mismo, el limite de cuantificacion puede de -
terminarse de manera matematica empleando para
ello la fébrmula enunciada por la International Con-
ference on Harmonisation (ICH).

Resultados y discusion

CROMATOGRAFIA

Se obtuvo una separaciéon bien definida entre el
CEF, HCT y los compuestos enddgenos del suero em-
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100 pL de la soluciéon de acido perclérico
al 30% v/v

\

Agitar por 15” en el vortex

¢

Centrifugar por 10 min. a 12.000 rpm a 10 °C

\]

Retomar 200 pL del sobrenadante y adicionar 800 pL
de fase moévil a pH 4,00

i

Inyectar 20 pL de esta solucion en el cromatégrafo liquido

Figura 2
Esquema de la técnica de precipitacién
de proteinas en el suero humano
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Puede observarse en el mismo que CEF y HCT son
extraidos del suero por un proceso simple. En la figu-
ra 3 se muestra el cromatograma obtenido después
de la inyecciéon del blanco de la mezcla combinada
de suero humano preparada como fue descrito pre-
viamente, e inyectada en el cromatégrafo liquido. En
la figura 4 se puede observar el cromatograma obte-
nido con la inyeccion de la solucion patrén de CEF
(concentracién 2,0pg/mL) y el patréon interno HCT
(concentracién 0,8 pg/mL) en la mezcla combinada
de suero humano. Los tiempos de retencién fueron:
3,66 minutos y 5,99 minutos, respectivamente.

I3 0O

© Figura 3

Cromatograma
correspondiente

ala inyeccién del blanco
de la mezcla combinada
de suero humano

CEF

3.66

HCT

5.99

Figura 4

Cromatograma
correspondiente a la
inyeccién de una solucién
patrén de CEF
(concentracién 2,0 pg/mL)
y HCT (patrén interno,
concentracién 0,8 pg/mL)
en la mezcla combinada
de suero humano

LINEALIDAD Y SENSIBILIDAD DEL METODO ANALITICO

El estudio de linealidad del método en la mezcla
combinada de suero humano se realizé6 mediante la
construccion de la curva de calibracion en la que se
representa, en el eje de las ordenadas, la relacion
area de los picos CEF/HCT contra la concentraciéon
sérica de CEF en el eje de las abscisas.
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La curva corregida por el método de regresion de
los minimos cuadrados resulté en la siguiente ecua-
cion: Y= 0,5568 X — 0,04235; con un coeficiente de
correlacion (r?) de 0,99977 (Figura 5).

3 Curva de Calibracion

2,5

’= 0,99977
y= 0,5568 x - 0,04235

Relacion Area del pico
CEFArea del pico HCT

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion sérica de CEF(ug/ml)

Figura 5
Curva de calibracién de cefadroxilo en suero humano. Rango
de concentraciones: 0,5 png/mL; 1,0 pg/mL; 2,0 pg/mL; 2,5
pg/mL;y 5,0 pg/mL.

LiMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

El limite de deteccién fue calculado siguiendo las
técnicas descritas en la seccion de materiales y
métodos. Mediante el empleo de la férmula matema-
tica, el valor correspondiente al limite de deteccion
fue 0,10 pg/mL de CEF. De igual manera, con el cro-
matograma de la concentracion de CEF 0,10 pg/mL
se obtuvo la relacién senal/ruido 3:1 (establecido en
la literatura como Limite de Deteccion (ICH)).

El limite de cuantificacion se determiné siguien-
do las técnicas descritas en la seccion de materiales
y métodos. Mediante el empleo de la fébrmula mate-
matica, el valor correspondiente al limite de cuanti-
ficaciéon fue 0,30 pg/mL de CEF; del mismo modo,
con el cromatograma de la concentracion de CEF
0,3 pg/mL se obtuvo la relacién senal/ruido 10:1
(establecido en la literatura como Limite de Cuan-
tificacion (ICH)), cuyo valor se corresponde con el
obtenido matematicamente.

EXACTITUD Y PRECISION

Nuestros resultados demuestran una desviaciéon
estandar inferior a la reportada en la literatura
(Quanyun y col., 1999; Samanidou y col., 2003). En
efecto, la desviacion estandar relativa promedio pa-
ra CEF en los ensayos intradiarios fue 1,78% (Tabla
I). De igual modo, la desviacién estandar relativa
promedio para CEF en los ensayos interdiarios fue
1,98% (Tabla II) y represent6 una desviacion inferior
a la reportada en la literatura (Samanidou y col.,
2003). Finalmente, el porcentaje de recuperacion
obtenido en el ensayo de precision intradiaria oscilo
entre 95,80% y 97,27%; mientras que el porcentaje
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Tabla I
Precisién y exactitud intradiaria de cefadroxilo en las muestras de la mezcla combinada
de suero humano a cinco niveles de concentracién

Concentraciéon % Promedio % DER? Nimero
de CEF pg/mL de recuperacion de muestras
0.5 97,27 1,84 4
1,0 96,85 1,27 4
2,0 96,64 1,88 4
2,5 96,02 1,99 4
5.0 95,80 1,46 4
% de desviacién estandar relativa promedio: 1,78%

Se realizaron cuatro curvas de calibracion independientes, preparadas en el mismo rango de concentracion e inyectadas por triplicado

durante el mismo dia. a= Desviacion estandar relativa.

Tabla 11
Precision y exactitud interdiaria de cefadroxilo en las muestras de la mezcla combinada
de suero humano a cinco niveles de concentracion.

Concentraciéon % Promedio % DER2 Niumero
de CEF pg/mL de recuperacion de muestras
0,5 96,63 1,90 9
1,0 96,20 2,14 9
2,0 97,89 1,67 9
2,5 94,38 2,34 9
5,0 95,25 1,69 9
% de desviacion estandar relativa promedio: 1,98%

Se realizaron tres curvas de calibraciéon independientes, preparadas diariamente en el mismo rango de concentracién e inyectadas por
triplicado durante tres dias consecutivos. a= Desviacion estandar relativa.

de recuperacién obtenido en el ensayo de precision
interdiaria oscil6 entre 94,38% y 97,89%.

Conclusiones

En resumen, el método de analisis por HPLC con
deteccioén ultravioleta para la determinacién de ce-
fadroxilo en el suero humano requiere pequenas
cantidades de muestra; es un método reproducible,
sensible, selectivo, exacto y preciso, con un limite
de deteccién de 0,10 pg/mL y de cuantificacion de
0,30 pg/mL de CEF.

La determinacion de la concentraciéon de anti -
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biéticos en fluidos biologicos tales como el suero es
importante para el calculo de los parametros farma-
cocinéticos y la realizacion de los estudios de bio-
disponibilidad, por lo que consideramos que este
método analitico tiene aplicacién para estos fines.
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Secondary metabolites
from Podocalyx loranthoides

Metabolitos secundarios de Podocalyx loranthoides

BetH DiAz!, REINALDO S. COMPAGNONEZ, ALIRICA I. SUAREZ!*

Resumen

La investigacion quimica de los extractos organicos obtenidos de las hojas de Podocalyx loranthoides, condujo al
aislamiento de dos biflavonoides: putraflavona y podocarpus flavona A. Los triterpenos, 3-hidroxi-f-amirina, friedeli-
na, pachinosol, friedelinol y estigmasterol fueron igualmente identificados, y adicionalmente una serie de hidrocar-
buros alifaticos tales como: tetradecano, octadecano, nonadecano y hexadecano. Se proponen las estructuras de
todos los compuestos a partir de su data espectroscopica de RMN en 1D y 2D, IR, EM y por comparacién con datos
de la literatura.

Palabras clave: Podocalyx loranthoides, Euphorbiaceae, triterpenoides, biflavonoides.

Abstract

Chemical investigation of organic extracts from the leaves and stems of Podocalyx loranthoides, resulted in the isola-
tion of two biflavonoids: putraflavone, and podocarpus flavone A. The triterpenes, 3-hidroxy-f-amirin, friedelin,
pachynosol, friedelinol and stigmasterol were also isolated and, additionally a series of aliphatic hydrocarbons such
as: tetradecane, octadecane, nonadecane, hexadecane The structures of all compounds were proposed from their

spectral data ('H, '3C, HMQC, HMBC, IR and MS) and comparison with those reported in the literature.

Key words: Podocalyx loranthoides, Euphorbiaceae, triterpenoids, biflavonoids

Introduction

The family Euphorbiacea, with more of 320 gene-
ra and 8500 species is one of the largest in the tropi-
cal and subtropical area of the world (Webster et al.,
1999). The Euphorbiaceae has been source of seve-
ral interesting compounds showing a wide spectra of
pharmacological properties such as: antihypertensi-
ve (Silva et al., 2005); cytotoxic (Roengsumran et al.,
2001 ; Pettit et al., 2002); antinflammatory (Hohman
etal., 1997, Vaisberg et al., 1989); antinociceptive
(Santos et al., 1995).

We were, therefore, interested in examining the
plant Podocalyx loranthoides Klotzsch belongs to the
Euphorbiaceae family, selected as part of an ongoing
research where we study the chemistry and pharma-
cology of the euphorbiaceae plants of Venezuela

(Suarez et al., 2003, 2004, 2005, 2006). Podocalyx
loranthoides grows as small tree in warm regions of
Brasil, Colombia, Peru and, in the south part of Vene-
zuela (Steyermark et al., 1999). Locally is known as
«palo de agua dulce» and «reventillo». It was conside-
red the only specie classified under the genus Po -
docalyx. No report on the chemical constituents of P.
loranthoides was found except the work where we
describe the isolation of the biflavones, Podocarpus-
flavone A and Putraflavone (Suarez et al., 2003).

Materials and Methods
PLANT MATERIAL

The leaves and stems of Podocalyx loranthoides
were collected where of Sipapo river converge with

I Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela, Apartado 40109, Caracas, Venezuela
2 Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela.
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Cuao river at Amazonas state, Venezuela in June
2000. Its identity was confirmed by Dr. Anibal Casti-
llo, and a voucher specimen (AC2710) has been de-
posited in the National Herbarium of the Botanical
Garden of Caracas.

EXTRACTION AND ISOLATION

Dried and powdered leaves (595.50 g) of P. lo-
ranthoydes were extracted via sohxlet with solvents
of increasing polarity, hexane, dichloromethane, and
ethyl acetate. Evaporation of the solvents under re-
duced pressure furnished 18.7 g, 9.2 gand 7.0 g res-
pectively, of crude extracts. One portion of each
extract was chromatogdgraphed separately over silica
gel and eluted with hexane, gradually increasing the
polarity with dichloromethane, ethyl acetate and then
methanol. From the column chromatography of part
of hexane extract (1.7), 100 fractions were collected
and monitored by TLC, similar fractions were combi-
ned and purified by successive column chromatogra-
phy to furnishing a series of aliphatic hydrocarbons
such as: tetradecane, octadecane, nonadecane, he-
xadecane, which were characterized by mass spectro-
metry. From the dichloromethane extract (1.8 g)
which was subjected to column chromatography over

silica gel eluted with (CHCl5: EtOAc 1:1 until 1:9
MeOH:EtOAc, were collected 25 fractions. After eva-
poration of the solvent and precipitation in methanol,
one of the subfractions gave putraflavone (1) (43.0
mg ) (Suarez et al., 2003). By similar procedure with
different fractions of the described column chromato-
graphy, podocarpusflavone A (2) (50.4 mg) was isola-
ted. The EtOAc extract (0.50 g) was subjected to a
chromatography using RP-18 eluted with MeOH-H,O
(1:1) to gave also as the major components, putrafla-
vone (1)(12.3 mg ) (Harborne., 1986) and podocar-
pusflavone A (2) (39.1 mg).

Similar procedure was carried out with the stem
extracts (560 g), the fractionation of the hexane ex-
tract (2.40 g) submitted to column chromatography
afforded the triterpenes, 3-hidroxy-f}-amirine (3) (15
mg) (Mahato and Kundu, 1994), and friedelin (4)
(Gotlieb et al., 1985). From the EtOAc extract, the
following compounds were isolated, pachynosol (5)
(9.2 mg) (Mahato and Kundu, 1994), friedelinol (6)
(Queiroga et al., 2000) and the steroid stigmasterol
(7) (Holland et al., 1978).The structures of all com-
pounds were proposed from their spectral data ('H,
13C, HMQC, HMBC, IR and MS) and comparison with
those reported in the literature.

HO
23

3-Hydroxy-p-amyrin (3) Friedelina (4)

Friedanol (6)

Stigmasterol (7)

Podocarpusflavone A (2)

Pachynosol (5)

Figura 1
Chemical
structures

of isolated
compounds
from Podocalyx
loranthoides
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GENERAL PROCEDURES

The IR spectra were recorded on a SHIDMAZU
470 spectrometer. Melting points were determined
on a Fisher-Johns melting point apparatus and are
uncorrected. NMR spectra were recorded with a
JEOL Eclipse 270 spectrometer operating at 270
MHz and a Bruker DRX-500 with CDCl3 DMSO, and
acetone-dg as solvent and TMS as internal standard.
Low-resolution mass spectra were measured in a VA-
RIAN Saturn 2000 and high resolution mass spectra
(HRMS-CI) were measured on a JEOL JMS-AX505WA.
Optical rotations were measured in a Lynos Photo-
nies Type SR6, Spannung. TLC analyses were carried
out on precoated silica gel G54 (Merck) plates and
the spots were visualized by UV (254 nm) irradiation
and reaction with p-anisaldehyde/H,SO,/HOAC rea-
gent. For column chromatography, silica gel 60 (Merk
100-200 mesh) and RP-18 silica gel were used.

Putraflavone (1). Yellow solid, mp 240-243 °C;
IR (KBI) Ymax/cm-! 3300 (OH), 1660, 1657; RMN 'H
(270 MHz, DMSO-dg) & ppm: 3,74 (s, 1H, 4°-OCH3);
3.81 (s, 1H, 7-OCH3); 6.34 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6);
6.42 (1H, s, H-6); 6.76 (1H, d, J= 2,2 Hz, H-8); 6.88
(1H, s, H-3); 6.89 (1H, s, H-3); 6.92 (2H, d, J= 8,6
Hz, H-3°, H-57); 7.16 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5); 7.66
(2H, d, J = 8,9 Hz, H-2°, H-6); 7.99 (1H, da, H-6");
8.05 (, 1H, da, H-2"); 12.97 (1H, s, 5-OH); 13.07
(1H, s, 5-OH).RMN !3C (75 MHz, DMSO-dg) 8 ppm:
56.1 (4°-OCHs); 56.6 ( 7-OCH3z); 93.2 (C-8); 98.6
(C-6); 99.2 (C-6); 103.7 (C-3); 103.8 (C-3); 104.2
(C-8); 104.5 (C-10); 105.2 (C-10); 115.1 (C-3°, C-5%);
116.7 (C-5); 120.5 (C-3"); 121.4 (C-17); 123.5 (C-17);
128.5 (C-6°, C-2°, C-6"); 131.9 (C-27); 155.1 (C-9);
157.8 (C-9); 160.2 (C-4°); 160.8 (C-5); 161.1 (C-5);
162.4 (C-7); 162.8 (C-47); 163.8 (C-2); 164.6 (C-2);
165.6 (C-7); 182.5 (C-4); 182.7 (C-4).

Podocarpusflavona A (2) Yellow solid, mp 228-
230 °C; IR (KBI) Ymax/cm-! 3500 (OH), 1660, 1659;
RMN 'H (270 MHz, DMSO-dg) § ppm: 3.75 (1H, s, 4°-
OCHsj); 6.18 (1H, d, J= 2,2 Hz, H-6); 6.42 (1H, s, H-
6); 6.46 (1H, d, J= 2,1 Hz, H-8); 6.82 (1H, s, H-3);
6.83 (1H, s, H-3); 6.93 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-3", H-
5%);7.15(1H,d, J= 8,4 Hz, H-5"); 7.67 (2H, d, J =
8,9 Hz, H-2°, H-6"); 7.97 (1H, dd, J= 8,6 Hz; 2,4 Hz,
H-6"); 8.01 (1H, d, H-2"); 12.95 (1H, s, 5-OH); 13.05
(1H, s, 5-OH). RMN !3C (75 MHz, DMSO-dg) & ppm:
56.1 (4°-OCH3); 94.6 (C-8); 99.2 (C-6); 99.3 (C-6);
103.5 (C-3); 103.8 (C~-10); 104.2 (C-3, C-10); 104.4
(C-8); 115.0 (C-3°, C-5); 116.3 (C-5°); 120.5 (C-1°,
C-3%); 123.5 (C-1"); 128.5 (C-2°, C-2°, C-6"); 131.9
(C-6%); 155.0 (C-9), 158.0 (C-9); 160.0 (C-4"); 161.9
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(C-5); 162.5 (C-4"); 162.8 (C-5); 163.0 (C-2); 164.6
(C-2); 165.0 (C-7); 166.0 (C-7); 182.2 (C-4); 182.7
(C-4).

3-Hydroxy-B-amirin (3), white solid, 196-198
°C, 'H NMR (500 MHz, CDCls);d:

0.73-1.88 (23H, m, H-1, H-2, H-5, H-6, H-7, H-
9, H-11, H-15, H-16, H-18, H-19, H-18, H-21, H-
22); 0.76 (3H, s, H-24); 0.81 (3H, s, H-25); 0.92
(3H, s, H-23); 0.96 (s, 3H, H-30); 1.02 (3H, s, H-29);
1.18 (3H, s, H-28); 1.20 (3H, s, H-26); 1.23 (3H, s,
H-27); 3.34 (1H, m, H-3); 5.15 (1H, sa, H-12). RMN
13C (75 MHz, CDCls) § ppm: 15.3 (C-25); 16.8 (C-26);
18.0 (C-6); 22.4 (C-24); 23.5 (C-11); 23.7 (C-30);
26.1 (C-15); 26.2 (C-27); 27.0 (C-2); 27,4 (C-16);
28.3 (C-23); 28.4 (C-28); 31.1 (C-20); 32.5 (C-7, C-
17); 33.4 (C-29); 34,8 (C-21); 37.0 (C-8); 37.2 (C-1,
C-22); 37.4 (C-10); 40.0 (C-4); 41.8 (C-14); 46.6 (C-
19); 47.2 (C-9); 47.4 (C-18); 48.9 (C-5); 76.3 (C-3);
121.8 (C-12); 145.2 (C-13).

Friedelin (4), white solid, mp 260-262 °C, 'H
NMR (500 MHz, CDCl5); 1.26-2.40 (m, 25H, H-1, H-
2, H-6, H-7, H-8, H-10, H-11, H-12, H-15, H-16, H-
18, H-19, H-21, H-22); 0,70 (3H, s, H-24); 0.84
(3H, s, H-25); 0.87 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-23); 0.93
(3H, s, H-30); 0.98 (3H, s, H-29); 1.03 (3H, s, H-26);
1.16 (3H, s, H-27); 1.23 (3H, s, H-28); 2.20-2.28
(1H, m, H-4). 6.9 (C-23); 14.7 (C-24); 18.0 (C-25);
18.3 (C-7); 18.7 (C-27); 20.3 (C-26); 22.3 (C-1); 28.2
(C-20); 30.1 (C-17); 30.6 (C-12); 31.8 (C-29); 32.2
(C-28); 32.5 (C-15); 32.9 (C-21); 35.1 (C-30); 35.4
(C-19); 35.7 (C-11); 36.1 (C-16); 37.5 (C-9); 38.4 (C-
14); 39.3 (C-22); 39.8 (C-13); 41.4 (C-6); 41.6 (C-2);
42.2 (C-5); 42.9 (C-18); 53.2 (C-8); 58.3 (C-4); 59.6
(C-10); 213.2 (C-3).

Pachynosol (5), white solid, 196-198 °C, 'H
NMR (500 MHz, CDCl5); : 0.70(3H, s, H-24); 0.88
(3H, s, H-25); 0.93 (3H, s, H-30); 0.95 (3H, s, H-29);
0.98(3H, s, H-26); 1.01(3H, H-27); 1.16 (3H, H- 28 );
3.61 (1H, sa, H-16); 1.15 -2.80 (m, H-1, H-2, H-6, H-
7. H-18, H-19, H-21, H-22). 13C NMR (75 MHz,
CDCl5): d 22.5 (C-1), 41.3 (C-2), 55.6 (C-3), 42.8 (C-
4y, 41.2 (C-5), 18.7 (C-6), 53.2 (C-7), 37.5 (C-8),
37.5 (C-9), 56.6 (C-10), 35.4 (C-11), 29.3 (C-12),
39.7 (C-13), 39.7 (C-14), 43.5 (C-15), 75.1 (C-16),
32.4 (C-17), 42.3 (C-18), 35.5 (C-19), 28.2 (C-20),
33.9 (C-21), 36.0 (C-22), 6.7 (C-23), 14.8 (C-24),
19.0 (C-25), 20.3 (C-26), 32.2 (C-27), 28.2 (C-28),
31.8 (C-29), 35.1 (C-30).

Friedanol (6), white solid, 196-198 °C, 'H NMR
(500 MHz, CDClx); 8: 0.68 (3H, s, H-24); 0.84 (3H, s,
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H-23); 0.86 (3H, s, H-25); 0.87 (3H, s, H-30); 0.96
(3H, s, H-29); 0.98 (3H, H-26); 1.02 (3H, H-27); 1.26
(3H, H-28). '3C NMR (75 MHz, CDCl5): 6 17.0 (C-1),
31.8 (C-2), 77.5 (C-3), 55.0 (C-4), 37.5 (C-5), 41.0
(C-6),22.5 (C-7), 52.9 (C-8), 35.6 (C-9), 61.0 (C-10),
35.4 (C-11), 29.7 (C-12), 37.5 (C-13), 38.9 (C-14),
30.5 (C-15), 35.5 (C-16), 30.0 (C-17), 42.0 (C-18),
35.4 (C-19), 28.2 (C-20), 32.5 (C-21), 40.6 (C-22),
11.0 (C-23), 14.2 (C-24), 18.4 (C-25), 18.6 (C-26),
20.3 (C-27), 31.8 (C-28), 35.1 (C-29), 32.2 (C-30).

Stigmasterol (7). White solid, 127-130 °C, 'H
NMR (500 MHz, CDCls); 8: 0.66 (3H, s, H-18); 1.48
(1H, s, H-2a); 1.50 (1H, m, H-24); 1.51(1H,m, H-7a);
1.83 (1H, m, H-2b); 1.98 (1H, m, H-7b); 2.00 (1H, m,
H-20); 2.26 (1H, m, H-4); 3.50 (1H, m, H-3); 4.99
(1H, dd .8.60, 15.20 Hz, H-23); 5.13 (1H, dd, 8.60,
15.20 Hz, H-22); 5.32 (brs, H-6). '3C NMR (75 MHz,
CDCl5): d 37.3 (C-1), 31.1 (C-2), 71.9 (C-3), 42.4 (C-
4), 140.8 (C-5), 121.8 (C-6), 31.9 (C-7), 36.2 (C-8),
50.2 (C-9), 36.6 (C-10), 21.1 (C-11), 39.8 (C-12),
42.3 (C-13), 56.9 (C-14), 24.4 (C-15), 28.9 (C-16),
56.0 (C-17), 12.3 (C-18), 19.4 (C-19), 40.6 (C-20),
19.9 (C-21), 138.4 (C-22), 129.5 (C-23), 51.3 (C-
24), 29.2 (C-25), 19.0 (C-26), 21.3 (C-27), 25.5 (C-
28), 12.1 (C-29).

Results and discussion

A total of eleven compounds were isolated from
the organic extracts of the stems and leaves of FPo-
docalyx loranthoides by repeated chromatographic
separation over silica gel. The structures of the isola-
ted compounds were deduced by extensive NMR and
mass spectral analyses. The EI mass spectra of com-
pound 4 gave an ion peak at m/z 426 corresponding
to a molecular formula CsoHs,0. The '3C NMR spec-
trum displayed a total of 30 carbons signals. The
DEPT NMR experiment, indicated that 7 carbons are
quaternary ones, including a ketone group; and the
rest of 23 carbons were classified as 8 methyls, 11
methylenes, 4 methines and 7 quaternary carbons.
The 'H NMR spectrum of compound 4 showed 7
three proton singlets at 6 0.70, 0.84, 0.87, 0.93,
0.98, 1.03, 1.16 and a doublet (J = 6.4 Hz) centered
at  0.87. These were attributed to methyl groups pre-
sent in a triterpene type friedelane. On the basis of
the above spectral features, compound 4 was charac-
terized as friedelin, the identity of which was further
substantiated by comparison of its spectroscopic
data with published values (Gottlieb et al., 1985).
This is the first report of occurrence of friedelin from
P. loranthoides. The compounds 3, 5, 6, 7 were cha-
racterized by comparison of their 'H NMR and '3C
NMR spectral data with published one as well as by
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co-TLC with authentic samples. The 'H and '3C NMR
of three compounds showed signals due to hydroxyl
group and tetracyclic triterpenes; detailed analysis of
the NMR spectra with the aid of 'H-'H, 'H-13C, and
long range 'H-!3C, suggested that they were well
known structures identified as: 3-hydroxy-,-amirin
(3). pachynosol (5), and friedanol (6).

The known natural steroid 7, was identified by
analysis of their spectral data and comparison with li-
terature values, mainly !3C NMR chemical shifts des-
cribed for stigmasterol (7).

Podocarpusflavone A (2) was identified mainly
by analysis of 'H and '3C NMR and specially HMQC
and HMBC experiments. The 'H NMR spectrum sho-
wed signals typical of a flavonoid structure. Two che-
lated hydroxyl groups were observed at 6 12.95 and
13.05 ppm.

The '3C NMR spectrum of compound 2 showed
31 signals, showing two carbonyl groups at 6 182.2
and 182.7 ppm. Among the aromatic carbons, one
methoxyl group was also found at & 56.1 ppm. The
presence of two carbonyls, suggesting a flavonoid
dimmer, which contain two flavone units. The analy-
sis of HMBC spectrum data was very important to
identify the linkage between the flavonoid units. The
cumulated data from the HMBC experiment indica-
ted characteristic correlations which defined the po -
sition of each aromatic ring The data of NMR spectra
related to splitting pattern and coupling constants al-
so suggested a pentasubstituted aromatic ring with a
5,7-dioxigenation pattern for the A ring of one flavo-
ne. Finally carefully comparison of our data with tho-
se published for podocarpusflavone A, indicated
that the compound 2 has the same structure. Addi-
tional the position of the methoxyl group was done
by UV spectral analysis using AICls reagent.

The compound 1 was analyzed under the same
criteria used for podocarpuflavone A (2). The major
difference between this compound and the previous
described, was the presence of two methoxyl groups.
Comparison with the literature data indicated that the
compound 1 is the well known biflavone putraflavo-
ne (1) (Suarez et al., 2003).Unequivocal assignments
of NMR signals were obtained by long-range correla-
tions. The location of the OMe on positions 7 and 4’
was established by Difference NOE experiments bet-
ween H-6/H-8 and OMe-7 (0 3.82), and between H-
3’/H-5" and OMe-4 (6 3.76), respectively.

The structure of aliphatic compounds tetradeca-
ne, octadecane, nonadecane and hexadecane were
established by mass spectroscopic. All the com-
pounds herein described are reported as the princi-
pal metabolites found in the first phytochemical
analysis of the plant Podocalyx loranthoides.
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Conclusion

The latest revision of the Euphorbiacea, which
reported 320 dgenera, lists only the species Podoca-
lyx loranthoides Klotzsch under the genus Podocalyx
(Steyermark et al., 1999). Many species under the
big family Euphorbiaceae are particularly rich in ter-
penoids, specially diterpenes and triterpenes (Lima
et al., 2003; Merrit and Ley, 1992, Rocha Barbosa et
al., 2003, Salatino et al., 2007), several genus are al-
so reported with high concentrations of biflavonoids
as principal constituents, making this class of com-
pounds valuable chemotaxonomic markers under
the spurge family (Caneldn et al., 2005; Del Rayo-
Camacho et al., 2000; Hnatyszyn et al., 1987). The
results herein reported, showed that the triterpenes
and, biflavones, principal constituents founds in the
aerials parts of P. loranthoides, are compounds which
have been previously isolated in the Euphorbiacea
family. This finding, the presence of the previously
described compounds in Podocalyx loranthoides,
strongly supports the placement of the genus Podo-
calyx under the Euphorbiaceae. All the constituents
are in agreement with the assignment of this genus
under the spurge family. However, interestingly, after
finish this research we found recently in the literatu-
re, a new classification for this species, now Podo -
calyx loranthoides is included under the Malpighiales
family (APG II, 2003), but our results, like we descri-
be previously in this paper, strongly support the che-
mical characterization of the Podocalyx under the
Euphorbiaceae.
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Efecto de la Hipoxia Intermitente Cronica
sobre la Nitracion y la Fosforilacion de las
Kinasas reguladas por senales extracelulares
en la Corteza Primaria del Cerebro de la Rata

DANELA URRECHEAGA "2, ALFREDO CsiBiZ, PATRICK LEvYZ,
SERGE BOTTARIZ Y ANITA ISRAEL!

Resumen

La hipoxia intermitente crénica (HIC) emerge como un problema de salud publica de alta prevalencia y constituye
una de las principales causas de las alteraciones sustanciales de tipo neuroconductual y cardiovasculares en pacien-
tes adultos y en desarrollo. En el presente trabajo evaluamos el efecto que ejerce la HIC sobre la senalizaciéon de las
Kinasas reguladas por senales extracelulares (ERK 1/2) en la corteza cerebral de la rata. Demostramos, por primera
vez, que la HIC induce nitracién y activacién de las ERK 1/2 en la corteza cerebral de la rata. El pretratamiento in
vivo con candesartan inhibi6 la nitracion y la fosforilacion de las ERK1/2 inducidas por la HIC en la corteza cerebral.
Nuestros hallazgos apuntan hacia un papel de la nitracion en la via de senalizacién de las MAPK cerebrales durante la
HIC, e indican que estos efectos estan mediados a través de la estimulacién del receptor AT, de la angiotensina II.

Palabras clave: Hipoxia intermitente crénica, ERK1/2, angiotensina II, nitracién, fosforilacién.

Abstract

Chronic intermittent hypoxia (CIH) has emerged as a significant and highly prevalent public health problem that
imposes substantial neurobehavioral and cardiovascular morbidities in both adult and developing patients. We eva-
luated the effect of CIH on the extracellular signal-regulated kinase (ERK 1/2) signaling in rat brain cortex. Our pre-
sent results demonstrate, for the first time, that CIH induces nitration and activation of ERK 1/2. ERK 1/2 nitration
and phosphorylation was inhibited by candesartan in vivo pre-treatment. Our results support a role of nitration in
brain MAPK signaling pathway during CIH and they indicate that brain AT, receptor are involved in ERK 1/2 activation.

Key words: Chronic intermittent hypoxia, ERK1/2, angiotensin II, nitration, phosphorylation.

Introduccion

El sindrome de apnea obstructiva del sueno es
una condicién clinica que se manifiesta por la ocu-
rrencia de episodios repetidos de obstruccion del
flujo de aire en las vias aéreas superiores, de forma
parcial o completa, durante el sueno (Yamauchiy
col., 2005). Este sindrome afecta entre el 2 y 4% de
la poblaciéon adulta, encontrandose implicado en la
patogénesis de varias enfermedades cardiovascula-
res incluyendo la hipertension sistémica y pulmonar,
la insuficiencia cardiaca congestiva, las arritmias car-

diacas y la ateroesclerosis (Yamauchi y col., 2005).
Los pacientes que sufren de este sindrome presen-
tan hipoxia intermitente, hipercapnea intermitente,
cambios en la presion intratoraxica, activacion del
sistema simpatico y fragmentacién del sueno duran-
te la noche. De manera que la hipoxia intermitente
créonica (HIC) es un sindrome que causa situaciones
fisiopatologicas serias y podria considerarse como
uno de los principales mecanismos que causa altera-
ciones cardiovasculares y neurocognitivas en estos
pacientes.

1 Laboratorio de Neuropéptidos, Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela.
Laboratoire d’Hypoxie: Physiopathologies-Respiratoires et Cardio-vasculaires Faculté de Médecine, Université Joseph Fourier,
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Se ha demostrado que la hipertension arterial
causada por la hipoxia en pacientes que sufren de ap-
nea obstructiva del sueno se debe principalmente a
un incremento de la actividad del sistema simpatico,
a la generacion de estrés oxidativo y a un incremento
de la actividad del sistema renina angiotensina (SRA)
(Nanduri y col., 2001; Manukhina y col., 2006; Sica y
col., 2000; Fletcher, 2001; Yuan y col., 2004). Existe
una asociacion entre la hipoxia intermitente crénica
y la estimulacion de los quimorreceptores periféri-
cos. Aun mas, en ratas carentes de quimiorrecepto-
res periféricos por la desnervacion de los cuerpos
carotideos, se ha observado una inhibicién del incre-
mento de la actividad simpatica y de la presién arte-
rial inducida por la HIC (Fletcher y col., 1992).

Aunado a la activaciéon del sistema simpatico, se
ha sugerido que la HIC induce la facilitacion de la li-
beracion de renina, a través de la estimulacion de
los receptores a-adrenérgicos renales. Estos hallazgos
apoyan el concepto de que la HIC induce el aumento
de la actividad del sistema renina-angiotensina. Asi,
se ha demostrado que la elevacién de la presion
arterial inducida por la HIC es inhibida por la admi-
nistraciéon de antagonistas del receptor AT, de angio-
tensina Il (Fletcher y col., 2002).

Existe evidencia que demuestra que la HIC causa
dano de la region cortico-hipocampal, lo cual se aso-
cia a alteraciones neurocognitivas, respiratorias y
cardiovasculares. Asi, se ha demostrado pérdida de
sustancia gris en regiones cerebrales relevantes en
la funcién cognitiva en humanos (Macey y col.,
2002); y en modelos animales se ha demostrado un
incremento de la muerte de las neuronas corticales
cerebrales asociadas a la HIC (Xu y col., 2004). Estas
acciones deletéreas podrian estar relacionadas a las
acciones de la HIC en el sistema nervioso central,
como lo son el deterioro del metabolismo lipidico ce-
rebral, cambios en la actividad de enzimas metabdli-
cas (Wasicko y col., 1990), de los niveles enddégenos
de angiotensina Il (ANG) (Maktabi y col., 1995); gene-
racion de especies reactivas de oxigeno asi como
alteraciones del sistema de neurotransmisores en
diferentes areas del cerebro (Neubauer, 2001). El
hipocampo, la corteza cerebral y el hipotalamo son
particularmente susceptibles a la hipoxia (Morrell y
col., 2003; Macey y col., 2002; Bartlett y col., 2004),
especialmente desde que la exposiciéon a HIC resul-
ta en la generaciéon de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en dichas areas cerebrales, tanto en ratas co-
mo en ratones (Ramanathan y col., 2005; Turko y
Murad, 2002).

Las especies reactivas de oxigeno han emergido

como moléculas criticas en la senalizacion (Turko y
Murad, 2002). El término especies reactivas de oxi-
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geno (ROS) engloba un gran rango de moléculas que
incluyen el anion superoxido (O5), el peroxido de hi-
drégeno (H,O,) y el radical hidroxilo (HO®), entre
otros. El anién superéxido reacciona con el 6xido
nitrico para formar peroxinitrito (ONOO), el cual es
un agente nitrante de los residuos de tirosina de las
proteinas. La nitracién de los residuos de tirosina de
las proteinas es una modificacion postranslacional
que puede afectar la estructura y funciéon de la mis-
ma (Turko y Murad, 2002; Ischiropoulos, 2003). Se
ha observado que la nitracion de los residuos de ti-
rosina puede prevenir la subsecuente fosforilacion
de los mismos, o también puede estimular su poste-
rior fosforilacion (Ischiropoulos, 2003).

Varios sistemas enzimaticos producen ROS, in-
cluyendo la cadena de transporte de electrones de la
mitocondria, el citocromo P-450, la lipooxigenasa,
la ciclooxigenasa, la NAD(P)H oxidasa, la xantina oxi-
dasay los peroxisomas; y su produccion es regulada
por varias citoquinas y factores de crecimiento, in-
cluyendo la angiotensina Il (Fruehauf y Meyskens,
2007). La angiotensina Il incrementa la produccién
del anién superéxido por activacion de la NAD(P)H
oxidasa; este incremento de las ROS ha sido implica-
do en la hipertensién inducida por la angiotensina Il
(Laplante y Champlain, 2006). El mecanismo median-
te el cual el estrés oxidativo produce hipertension
parece estar asociado con los efectos mitogénicos de
ROS, los cuales son mediados en parte, via la activa-
cion de la familia de kinasas reguladas por senales
extracelulares: ERK1/2, y p38 y JN Kinasas. De igual
forma, la produccién de las ROS y la propagacion del
estrés oxidativo constituye uno de los mecanismos
implicados en la apoptosis neuronal cortical y la dis-
funcién neurocognitiva inducida por la HIC (Xu y
col., 2004).

Ahora bien, desde que se ha reportado que en
las células del musculo liso vascular de la rata la an-
giotensina Il induce nitracion y activacion de las
ERK1/2 (Pinzar y col., 2005), en el presente trabajo
quisimos determinar si en la corteza del cerebro de
la rata, la hipoxia intermitente crénica es capaz de
inducir nitracién de las ERK 1/2 y por ende su activa-
cion. Igualmente, evaluamos el papel de los recepto-
res AT, en la nitracién y activacién de las ERK1/2
inducida por la HIC, mediante el uso del antagonista
selectivo, el candesartan.

Materiales y métodos
ANIMALES
Los experimentos de hipoxia intermitente croni-

ca fueron realizados con ratas machos de la cepa
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Wistar, con un peso comprendido entre 330 y 400g,
con acceso libre al agua y la comida. Los protocolos
experimentales fueron revisados y aprobados por la
Direccién de Servicios Veterinarios del Isére, Fran-
cia, conforme con las normativas francesas y del
Comité de Etica local para la investigacion animal.

PROTOCOLO DE HIPOXIA INTERMITENTE CRONICA

Las ratas fueron expuestas a hipoxia intermiten-
te (HI), como previamente ha sido descrito (Beguin,
2005). Las ratas fueron colocadas en un aparato de
hipoxia el cual esta compuesto por varias cajas cilin-
dricas de plexiglas idénticas (28 cm de largo, 10 cm
de diametro y un volumen de 2.2 litros). Estas cajas
fueron conectadas a una valvula de selenio que per-
mite la distribucion de nitrégeno puro a un flujo que
fue ajustado para reducir la fraccion de oxigeno ins-
pirado (Flo,) en el ambiente a un 5% durante 40
segundos. Sedguido de la entrada de aire comprimi-
do, para retornar gradualmente a un ambiente de
aire con una Flo, de 21% (normoxia) durante 20 se -
gundos, las ratas sometidas a este protocolo son las
hipoxicas. Estos animales fueron expuestos a un 5%
de oxigeno porque se corresponde con la desatura-
cion de oxigeno observada en los pacientes con sin-
drome de apnea obstructiva del sueno. Este ciclo de
un minuto fue repartido durante ocho horas diarias
por 14 dias (ver figura). Paralelo a la entrada de nitro-
geno a las cajas hipoxicas, fue distribuido sélo aire
comprimido a la misma tasa de flujo del nitrégeno
en las cajas normoxicas (21% de Flo,). El nivel de
oxigeno en cada una de las cajas durante el protoco-
lo de HI fue controlado con un analizador de gas
(modelo ML206, AD Instruments).

20 Normoéxia Normoxia

Hipoxia

Hipoxia

0 ] I

Hipoxia

1 min

Variacién de la proporciéon de O, en el interior
de las cajas (21 a 5%) durante ciclos de un minuto
de hipoxia intermitente.

Para determinar el efecto del candesartan en la
nitracion y fosforilacion de las proteinas ERK 1/2 en
la corteza cerebral de las ratas, éstas fueron dividi-
das en los siguientes grupos experimentales: 1.
ratas normoéxicas (N); 2. ratas expuestas a hipoxia
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intermitente (HI) tratadas con vehiculo, por via oral
una hora antes de la exposicion a la norméxiay a la
hipoxia durante 14 dias (N=2 por grupo); 3. ratas
normoxicas (Nc) tratadas con candesartan-celexetil
(1mg/kg/dia, p.o.); y 4. ratas expuestas a hipoxia
intermitente (HIC), tratadas con candesartan-celexe-
til (1mg/kg/dia, p.o.) una hora antes de la exposicién
a la normoéxia y a la hipoxia durante 14 dias (N=2 por
darupo).

EXTRACCION DE LOS TEJIDOS

Finalizado el protocolo de hipoxia intermitente
cronica se procedid a la extraccion de los tejidos;
para ello los animales fueron anestesiados con iso-
flurano y sacrificados por decapitacion. Se extrajo la
corteza primaria del cerebro, y disec6é bajo micros-
copia quirurgica, en frio. Los tejidos fueron homoge-
neizados en hielo con 100 a 300 pl de buffer de lisis
(50 uM Trisma base, 5 mM EDTA, 1 uM NaF, 1 uM
NasVO,, mezcla de inhibidores de proteasas com-
puesto por pepstatina A, AEBSF, aprotinina, leupepti-
na, bestatina y E-64, a pH 7.4, Triton X-100 al 1%),
usando un homogeneizador de tejido. Posteriormente
se centrifugaron a 4 °C, 10.000 rpm por 10 minutos,
para obtener el sobrenadante. Las proteinas fueron
determinadas mediante el método de Biuret en me-
dio alcalino con utilizacion del BCA (acido bicinco-
ninico), Protein Assay Reagent Kit de Pierce®.

ANALISIS MEDIANTE WESTERN BLOT

Para el analisis de Western blot, las muestras de
corteza primaria (100 pg de proteina/muestra) fue-
ron separadas en geles de 10% SDS-poliacrilamida y
transferidas a una membrana de PVDF (polifluoruro
de vinilideno). Posteriormente se procedi6 a bloquear
las membranas con una solucién de TBS/Tween 0,1%
+ 5% de leche descremada durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente. Los inmunoblots se realizaron me-
diante la incubacion de las membranas con los
anticuerpos primarios antifosfo-p44/42-MAPK, y anti-
MAPK durante toda la noche a 4 °C, seguido de la
incubacién con los anticuerpos secundarios corres-
pondientes anti-IgG conjugados con sustrato HRP
(horseradish peroxidase), durante una hora a tempe-
ratura ambiente. El revelado de las membranas se
realizé utilizando el kit de revelador SuperSignal
®West Pico Chemiluminescent Substrate y el analisis
desintométrico con Scion Image Software.

PROTOCOLO DE INMUNOPRECIPITACION

Para la inmunoprecipitacion, 2 pg de anticuerpo
anti-nitrotirosina fueron unidos a la proteina A-agaro-
sa e incubados con 100 pg de proteinas totales de
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las muestras homogenizadas de corteza primaria,
durante toda la noche a 4 °C con agitacion constan-
te. Luego de la incubacion las muestras inmunopre-
cipitadas fueron lavadas 5 veces con 1 ml de buffer
de fosfato de sodio 0,1 M a pH=7, para ser someti-
das al protocolo de Western blot antes descrito.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media +
E.S.M. La significancia de los resultados fue analiza-
da mediante el andlisis de varianza de una via (ANO-
VA). Un valor de P<0,05 fue considerado significativo.

Resultados

1. EVIDENCIA DE NITRACION DE PROTEINAS
EN LA CORTEZA CEREBRAL DE LA RATA

El analisis de Western blot para las proteinas
nitradas en la corteza cerebral de la rata inmunopre-
cipitada con el anticuerpo anti-nitrotirosina muestra
varias bandas de proteinas en el rango del peso
molecular correspondiente a 37-50 KDa, tanto en el
grupo de ratas expuesta a normoxia como a hipoxia
intermitente (figura 1). En el peso molecular de 44 y
42 KDa se observan dos bandas de proteinas nitra-
das en ambos grupos de ratas, éstas parecen perte-
necer a las proteinas ERK-1 y ERK-2.
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Figura 1

Inmunoprecipitacion de las proteinas nitradas de homoge-
neizado de la corteza primaria del cerebrode la rata expues-
ta a normoxia y a hipoxia intermitente crénica. Las proteinas
fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-nitrotirosi-
na, separadas por SDS-PAGE, transferidas a las membranas e
incubadas con el anticuerpo anti-nitrotirosina. Las flechas
indican las bandas de proteinas en el rango del peso molecu-
lar de las proteinas ERK 1 y ERK 2, respectivamente. N= 3
para el grupo de ratas normoxicas y N= 4 para el grupo de ra-
tas hipéxicas.

2. EFECTO DE LA HIPOXIA INTERMITENTE CRONICA
SOBRE LA FOSFORILACION DE LA PROTEINA
ERK1/2 EN LA CORTEZA DEL CEREBRO DE LA RATA

El analisis de Western blot muestra que las prote-
inas ERK1 y ERK2, asi como las proteinas fosforila-
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das se expresan en la corteza cerebral de las ratas
controles (ratas normoéxicas) y en las expuestas a hi-
poxia intermitente crénica. En la figura 2B se puede
observar que la cantidad de proteinas totales ERK
1/2 no difieren entre el grupo de ratas hipoxicas y el
grupo normoxico, mientras que con respecto a la
cantidad de proteina fosforilada ERK 1/2, se observa
un incremento en la densidad 6ptica de las bandas
de las muestras provenientes de las ratas hipo6xicas,
al compararlas con las ratas normoxicas (figura 2A).
La cuantificacion densitométrica indica un incremen-
to significativo de la fosforilacion de las proteinas
ERK1/2 en las ratas expuestas a hipoxia intermitente
cronica con respecto a la fosforilacion observada en
las ratas normoxicas, expresadas como la relaciéon
fosfo-ERK/ERK (figura 2C).
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Figura 2

Western blot de las proteinas fosforiladas ERK 1/2 (A) y las
proteinas totales ERK 1/2 (B) en homogeneizado de la cor-
teza cerebral de las ratas expuestas a hipoxia intermitente
crénica y a normoxia. (C) El nivel relativo de activacion de
ERK 1/2 fue determinado por escaneo densitométrico de las
bandas de fosfo-ERK y normalizado con las bandas de ERK.
N=4 ratas por cada grupo de exposicién. **p<0.01.
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3. EFECTO DE LA HIPOXIA INTERMITENTE CRONICA
SOBRE LA NITRACION DE LAS ERK1/2 EN LA
CORTEZA DEL CEREBRO DE LA RATA

Las muestras de corteza cerebral de las ratas ex-
puestas a hipoxia intermitente crénica y a normoxia,
fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-
nitrotirosina, separadas por SDS-PAGE y transferidas
a la membrana e incubadas con el anticuerpo pri-
mario anti-ERK 1/2 (anti-MAPK). En el analisis de
Western blot se pueden observar dos bandas de pro-
teinas nitradas en el peso molecular de 44 y 42 KDa
que pertenecen a las proteinas ERK-1 y ERK-2 res-
pectivamente, y confirma los resultados obtenidos
en la figura 1. En la figura 3A y 3B se observa que la
hipoxia produce un incremento de la nitracion de las
proteinas ERK de forma significativa con respecto a
las ratas expuestas a normoxia.
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Figura 3

Inmunoprecipitacién de las proteinas nitradas de homogenei-
zado de la corteza primaria del cerebro de la rata, expuesta a nor-
moxia y a hipoxia intermitente crénica. Se observan las bandas
en el peso molecular de 44 y 42 KDa que pertenecen a las protei-
nas ERK-1 y ERK-2, respectivamente (A). La cuantificacién fue
realizada por analisis densitométrico de las bandas de ERK 1/2
(B). N=4 ratas por cada grupo de exposicion. *p<0.05.

38

4. EFECTO DEL BLOQUEO IN VIVO DE LOS RECEPTORES
AT CON CANDESARTAN SOBRE LA FOSFORILACION
DE LAS PROTEINAS ERK1 /2 INDUCIDA POR LA HIC,
EN LA CORTEZA DEL CEREBRO DE LA RATA

En la figura 4B se puede observar la cantidad de
proteinas totales ERK 1/2, las cuales son similares
en densidad en el grupo de ratas hipéxicas y normo-
xicas tratadas con candesartan y el grupo de ratas
hipoxicas y normoxicas no tratadas (control). Por otra
parte, en la figura 4A se observa un incremento de la
densidad oOptica con respecto a la cantidad de protei-
nas fosforiladas ERK 1/2 en las ratas sometidas a HIC
y este incremento es inhibido por el candesartan. La
cuantificacion de los resultados expresados como
relacion fosfo-ERK/ERK (figura 4C) demuestra clara-
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Figura 4

Western blot de las proteinas fosforiladas ERK 1/2 (A) y las pro-
teinas totales ERK 1/2 (B) en muestras de la corteza primaria
homogeneizada proveniente de ratas normoxicas o expuestas
a hipoxia intermitente crénica tratadas. o no, con candesartan.
Analisis densitométrico de la activaciéon de ERK 1/2 (C). El nivel
relativo de activacion de ERK fue determinado por escaneo den-
sitométrico de las bandas de fosfo-ERK y normalizado con las
bandas de ERK. N=2 ratas por cada grupo de exposicion.
***p<0.001; *p<0.05.
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mente que la HIC incrementa la fosforilacion de las
ERK1/2 y que el candesartan inhibe de forma signi-
ficativa la activacion de las proteinas ERK 1/2 en las
ratas expuestas a hipoxia intermitente crénica. El
candesartan no afect6 por si mismo la fosforilacion
de ERK en las ratas normoxicas.

5. EFECTO DEL CANDESARTAN IN VIVO SOBRE
LA NITRACION DE LAS ERK1/2 INDUCIDA POR LA
HIPOXIA INTERMITENTE CRONICA EN LA CORTEZA
DEL CEREBRO DE LA RATA

Las muestras de corteza cerebral de las ratas ex-
puestas a hipoxia intermitente crénica y a normoxia,
tratadas o no con candesartan, fueron inmunopreci-
pitadas con el anticuerpo anti-nitrotirosina, separa-
das por SDS-PAGE y transferidas a la membrana e
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Figura 5

Inmunoprecipitacién de proteinas nitradas de homogeneizado de
la corteza primaria del cerebro de las ratas expuestas a normo-
xia 0 a hipoxia intermitente crénica y tratadas, o no, con cande-
sartan. En el Western blot se pueden observar unas bandas en
el peso molecular de 44 y 42 KDa que pertenecen a las protei-
nas ERK-1 y ERK-2 respectivamente (A). La cuantificaciéon fue
realizada por analisis densitométrico de las bandas de ERK 1/2
(B). N=2 ratas por cada grupo de exposiciéon. *p<0.05.
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incubadas con el anticuerpo primario anti-ERK 1/2
(anti-MAPK). En la figura 5A se observa que la hipo-
xia produce un incremento de la nitracion de las pro-
teinas ERK 1/2 de forma significativa con respecto a
las ratas expuesta a normoxia y este incremento es
inhibido por el candesartan. La cuantificacién de los
resultados expresados como nitracion de ERK1/2
(figura 5B) demuestra claramente que la HIC incre-
menta la nitracion de las ERK1/2 y que el candesartan
inhibe de forma significativa la nitracién de las protei-
nas ERK 1/2 en las ratas expuestas a hipoxia inter-
mitente crénica y tambien en las ratas normoxicas.

Discusion

El posible mecanismo mediante el cual la apnea
del sueno contribuye al incremento de la presion
arterial no ha sido totalmente esclarecido, sin em-
bargo, la evidencia apunta hacia un papel funda -
mental del sistema nervioso simpatico y del sistema
renina-angiotensina (Fletcher y col., 1992 y 1999).
En modelos animales de HIC, el aumento de la acti-
vidad simpatica es requisito primordial para el desa-
rrollo de la elevacion de la presion arterial sostenida
(Greenberg y col., 1999; Fletcher y col., 1992). De
igual forma, existe evidencia que indica que el siste-
ma SRA circulante y el tisular se encuentran activa-
dos durante la hipoxia crénica (Fletcher y col., 1999).

Ahora bien, los efectos deletéreos de la HIC po-
drian estar mediados por el sistema nervioso cen-
tral. Al respecto se ha demostrado un incremento,
dependiente del tiempo, de la apoptosis en el area
hipocampal CA1 y el neocértex, en ratas sometidas
a HIC en magnitud similar a la experimentada en los
pacientes con apnea del sueno (Gozal y col., 2001).
De igual manera, en un modelo de apnea del sueno
en ratones se ha demostrado apoptosis neuronal
cortical y disfuncién neurocognitiva inducida por la
HIC (Xu y col., 2004).

Se ha propuesto que los danos neuronales indu-
cidos por la hipoxia podrian ser el resultado del es-
trés oxidativo, el cual se asocia con una producciéon
aumentada de peroxido de hidrégeno (H,0,) y de
iones superoxido (Oy). En efecto, mediante técnicas
de deteccion de fluorescencia se ha demostrado
incrementos significativos de la produccién de ROS
en la corteza cerebral y en las neuronas corticales de
ratones expuestos a HIC. Igualmente, mediante técni-
cas de inmunohistoquimica se ha demostrado aumen-
tos de los marcadores de la respuesta al estrés
oxidativo, c-Fos, c-Juny la NK-KB (Xu y col., 2004). De-
bido a que estos radicales son extremadamente reac-
tivos, los mismos han sido implicados en la regulacion
de una gran variedad de actividades enzimaticas.
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Adicionalmente se ha demostrado que el 6xido
nitrico, un conocido neurotransmisor, participa en la
regulacion de la homeostasis cardiovascular y la res-
puesta cardiorrespiratoria a la hipoxia, actuando
tanto a nivel central como periférico (Li y col., 2002;
Gozal y col., 1996). Varias lineas de evidencia indi-
can que la biosintesis del NO podria constituir un fac-
tor clave en la respuesta fisiopatoldgica del cerebro
durante la hipoxia. Asi, se sabe que la HIC incremen-
ta la expresion del ARNm y de la proteina de la iNOS,
asi como la actividad NOS, la formacion de residuos
de nitrotirosina y la producciéon de nitratos y nitritos
(Liy col., 2004). Igualmente, se ha demostrado que
la hipoxia hipobarica aguda aumenta la expresion de
la nNOS en la corteza cerebral (Castro-Blanco y col.,
2003), asi como en los nucleos supraéptico y para-
ventricular del hipotalamo (Luo y col., 2000).

Debido a que el SRA se encuentra activado du-
rante la HIC, la angiotensina Il como hormona multi-
funcional resulta la candidata ideal para mediar las
acciones centrales de este sindrome. La ANG es ca-
paz de activar a diferentes niveles a la via de las
MAPK (Touyz y Schiffrin, 2000; Bottari y col., 1993).
La ANG induce la fosforilacion de las principales fami-
lias de MAPKs: la ERK1/2, JNK, y p38 en células de
musculo liso vascular en cultivo y en el SNC (Touyz y
Schiffrin, 2000; Bottari y col., 1993; Griendling y col.,
2000, Chan y col., 2005). La ANG aumenta el estrés
oxidativo a través de la activacion de las enzima
NAD(P)H oxidasa que produce O,". Estos iones supe-
roxido producen probablemente la activacion de los
MAPK (Griendling y col., 2000). Recientemente se ha
demostrado que la ANG induce la activaciéon de las
MAPK a través de la generacion de ONOO' y su nitra-
cion (Pinzar y col., 2005).

La nitraciéon de los residuos de tirosina también
ocurre en areas del cerebro posterior a la isquemia y
otras condiciones patolégicas (Wang y Zweier,
1996), tales como en el cerebro de pacientes con
enfermedad de Alzheimer (Smith y col., 1997). La
nitracion de los residuos de tirosina en el SNC podria
alterar la senalizacion dependiente de la fosforila-
cion de la tirosina, bien sea en forma positiva como
nedativa (Turko y Murad, 2002). Al respecto, nues-
tros resultados demuestran por primera vez, que la
hipoxia intermitente crénica induce la nitracién, asi
como la fosforilacién de las ERK1/2 en la corteza
cerebral de la rata.

Existe evidencia que indica que la nitracion de
las ERK1/2 se asocia con su activacion. Asi, en va -
rias lineas celulares la nitraciéon de las ERK produci-
da por el ONOO™ parece que activa directamente a la
enzima o indirectamente a través de la fosforilacion
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Figura 6
Representacién de las posibles vias de seializacion
que se activan durante la hipoxia intermitente crénica.

de la EGFR, o de la activacion directa de las Raf y
MEK (Schieke y col., 1999; Nabeyrat y col., 2003;
Zhang y col., 2000) (figura 6). En efecto, se ha de-
mostrado en células del musculo liso vascular, que
la ANG induce in vitro la nitraciéon y fosforilacién de
las ERK 1/2 a través de la produccion de las ROS y la
activacion de la via Raf-MEK-ERK (figura 6) (Pinzar y
col., 2006).

Es posible que la HIC, a través de la liberacion de
ANG, produzca la activacion de las ERK en respuesta
a un mecanismo que implica la estimulacion del
receptor AT, localizado en neuronas cuyos termina-
les nerviosos se proyectan hacia la corteza cerebral.
En apoyo al papel del receptor AT, se encuentran los
resultados reportados en la region rostro ventrolate-
ral del bulbo raquideo (RVLM) (Chan y col., 2005).
En los mismo se demuestra que la angiotensina Il
produce una respuesta presora a través de la activa-
cion de la via de senalizacion de las MAPK, median-
te la fosforilacion de la p38 MAPK y ERK1/2, y este
efecto es dependiente del receptor AT, y la NAD(P)H
oxidasa (Chan y col., 2005). Nuestros resultados
muestran claramente que el pretratamiento in vivo
con candesartan, un antagonista selectivo del recep-
tor AT, inhibe tanto la fosforilacion como la nitra-
cion de la ERK1/2 inducida por la HIC en la corteza
primaria cerebral estos hallazgos demuestran la me -
diacién del receptor AT, en la activacién de las ERK
1/2 durante la HIC, aportan evidencia acerca de la
participacion del SRA cerebral en este sindrome.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la
activacion del SRA cerebral inducido por la hipoxia
intermitente crénica, a través de la estimulacion del
receptor AT, desencadena mecanismos de senali-
zaciéon que implican la produccion de NO y ONOO-,
la nitracién de las ERK1/2 y la activacion directa o
indirecta de las ERK1/2 (figura 6). Esta secuencia de
eventos podria ser la responsable del incremento
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de la presion arterial y las manifestaciones fisiopato-
légicas asociadas a la hipoxia intermitente crénica
como los desdrdenes neurocognitivos. Sin embrago,
son aun necesarios estudios adicionales para esta-
blecer con certeza el efecto de la nitracién sobre la
regulaciéon de las kinasas “aguas arriba” en la cas-
cada de senalizacion de las MAPK activadas durante
la HIC.
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Sintesis del N-aralquilamino-metiladamantano
con posible actividad Dopaminérgica Central

Synthesis of the N-aralkylamine-methyladamantane
with possible Central Dopaminergic activity

JoRrGE E. ANGEL Guio!", ELviA V. CABRERA !, BIAGINA MIGLIORE DE ANGEL2,
HEBERTO SUAREZ-RocA2, JAIME E. CHARRIS3?, ROBERTO RossI?, ANA SANTIAGO?,
SIMON LOPEZ5, MARIA M. RAMIREZ!, VERONICA HERNANDEZ!, MIGUEL MORALES !

Resumen

En las ultimas décadas son muchos los compuestos con actividad dopaminérgica central que se han disenado, sin-
tetizado y evaluado farmacoloégicamente, incluyendo a los analogos N-sustituidos del 2-aminoindano y de las 2-ami-
notetralinas. A pesar de ello, no se ha logrado obtener un farmaco capaz de mejorar o curar las patologias que
involucran la regulacion dopaminérgica en el sistema nervioso central, tales como el mal de Parkinson y la esquizo-
frenia, entre otras. En el presente trabajo se planteé el diseno y sintesis de un nuevo compuesto basado en el siste-
ma N-aralquilamino-metiladamantano no reportado en la literatura y aplicando como paso clave la reacciéon de
sustitucion nucleofilica radicalaria unimolecular (Sgy'). Asimismo, se evalu6 el perfil de su acciéon dopaminérgica
mediante la determinacién de parametros conductuales en ratas. Los resultados de la evaluacién farmacolégica pre-
liminar muestran que el compuesto 9 se comporta como un agonista dopaminérgico central.

Palabras clave: Dopamina, agonista dopaminérgico central, sustitucion nucleofilica radicalaria unimolecular (Sgy!),
N-aralquilamino-metiladamantano.

Abstract

In the last decades, many central dopaminergic compounds have been designed, synthesized and pharmacologi-
cally evaluated, including N-substituted analogues of 2-aminoindane and 2-aminotetraline. Despite these efforts, it
has not been obtained a drug capable to improve the treatment of pathologies which involve central nervous system
dopaminergic regulation, such as Parkinson disease and schizophrenia, among others. The following work describes
the design and synthesis of a new group of compounds based on the N-aralkylamino-methyladamantane 9 which is
not been reported previously in the literature, using a nucleophilic radical unimolecular substitution reaction (Sgy')
as the key step for their preparation. The dopaminergic profile was also evaluated through the assessment of their
effect on rat behaviour. The results on the preliminary pharmacological evaluation showed that compound 9 is a cen-
tral dopaminergic agonist.

Key words: Dopamine, central dopaminergic agonist, nucleophilic radical unimolecular substitution reaction (Sgy!),
N-aralkylamino-methyladamantane.
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Introduccion

La dopamina 1 (DA) participa en la biosintesis de
las catecolaminas y actia como neurotransmisor en
el sistema nervioso central (SNC) (Avendano, 1993).
El sistema dopaminérgico cerebral se encuentra
relacionado con los desérdenes neurodegenerati-
vos, tales como la esquizofrenia, la enfermedad de
Parkinson y otras patologias relacionadas con la re -
gulacion dopaminérgica central (Haadsma Svensson
y col., 2001).

OH
HO

NH
1

De todas las enfermedades neurolégicas, el mal
de Parkinson y la esquizofrenia han sido de las mas
estudiadas desde los puntos de vista de la quimica
medicinal y de la farmacologia. El mal de Parkinson
es una enfermedad degenerativa de las vias dopami-
nérgicas nigroestriadas, que causa una deficiencia
de la dopamina en el cerebro, y origina asi desoérde-
nes neuromotores tales como temblor en reposo,
rigidez muscular, bradikinesia y/o akinesia y difi-
cultad para detener el movimiento (Van Vliet y col.,
2000). Entre las enfermedades neurolégicas mas fre-
cuentes, el mal de Parkinson ocupa el segundo lugar
y se sabe que la incidencia de este mal aumenta con
la edad, lo cual afecta a uno por ciento de los adultos
mayores de 65 anos en todo el mundo y usualmente
se manifiesta después de los 55 anos (Rodman y col.,
1981; Goodmany col., 1991). En cambio la esquizo-
frenia se relaciona con un exceso de la actividad
neuronal dopaminérgica central. Esta patologia es
contrarrestada con medicacién antipsicética al blo-
quear los receptores dopaminérgicos centrales y
reducir, por tanto, la transmisién dopaminérgica
(Mach y col., 2001).

En las ultimas décadas se han disenado, sinteti-
zado y evaluado numerosos compuestos con activi-
dad dopaminérgica central, asi como también una
gran cantidad de los analogos N-sustituidos y no sus-
tituidos del 2-aminoindano (2) y las 2-aminotetrali-
nas (3), a las cuales se les ha detectado actividad

R2 E :E ]
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\ >
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sobre el sistema nervioso periférico y central como
agonistas dopaminérgicos (Cannon y col., 1981,
1972, 1980).

De acuerdo con los estudios de la relacion entre
la estructura quimica y la actividad bioldgica para los
agonistas dopaminérgicos (Cannon y col., 1981;
Wikstrom y col., 1992), los compuestos 4-8 contie-
nen el fragmento total o parcial del farmaco6foro
dopaminérgico (m-hidroxi-fenil-etil-amino) necesario
para interactuar con su receptor. En vista de que
estos compuestos presentan rotacion libre sobre el
fragmento aralquil y el 2-aminoindano conserva la
disposicion farmacoférica del receptor dopaminérgi-
co, los compuestos 4-8 han mostrado actividad
sobre los receptores dopaminérgicos centrales
(Angel y col., 2001, 2003 y 2004).

R1 R6
CH,
R2
N R5
H
R3 R4
4-8
Compuesto | R; R, R5 Ry Rs Rg
4 OH H
5 OH H H H H
6 H H Cl H Cl
7 OH OH OH OH
8 H OH OH H H H

A pesar de que son numerosos los compuestos
que se han disenado, sintetizado y evaluado farma-
cologicamente, aun no se ha logrado obtener un far-
maco capaz de detener o controlar eficazmente las
enfermedades del mal de Parkinson, la esquizofre-
nia, la diskinesia tardia, la Corea de Huntington y
otras patologias relacionadas con la regulacion do-
paminérgica. A la luz de estas evidencias se diseno 'y
sintetizé un nuevo compuesto analogo del N-aralqui-
lamino-metiladamantano no reportado en la literatu-
ra. Esta sintesis se inici6é con la reaccién entre el
iodoadamantano (10), el anién del nitrometano, el
anion de la acetona (reactivo de encarrilamiento),
terbutoxido de potasio y el dimetil-sulféxido (DMSO)
bajo irradiacién de luz ultravioleta, siguiendo las
condiciones de la reaccion de sustitucion nucleofili-
ca radicalaria unimolecular (Sgy') para obtener el
intermediario clave (11) (Rossiy col., 1990). La pos-
terior reduccion catalitica produjo la amina (12). El
compuesto final (9) se obtuvo a través de una reac-
cién de aminacién reductiva (Angel y col., 2004)
entre la acetona (13) (Knoevenagel y col., 1904;
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Hass y col., 1943; Hoover y col., 1947) y la amina
(12) (esquema 1).

paso de iniciacion RX + Nu~ L (RX)- + Nu’ (1)

(RX)"—— R + X~ 2

pasos de propagacion
R + Nu —— (RNu)~ @)
(RNu)” + RX —— RNu + (RX)” @

Esquema 1
Ruta de sintesis del compuesto 9

Materiales Y Métodos
SECCION FARMACOLOGICA

Animales: se utilizaron ratas machos de la cepa
Sprague-Dawley de 250 a 300 g., mantenidas bajo pe-
riodos alternativos de luz y oscuridad, con libre acce-
so al agua y alimento estandar (Ratarina®, Protinal).

Reactivos: para las pruebas de estereotipia se uti-
liz6 apomorfina HCI (SANDOZ S.A., BASEL, Suiza)
disuelta en solucién salina, inyectada intraperito-
nealmente (ip) a una dosis de 1mg/kg de peso cor-
poral. El compuesto 9 fue disuelto en soluciéon
isotonica de NaCl e inyectado via intracerebroventri-
cular (ICV) (Angel y col., 2001, 2003 y 2004) a la
dosis de 10pg/5pl.

Metodologia: cinco dias antes del experimento
se les implanté a las ratas una canula metalica en el
ventriculo lateral-derecho, bajo anestesia con cilazi-
na (Setton® al 2%) (1mg/kg., i.p) y relajacion con
ketamina, segun las coordenadas: antero-posterior
—-0,40 mm del Bregma; 1,2 mm lateral y 3 mm ven-
tral, mediante el uso de un aparato estereotaxico.
Las canulas, de un largo inferior a 4 mm, se realiza-
ron utilizando jeringas 20Q, selladas con silicona y
fijadas al craneo mediante cemento acrilico (Angel
y col., 2001; Angel y col., 2004; Rodriguez y col.,
2003). La inyeccion ICV se realiz6 utilizando una
inyectadora Hamilton de 10y, provista de un tope
para aplicacion precisa de los compuestos.

Se evalu6 la capacidad de los compuestos de
inducir conducta estereotipada en las ratas, es decir,
una actividad motora repetitiva y sin propésito. Las
observaciones de esta conducta (lamidas, roidas,
olfateo y acicalamiento) se realizaron introduciendo
el animal en una caja de observacién de acrilico
transparente de 32x28x28 cm. de dimensién. Los
datos recolectados se registraron empleando una
computadora dotada de un software para contar el
numero de movimientos estereotipados. Las obser-
vaciones se realizaron durante un periodo de 60
minutos, divididos en 10 intervalos de 6 minutos ca-
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da uno. Se utilizaron grupos de 4 animales para cada
una de las evaluaciones. Los datos se analizaron me-
diante el analisis de variancia (ANOVA) de una y dos
vias, seguidas de la prueba de Newman-Keul y los re-
sultados se expresaron como promedio + EEM.

Antes de la medicion de la conducta estereotipa-
da, los animales fueron introducidos en una caja de
observacién y se dejaron por un periodo de 15 mi-
nutos para que se habituaran a la misma. Cada uno
de los compuestos fue inyectado solo. Los compues-
tos se evaluaron de acuerdo con los siguientes crite-
rios: 1) En caso de resultar agonista, el compuesto
fue comparado frente a haloperidol (0,2mg/kg, i.p.),
un antagonista de los receptores dopaminérgicos.
Para esto se procedi6 a inyectar el haloperidol 15
minutos antes de la administracion (ICV) del com-
puesto evaluado; 2) en caso de resultar antagonista,
el compuesto fue comparado con la apomorfina
(Img/kg, i.p.), un agonista de los receptores dopami-
nérgicos. Para ello se procedioé a inyectar el animal
(ICV) con el compuesto evaluado como antagonista y
15 minutos después se administr6 la apomorfina i.p.

SECCION QUIMICA

Los puntos de fusion no fueron corregidos y se
determinaron mediante el uso de un aparato «Tho-
mas Hoover Capillary Melting Point». Los espectros
de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron regis-
trados a través de un espectrometro marca Brucker
Avance a 300 MHz para 'H y de 500 MHz para '3C,
siendo reportados en ppm (%) la senal del TMS co-
mo estandar interno a campo bajo. La pureza de
todos los compuestos fue determinada por croma-
tografia de capa fina usando solvente con distinta
polaridad. Todos los solventes fueron destilados y
secados del modo usual.

SINTESIS DEL 1-NITROMETILADAMANTANO (1 1)

En un baldén de tres bocas de 250 ml, equipado
con flujo de nitrégeno y agitador magnético, se colo-
caron 100 ml de DMSO seco y desgdasificado y se ana-
di6 nitrometano (3 mmol) y propanona (2 mmol),
luego de 15 min. se adicion6 a la solucion el com-
puesto 10 (1 mmol) y la mezcla de reaccion fue irra-
diada en un reactor equipado con dos lamparas UV
de 400-W durante 360 minutos. Luego, la reaccion
fue detenida adicionando un exceso de nitrato de
amonio. El residuo se disolvié en 300 mL de agua y
se extrajo con 100 mL de éter etilico. El residuo se
purificé por cromatografia de columna en silica gel,
eluyendo con éter de petroleo - éter etilico (98:2) ob-
teniéndose un aceite amarillo en un 27% de rendi-
miento (Rossi y col., 1990). RMN 'H (CDCl5) (8, ppm):
1.70 - 2.50 (m, 15H, Ad), 4.30 (s, 2H, CH,).
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SINTESIS DEL CLORHIDRATO AMINO-METILADAMANTANO
(12)

Se coloco en un envase especial para hidrogenar
0,47 g (2,41 mmol) del compuesto 11 sobre una
mezclade 0,21 gde Pd-C 10% en 1,2 mL de HCI con-
centrado y 40 mL de etanol absoluto, a temperatura
ambiente y una presion inicial de 10 psi. Después de
absorbida la cantidad calculada de hidrégeno, el ca-
talizador fue removido por filtracién y el filtrado fue
rotaevaporado obteniéndose un aceite amarillo cla-
ro que al ser disuelto en 1 mL de éter y luego ser
tratado con una mezcla recién preparada de éter-
HCI produjo la amina clorhidrato como un sélido de
color crema 0,31 g (64% de rendimiento), con un
punto de fusion de 195 °C. RMN 'H (CDCl3) (8,
ppm): 1.57 — 2.01 (m, 15H, Ad), 2.64 (s, 2H, CH,).
RMN !3C (CDCl5s) (8, ppm): 27.82, 32.11, 36.25,
39.55 (CH y CH, Ad), 51.11 (CH,-Ad).

SiNTESIS DEL N-((3-METOXI-FENIL)—-METIL—ETIL)—1—
METIL—ADAMANTANO (9)

En un balén de una boca se adicion6 0,15 g
(0,75 mmol) del compuesto 12 disuelto en 30 mL
de metanol, 0,15 g de la 3-metoxifenilacetona (13) y
se sometio a reflujo por cinco horas. Posteriormente
se anadi6 0,04 g (0,6 mmol) de cianoborohidruro de
sodio. La mezcla se dejé a temperatura ambiente
con agitacion por 72 horas, finalizado el tiempo se
trato con 1 mL de acido clorhidrico concentrado, se
anadié 20 mL de agua y se extrajo con éter etilico.
Se separaron las capas y la fase acuosa se llevd a pH
10 adicionando una solucion de hidroxido de sodio
al 30%, se extrajo con éter etilico y los extractos eté-
reos se combinaron y se lavaron con agua. Final-
mente la capa etérea se seco sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y el solvente fue evaporado a pre-
sion reducida. El aceite obtenido fue disuelto en éter
y posteriormente fue tratado con una solucion re-
cién preparada de éter-HCI (1:1) dando un sélido
blanco, se purificd a través de cromatografia de
columna, usando silicagel y una mezcla diclorometa-
no-metanol 1:1 como eluente (65%; pf: 242 °C) (
Angel y col., 2004). RMN 'H (CDCl5) (8, ppm): 1.12 -
1.14 (d, 3H, CH5), 1.55-2.03 (m, 15H, CH y CH,
Ad), 2.41 (s, 2H, -CH,-Ad), 2.72 - 2.81 (d, d, 2H, -
CH,-CH-CH3), 3.76 (s, 3H,-OCHj3), 3.78 — 4.01 (m,
1H, CH,-CH-CH3), 6.75 (d.d, 1H, H-6, J= (1,5; 6)),
6.90 (d.d, 1H, H-2, J=(3; 3)), 6.99 (d, 1H, H-4, J=
(1,8;7,2)), 7.16 (d.d, 1H, H-5, J= (6; 9)). RMN '3C
(CDCl35) (8, ppm): 21.46 (CH,-CH-CH3), 28.08 (-CH
Ad), 36.21, 38.95 (-CH, Ad), 45.21 (-CH,-Ar), 50.81
(CH,-CH-CHs), 54.17 (OCHs), 68.29 (-CH,-Ad),
111.07, 114.65, 121.32, 128.70, 140.23, 159.65
(carbonos aromaticos).
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Resultados y discusion

Para la sintesis del compuesto 9, un analogo del
N-aralquilamino-metiladamantano, lo mas relevante
y como herramienta principal dentro de su ruta sin-
tética (Esquema I) fue la reaccion de sustitucion
nucleofilica radicalaria unimolecular (Sgy') para la
obtencion del compuesto 11. Esta reaccion consta
de un mecanismo en cadena (Esquema 2), formado
por los radicales del halogenuro de arilo o alquilo y
los aniones radicales. Estos radicales son formados
por transferencia electronica T.E (Ecl). Para que un
compuesto sufra sustitucion por T.E se pueden se-
guir varios métodos, como son: los electroquimicos,
los térmicos a partir de un agente donador (general-
mente es un nucledfilo cargado), o por fotoestimula-
cion en presencia de un nucleéfilo. En el caso de los
procesos térmicos o fotoestimulados son favoreci-
dos con nucleéfilos donadores de electrones y sus-
tratos aceptores de electrones. Después de la T.E
ocurre un paso concertado disociativo capaz de pro-
porcionar los radicales y el anién de un grupo salien-
te (Ec2). Otra posibilidad consiste en la formaciéon
del anion radical del sustrato. Este anion radical (RX~)
sufre una ruptura en el paso siguiente en R -y X -
(Ec2). El radical (R') reacciona con el Nu" para dar el
intermediario RNu~ (Ec3). Finalmente, el proceso ge-
nera un compuesto producto de una reaccién de
sustitucion nucleofilica (Ec4). También existen pa-
sos de terminaciéon y dependen del RX (sustrato) y
del Nu' (nucledfilo) bajo condiciones experimentales
(Rossi y col., 1990).

La evaluaciéon farmacolodgica preliminar del com-
puesto 9, administrado intracerebroventricularmen-
te (ICV) (Figura 1) a la dosis de 10 mg/5ml en ratas
machos, mostré que es capaz de inducir conductas
estereotipadas como lamidas y olfateos, las cuales
fueron significativamente mayores que la producida
por la solucién salina en el grupo control en ambos
casos, y superior al de apomorfina en el caso de las
lamidas; siendo ambas conductas estereotipadas
inhibidas por el haloperidol. Estos hallazgos indican
que el compuesto 9 es capaz de inducir conducta
estereotipada a través de un mecanismo dopaminér-
gico central. Es interesante mencionar que la estere-
otipia es un componente importante de numerosos
desérdenes psiquiatricos, incluyendo el autismo
infantil o la esquizofrenia (Hutt y col., 1970; Jones y
col., 1965). Esta bien establecido que el comporta-
miento estereotipado en ratas incluye la conducta
de oler y roer y que dependen de la accion de la
dopamina (Costall y col., 1977). Se ha demostrado
que el sustrato neural del comportamiento estereoti-
pado inducido por la apomorfina en animales inclu-
ye las proyecciones dopaminérgicas centrales hacia
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Sintesis del N-[3-Metoxi-Fenil-Metil-Etil]-1-Metil-Adamantano 9 9

la region del caudado-putamen (Greese y col.,
1975). Ahora bien, nuestros hallazgos no nos permi-
ten establecer el subtipo de receptor involucrado en
la acciéon del compuesto 9. Se sabe al respecto que
la apomorfina es un agonista mixto de los recep-
tores D;/D, dopaminérgicos (Costall y col., 1977;
Greese y col., 1975; Roitman y col., 1997), y la acti-
vacion de los receptores D,/D, a nivel del cuerpo
estriado se expresa como la respuesta de un com-
portamiento excesivo y repetitivo (estereotipia). Aun
mas, se conoce que en ratas adultas y neonatas,
lesionadas con 6-hidroxidopamina (60H-DA), el com-
portamiento estereotipado es el producto de la acti-
vacion de ambos subtipos de receptores. También
se ha reportado al receptor D; como responsable de
la iniciaciéon del comportamiento estereotipado,
mientras que la participacion del receptor D, involu-
cra el mantenimiento de dicha accién, pero no asi el
proceso de iniciacion. Es por ello que la accion com-
binada de los antagonistas D;/D, bloquea la estereo-
tipia de manera mas efectiva que el bloqueo selectivo
mediante un antagonista selectivo del receptor D,
(Chartoff'y col., 2001). Al mismo tiempo, no se cono-
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ce con certeza la funcién del receptor Ds; sin em-
bargo los agonistas D5 parecen tener una accién
inhibitoria sobre los efectos de los agonistas D, en
relacion a los efectos motores activantes. El receptor
D5 esta distribuido sobre el sistema limbico y se aso-
cia con las funciones cognitivas, afectivas y emocio-
nales. Esta distribucién apunta al desarrollo de un
gran numero de ligandos selectivos con el propdsito
de combatir los desérdenes neurologicos y psiquia-
tricos ligados al sistema dopaminérgico. Por otro
lado el receptor D, esta presente en todo el hipo-
campo y en la corteza frontal, con poca expresion en
las areas ricas del receptor D,, incluyendo el nucleo
estriado y el cerebro medio. La funcién del receptor
D4 se asocia con el funcionamiento de la actividad
motora, ya sea el inicio e inhibicion del comporta-
miento como también con los mecanismos de
memorizaciéon. Los estudios clinicos genéticos aso-
cian a este receptor con el desorden de déficit de
atencion e hiperactividad (Zhang y col., 2006).

Una primera aproximacion quimico-medicinal de
acuerdo con las actividades mostradas por el com-
puesto 9 indica que este compuesto es un hibrido
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Figura 1
Efecto del compuesto 9 (10 pg/ul) sobre la conducta estereotipada en ratas
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EFECTO DEL COMPUESTO 9 (10 pg/5ul) SOBRE LA CONDUCTA ESTEREOTIPADA EN RATAS. En las orde-
nadas, la sumatoria de las conductas medidas. En las abscisas, 1os compuestos evaluados. Las observa-
ciones se realizaron durante un periodo de 1 hora. Los resultados se expresaron como promedio * EEM de
cuatro mediciones independientes. Los datos fueron analizados mediante el analisis de variancia
(ANOVA) de unay dos vias y la prueba de Newman Keul. *p<0.01, sal vs 9; **p<0.01, apomorfina (APO) vs
9; +p< 0.01 APOvs 9/HALO; ++p<0.01 haloperidol (HALO) vs 9/HALO; °p<0.01 9 vs 9/HALO

en el que se involucran el fragmento aralquil amplia-
mente estudiado por nosotros (Angel y col., 2001,
2003 y 2004) y la molécula del aminometiladaman-
tano. El fragmento aminometiladamantano no ha
sido estudiado a nivel del SNC especificamente so-
bre el sistema dopaminérgico, pero sin embargo el
nucleo adamantano ha mostrado una alta contribu-
cion en cuanto a los estudios de la relaciéon estruc-
tura quimica-actividad biolégica. Es bien conocido
que la adamantadina (1-aminoadamantano) (14) ha
mostrado actividades como antiviral (en la profilaxis
del virus influenza), hipoglicemiante, antiarritmico,
antidepresivo, en algunos casos como agente antitu-
moral y es comunmente utilizada en el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson. Los compuestos
que actualmente estan en estudio y poseen el frag-
mento del adamantano proporcionan la conforma-
cion de jaula» dentro de los agentes medicinales
cuyo enfoque es viable para el diseno de nuevos far-
macos capaces de atravesar la membrana lipofilica
de la célula o poseer facil transporte a través de la
barrera hematoencefalica, lo cual seria de gran im-
portancia para el diseno de farmacos que actien so-
bre el sistema nervioso central (Jasys y col., 2000).

@\ NH,

14

En nuestro diseno nos preocupamos en explorar
el fragmento aminometiladamantano asociado al
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fragmento aralquil. El primer fragmento tendria rota-
cion libre, proporcionada por el grupo metil ubica-
do entre la jaula y el grupo amino con el proposito
de buscar selectividad hacia los receptores del sis-
tema dopaminérgico central, mientras que, en el se-
gundo, el fragmento aralquil posee dentro de su
estructura el farmacéforo parcial feniletilamino del
receptor dopaminérgico. Esto explica la actividad
mostrada en el ensayo preliminar farmacolégico y lo
acertado en la aproximacion quimico-medicinal rea-
lizada en el diseno de la estructura estudiada, en
donde se guardaron los requisitos basicos necesa-
rios para obtener la actividad como agonista a través
de la participacion de los mecanismos dopaminér-
gicos centrales.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en la aproximacion qui-
mico-medicinal realizada en el diseno de la estructu-
ra del fragmento aminometiladamantano asociado
al fragmento aralquil, apoyados por la evaluacion far-
macoldgica preliminar sobre la conducta estereoti-
pada, demuestran que el compuesto 9 se comporta
como un agonista dopaminérgico central.
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Ciencia y Tecnologia).

Los manuscritos deben ser enviados en original y
dos copias impresas dentro de un sobre de papel grue-
so, incluyendo copias fotograficas y figuras entre carto-
nes para evitar que se doblen, con una versién en
diskette o CD-ROM. Los manuscritos deberan ser envia-
dos al Editor-Director, a la Direccién de la Revista, en el
Instituto de Investigaciones Farmacéuticas de la Facul-
tad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela, Los
Chaguaramos, Apartado Postal 40109, Nueva Granada,

Los manuscritos deben estar escritos a doble espa-
cio, en papel Bond blanco tamano carta, por una cara,

Normas de Publicacion

1.

conocen y han aplicado en sus estudios la ética de expe- 2.

Caracas, Venezuela. 3

La Revista de la Facultad de Farmacia fue creada en  sin borrones ni tachaduras y con margenes de 2,5 cm.
1959 y constituye una publicacion periodica, arbitrada, = Todas las paginas deben ser numeradas correlativamen-
de aparicion semestral, destinada a promover la difu- te, empezando por el titulo. El nimero de la pagina de-
sion de articulos cientificos en el area de las ciencias de  bera colocarse en el angulo superior derecho de cada
la salud, asi como en areas basicas y aplicadas relacio- pagina. Su longitud no debe exceder de 20 paginas,
nadas con la obtencion, ensayo, analisis, usos y produc-  excluyendo el espacio destinado a figuras, tablas y
cion de medicamentos, alimentos, cosméticos, toxicos leyendas.

Cada uno de los componentes del original debera

Esta basada en la existencia de un Comité Editorial, =~ comenzar en pagina aparte, en la secuencia siguiente:

a. Pagina del titulo, nombre completo de(l) (los) au-
tor(es) y su filiacién institucional.

b. Resumen y palabras clave.

c. Texto (Introduccién, materiales y métodos, resul-
tados, discusién, conclusiones y recomendacio-
nes).

d. Agradecimientos.
e. Referencias bibliograficas.

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

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

h. Leyenda de las figuras.

La pagina del titulo debera contener:

Titulo del articulo en espanol e inglés, conciso e
informativo, no mayor de veinte palabras.

Primer nombre e inicial del sequndo nombre y apelli-
do(s) de los autores (con una llamada para identificar
al pie de pagina al autor responsable de la corres-
pondencia, indicando su direccion electronica. Afilia-
cion Institucional de cada uno de los autores.

La segunda pagina debe contener un resumen en
espanol e inglés, con un maximo de 250 palabras. El
texto debe dar una visién general del trabajo, sena-
lar someramente el propoésito, los métodos y los
hallazgos. No se deben citar referencias.

El resumen debe hacer énfasis en los aspectos nue-
vos e importantes del estudio o de las observa-
ciones. Inmediatamente después del resumen,
proporcionar o identificar como tales: 3-10 palabras
clave que ayuden a los indexadores en la construc-
cién de indices cruzados de su articulo y que pueda
publicarse con el resumen; utilice los términos del
encabezamiento tematico (Medical Subject Heading
(Mesh)) del Index Medicus.

. En cuanto al texto, debe dividirse en: Introduccién,

materiales y métodos, resultados y discusion. La
introduccién debe aparecer después del resumen,
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debe contener lo esencial para situar el problema y
la justificacion del trabajo utilizando las referencias
mas relevantes. Los materiales y métodos deben
contener una descripcién breve y clara que permita
la comprension y reproducibilidad del trabajo. En
caso de técnicas y métodos clasicos ya publicados,
se debe indicar soélo la referencia. Los resultados
deben ser presentados en forma clara y precisa, con
un minimo de discusién o interpretacién personal.
Todas las figuras y tablas deben ser citadas en el
texto. La discusién debe ser restringida a la inter-
pretacion de los resultados y eventualmente a com-
parar con los resultados de otros autores. Las
conclusiones pueden ser incluidas dentro de la dis-
cusién; sin embargo, se puede hacer una secciéon
aparte, indicando de forma clara y concisa los nue-
vos hallazgos. Se pueden incluir recomendaciones
de aplicacion practica. Los agradecimientos deben
hacerse a las personas o instituciones que han he-
cho contribuciones al estudio.

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

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

Ejemplos:
Avila JL. 1983. New national approaches to Chagas
disease chemotherapy. Interciencia 8: 405-417.

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

En el caso de que se trate de referencias de libros
debe contener:

Nombre(es) de autor(es), capitulo del libro, En: titulo
de libro, niimero de la edicién (excepto si es la primera),

editorial, lugar de la edicion, ano de publicacién y pa-
ginas.
Ejemplo:

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

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

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

Todas las figuras deben ser identificadas en el rever-
so de la hoja, indicando nuiimero de la figura, apelli-
dos y nombres de los autores (Ejemplo: Fig. 1; Fig.
2; etco).

En caso de fotografia de personas, evite que el suje-
to sea identificable o acomparie la autorizacién escri-
ta de la misma.

Las leyendas de las figuras deberan presentarse a
doble espacio en pagina aparte y usar el nimero que
corresponde a cada figura. Cuando se usen simbo-
los y fechas, nimeros o letras para identificar partes
en las figuras, identifiquelas y explique cada una en
la leyenda. Si se trata de fotomicrografia, indique la
escala e identifique el método de coloracion.

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